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RESUMEN

Hernandez-Parada Natali. Maestria en Ciencias de Ingenieria Bioquimica. Unidad
de Investigacion y Desarrollo de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz.
Junio 2021. SELECCION DE LEVADURAS Y BACTERIAS AUTOCTONAS DE LA
FERMENTACION DE CACAO MEXICANO PARA LA FORMULACION DE
CULTIVOS INICIADORES. Directoras: Dra. Claudia Yuritzi Hernandez Figueroa
y Dra. Mirna Leonor Suarez Quiroz.

La fermentacion de los granos de cacao es una etapa postcosecha importante en la
cadena del cacao, donde interviene una sucesion levaduras, bacterias acido lacticas
(BAL), bacterias acido acéticas (BAA), que impactan su calidad e inocuidad. En los
ultimos anos se han utilizado microorganismos autoctonos del proceso como
cultivos iniciadores, estos se deben seleccionar considerando criterios fisiologicos,
metabdlicos y funcionales. El objetivo del presente estudio fue seleccionar
levaduras y bacterias autoctonas de la fermentacion de cacao considerando
criterios fisioldgicos (pruebas de tolerancia), funcionales y metabdlicos para
formular cultivos iniciadores que permitan obtener granos de cacao con calidad
homogénea. Para las levaduras, se realizaron pruebas para la caracterizacion
fisiologica (a diferentes condiciones de estrés, etanol: 4, 8, y 12 % v/v, acido lactico:
05,1,y 2 % viv, pH 3.0-5.0), metabdlica (actividad pectinolitica) y funcional
(actividad antifungica). En el caso de las BAL, se probaron diferentes niveles de
estrés (etanol: 6, 8,y 12 % v/v, fructosa/glucosa: 5, 15y 30 % p/v, y pH 3.0-5.0), asi
como la prueba del metabolismo del citrato. Para las BAA se realizaron pruebas de
estrés (40-50 °C, pH 4.0-6.0, acido lactico a 1, 2 y 4 % v/v). Las condiciones de
estrés analizadas fueron seleccionadas tomando en consideracion las condiciones
que se encuentran en fermentacion del cacao. Se encontr6 que solo
Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-14 mostré actividad pectinolitica, S.
cerevisiae Y-CTA-18-12 tolerd etanol al 8 % v/v; Pichia kudriavzevii Y-CTA-18-9
tuvo mayor tolerancia al acido lactico y condiciones de pH evaluados, y
Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 mostro tolerancia al acido lactico y present6 efecto
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fungistatico sobre la germinacién de hongos toxigénicos del género Aspergillus. Las
cepas de Lactiplantibacillus plantarum LAB-CTA-18-3, LAB-CTA-18-6 LAB-CTA-18-
8, presentaron mayor tolerancia a las condiciones de estrés evaluadas, actividad
antifungica y capacidad de metabolizar el acido citrico. Se seleccion6 a Acetobacter
pasterianus AAB-CTA-18-3 por resistir condiciones de pH 4.0-5.0 y 50 °C.
Finalmente, se propone el uso de tres cultivos iniciadores mixtos conformados por
las levaduras S. cerevisiae Y-CTA-18-12y Y-CTA-18-14, P. kudriavzevii Y-CTA-18-
9 y Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16, BAL L. plantarum LAB-CTA-18-3, LAB-CTA-
18-8 y LAB-CTA-6, y la cepa de A. pasterianus AAB-CTA-18-3.
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ABSTRACT

Hernandez-Parada Natali. Maestria en Ciencias de Ingenieria Bioquimica. Unidad
de Investigacion y Desarrollo de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz.
June 2021. SELECCION DE LEVADURAS Y BACTERIAS AUTOCTONAS DE LA
FERMENTACION DE CACAO MEXICANO PARA LA FORMULACION DE
CULTIVOS INICIADORES. Advisors: Dra. Claudia Yuritzi Hernandez Figueroa and
Dra. Mirna Leonor Suarez Quiroz.

Fermentation of cocoa beans is an important postharvest stage in the cocoa chain,
involving a succession of yeasts, lactic acid bacteria (LAB), and acetic acid bacteria
(AAB), which impact their quality and safety. In recent years, indigenous
microorganisms from the process have been used as starter cultures, which must
be selected considering physiological, metabolic, and functional criteria. This study
aimed to select indigenous yeasts and bacteria for cocoa fermentation, considering
physiological (tolerance tests), functional and metabolic criteria to formulate starter
cultures that allow obtaining cocoa beans with homogeneous quality. For yeasts,
tests were carried out for physiological characterization (at different stress
conditions, ethanol: 4, 8, and 12 % v/v, lactic acid: 0.5, 1, and 2 % v/v, pH 3.0-5.0),
metabolic (pectinolytic activity) and functional (antifungal activity). For LAB, different
stresses were tested (ethanol: 6, 8, and 12 % v/v, fructose/glucose: 5, 15, and 30 %
p/v, and pH 3.0-5.0), as well as the citrate metabolism. For AAB, stress tests (40-50
°C, pH 4.0-6.0, 1, 2 and 4 % v/v lactic acid) were performed. The stress test
conditions were determined according to the same conditions as those found in
cocoa fermentation. It was found that only Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-14
showed pectinolytic activity, S. cerevisiae Y-CTA-18-12 tolerated 8 % v/v ethanol;
Pichia kudriavzevii Y-CTA-18-9 had higher tolerance to lactic acid and pH conditions
evaluated, and Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 showed tolerance to lactic acid and
presented fungistatic effect on the germination of toxigenic fungi of the genus
Aspergillus. The Lactiplantibacillus plantarum strains LAB-CTA-18-3, LAB-CTA-18-
6 LAB-CTA-18-8, showed greater tolerance to the stress conditions evaluated,
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antifungal activity, and ability to metabolize citric acid. The Acetobacter pasterianus
strain AAB-CTA-18-3 was selected to resist conditions of pH 4.0-5.0 and 50 °C.
Finally, we propose the use of three mixed starter cultures consisting of the yeasts
S. cerevisiae Y-CTA-18-12 and Y-CTA-18-14, P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 and
Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16, LAB L. plantarum LAB-CTA-18-3, LAB-CTA-18-
8, and LAB-CTA-6, and the A. pasterianus strain AAB-CTA-18-3.
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INTRODUCCION

La materia prima principal para la produccion de chocolate es el grano de
cacao, fruto del arbol Theobroma cacao L. (Beg et al., 2017). Entre las principales
regiones productoras de cacao se encuentran Africa del Oeste, América Central,
Sudamérica y Asia. Actualmente, México esta posicionado como el décimo tercero
productor mundial de cacao, Tabasco, Chiapas y Guerrero son los principales
estados productores de cacao (Cevallos-Cevallos ef al., 2018).

Comunmente, hay tres variedades genéticas de cacao: Forastero, Criollo y
Trinitario, aunque existe una cuarta variedad que crece en Ecuador, denominada
Nacional. Esta clasificacion se basa en el aspecto de la fruta, sin embargo, también
se pueden clasificar con respecto a sus atributos aromaticos, asi, la variedad
Forastero se conoce como cacao ordinario y las variedades Trinitario y Criollo como
cacao fino. La calidad de los granos de cacao varia por factores como su genotipo,
las condiciones agroclimaticas, y los cambios bioquimicos presentados durante las
etapas de postcosecha (Cevallos-Cevallos et al., 2018).

Antes de ser procesados, los granos de cacao deben pasar por una serie de
etapas postcosecha, las cuales comprenden la separacion del grano y la mazorca,
fermentacién, secado y almacenamiento (Beg et al., 2017). La fermentacién es una
de las etapas mas relevantes, en la cual se forman los precursores de sabor, color
y aroma caracteristicos de los granos de cacao. Esto depende de la actividad de
diferentes grupos microbianos en la pulpa mucilaginosa del grano. Durante este
proceso, la temperatura del grano incrementa y los productos de fermentacion
disminuyen la viabilidad microbiana, generando precursores de aroma y sabor, asi
como pardeamiento y reduccion del amargor y astringencia de los granos. Ademas,
también se genera acidez fija y volatil, que corresponden a los residuos de acido
lactico y acido acético, respectivamente, los cuales son indicadores del éxito de la
fermentacién y de la calidad del grano de cacao (Leal el at., 2008; Lima et al., 2011).



La fermentacién de cacao es un proceso espontaneo y sucesivo en el cual
se involucran una gran cantidad de microorganismos, inicialmente, el proceso es
dominado por levaduras, seguido por bacterias acido lacticas y acido acéticas
(Batista et al., 2015). Los géneros de levadura que forman parte de la microbiota
representativa de la fermentacion de cacao son Saccharomyces, Hanseniaspora y
Pichia. Saccharomyces cerevisiae es la especie mas reportada. Similarmente, se
han reportado dos especies de bacterias acido lacticas dominantes,
Lactiplantibacillus plantarum y Limosibacillus fermentum. Las bacterias acido
acéticas comunmente presentes son de la especie Acetobacter pasteurianus,
también se han reportado especies como Acetobacter aceti, Acetobacter ghanensis,
Acetobacter fabarum, Gluconobacter oxydans y Gluconobacter xylinus. Al final de
la fermentacion puede haber crecimiento de bacterias del género Bacillus y hongos
filamentosos, los cuales pueden afectar la calidad y sabor del cacao (Magalh&es da
Veiga Moreira et al., 2017).

Los metabolitos producidos por los microorganismos durante la fermentacion
son los que permiten que se lleven a cabo las reacciones bioquimicas de formacion
de precursores de sabor y aroma, razon por la cual el uso de cultivos iniciadores
compuestos de levaduras y bacterias pertenecientes a la microbiota representativa
de la fermentacion de cacao ayudara a obtener perfiles de aroma y sabor deseados
en los granos de cacao. Al formular correctamente un cultivo iniciador, se puede
controlar y mejorar los resultados de la fermentacion y, por ende, la calidad del
grano de cacao (Engeseth y Pangan, 2018). El objetivo de este trabajo es
seleccionar cultivos iniciadores a partir de cepas autoctonas de la microbiota
representativa de la fermentacion de cacao con el fin de obtener mejores

parametros sensoriales y de inocuidad.



1. ANTECEDENTES

1.1. Generalidades del cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es nativo de bosques humedos tropicales en

América, inicialmente fue domesticado y consumido por las civilizaciones Maya y

Azteca, quienes consideraban el cacao como alimento de dioses; a raiz de esto, el

cientifico sueco Linneo nombro al arbol Theobroma, cuyo significado es alimento de

los dioses. Cuando los europeos conquistaron América se encargaron de distribuir

la planta en diferentes regiones del mundo (Nair, 2010). Las condiciones requeridas

para el cultivo del arbol de cacao se presentan en la Tabla 1.1. El cacao debe crecer

en un clima calido y humedo, por lo general se interplanta con otros arboles debido

a su sensibilidad a la luz y al viento. Estos arboles de sombra comunmente son de

platano, caucho, palmas de aceite, y coco (Dircks, 2009; Ho et al.,2015).

TABLA 1.1.

Condiciones requeridas para el cultivo de arboles de cacao

Temperatura

Rango minimo: 18-21 °C
Rango maximo promedio: 30-35 °C

Lluvia

1500-2500 mm anualmente.
La irrigacion puede ser necesaria en caso de que durante dos meses
consecutivos la lluvia sea menos a 50 mm.

Humedad

100 % durante la noche.
70-80 % durante el dia.

Altitud

Generalmente menor a 300 m.
Puede ser mayor a 1300 m en regiones ecuatoriales.

Sombra

Las plantulas jévenes requieren 50 % de sombra.
En condiciones de sobre sombreado se reduce el rendimiento en
plantas maduras.

Viento

El cacao es sensible a vientos fuertes. Cortavientos e interplantar con
otros arboles previene la defoliacion.

Suelo

El cacao puede crecer en un rango diverso de suelos, sin embargo,
las caracteristicas deseadas son: suelo bien drenado; profundidad =
1.5m; relacion carbono/nitrégeno =9; no mas de 50 % de arena, 20 %
de lodo, o 40 % arcilla. Puede crecer en suelos mas pobres con
adicion de abono. pH neutral o ligeramente acido 5-7.5.

Elaboracion a partir de datos obtenidos de (Dircks, 2009; Fowler, 2009)




El arbol Theobroma cacao L. puede tener una altura de 5 a 8 metros y un
diametro de corona de 4 a 6 metros. La raiz es pivotante, su longitud y forma varian
segun la estructura, textura y consistencia del suelo. El tallo es erecto, y con 2 afos,
el crecimiento de la yema terminal se detiene con 1-1.5 metros de altura.
Posteriormente, aparecen las primeras coronas, compuestas por 3-5 ramas, que se

multiplican en otras ramas laterales (Souza et al., 2017).

Por lo general, los arboles de cacao tardan minimo tres afos en producir su
primer cultivo, y los rendimientos maximos de los cultivos se alcanzan de tres a
cinco afnos después. Ademas, la mayoria de arboles de cacao producen
rendimientos comercialmente aceptables hasta un rango de edad entre 25 y 30 afios
(Dircks, 2009).

FIGURA 1.1. Aspecto del arbol de Theobroma cacao L.

Las hojas del arbol de cacao son color verde oscuro y tienen una textura fina;
las flores aparecen en el tronco o en las ramas a partir de brotes que se desarrollan
en la yema axilar de las hojas y producen entre 20-50 frutas maduras por arbol, tal
como se muestra en la Figura 1.1. El arbol de cacao florece cada temporada, sin



embargo, en la region amazonica, tiene dos picos florales: uno menor que coincide
con el comienzo del periodo menos lluvioso y uno principal que se produce al final
de la estacion seca y al comienzo de la estacion lluviosa (Souza et al., 2017; Predan
et al., 2019). Las frutas maduras o vainas de cacao se desarrollan totalmente
después de cinco o seis meses, suelen tener entre 15-25 cm de largo y 7-10 cm de
ancho, ademas, dependiendo de la variedad de cacao tienen color verde, amarillo,
rojo y marrén. Por lo tanto, existe una variacion considerable en la forma, textura
superficial y color de las vainas dependiendo de la variedad de cacao (Fowler,
2009). Como se puede ver en la Figura 1.2, el fruto presenta un pericarpio carnoso
y grueso, un mesocarpio delgado y duro no muy lignificado, y un endocarpio carnoso
no muy grueso. Contiene de 30 a 45 semillas, cubiertas con una capa mucilaginosa
azucarada denominada pulpa. Generalmente, las vainas verdes cambian a

amarillas y de rojizas a naranja o amarillo en el periodo de maduracién (Nair, 2010).

FIGURA 1.2. Aspecto del fruto del arbol de cacao

La forma de los granos es aplanada, con variaciones de elipsoide a ovoide,
y el embrion de la pulpa mucilaginosa que rodea la semilla tiene dos cotiledones, un
embridn pequefo, una membrana delgada, los restos del endospermo y cascara
(Nair, 2010; Souza et al., 2017; Predan et al., 2019).

Existen cuatro variedades comunes de cacao, denominados Forastero,

Criollo, Trinitario y Nacional, cuyas propiedades varian dependiendo de su origen
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geografico y composicion quimica. La variedad Forastero presenta granos
pequefios y planos, comunmente amelonados con cotiledones violetas; esta
variedad muestra un sabor fuerte a chocolate basico y se clasifica como ordinario.
Las mazorcas de la variedad Criollo son de color amarillo o rojo, mientras sus granos
son alargados y redondos con cotiledones blanquecinos; esta variedad presenta
baja resistencia a los dafos por pestes y cambios climaticos, y tiene bajo
rendimiento. El cacao Criollo es altamente aromatico y desarrolla sabores suaves,
almendrados, terrosos, florales y sabor a té. La variedad Trinitario es un hibrido
entre las variedades Criollo y Forastero, tiene mas rendimiento y es menos
susceptible a enfermedades; esta variedad presenta caracteres fuertes de
chocolate basico y un sabor suave a vino. La variedad Nacional solamente se cultiva
en Ecuador, sus granos son morados y producen el sabor “Arriba” con notas
aromaticas, florales, picosas y verdes. Las variedades Criollo, Trinitario y Nacional
estan catalogadas como finas por las notas aromaticas y sabor que producen sus
granos (Vega y Kwik-Uribe, 2012; Aprotosoaie et al., 2016).

Los pasos para transformar las semillas en los productos finales consisten en
la cosecha del fruto maduro, seguido por el quiebre de mazorca, fermentacion,
secado, tostado y molienda. Estas etapas son importantes para asegurar la calidad
de los granos (Vasquez et al., 2019).

1.2. Produccién de cacao a nivel mundial y en Latinoamérica

La produccién mundial de cacao fue de 4,824 millones de toneladas en
promedio entre el 2019 y 2020. De este total, aproximadamente el 76 % lo produce
Africa, el 16 % América Latina y el 8 % restante corresponde a Asia (ICCO, 2020).
En la Figura 1.3. se muestran los paises con mayor produccion de cacao del mundo,
que son Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria, Camerun, Brasil, Ecuador y
Malasia (Gardea et al., 2017; Campos-Vega et al., 2018).



FIGURA 1.3. Paises productores de cacao.

En América Latina se produce en promedio 752,000 toneladas, de las
cuales Ecuador produce el 38 %, siendo el mayor productor latinoamericano,
seguido de Brasil (23 %), Peru (15 %), Republica Dominicana (10 %), Colombia (8
%)y México (4 %), el 6 % restante lo producen Bolivia, Panama y Costa Rica (ICCO,
2017).

ElI 80 % de la produccion mundial de cacao se concentra en el cacao variedad
Forastero, que se utiliza en la industria para elaborar pasta y derivados de chocolate
ordinario debido a su bajo aroma y sabor. El cacao Trinitario, que es clasificado
como aromatico, abarca el 19 % de la produccion global. Por su parte, el cacao
Criollo representa entre el 1 % de la produccion internacional y también se
caracteriza ser aromatico, razon por la cual es utilizado en la elaboracién de
chocolate de alta gama (Afoakwa et al., 2008; Aprotosoaie et al., 2016; Kongor et
al., 2016).

1.2.1. Produccion de cacao en México

La semilla de cacao es uno de los cultivos principales en el sureste de
México, y ha sido cultivado desde tiempos prehispanicos. En 2019, de acuerdo a



datos recopilados por la SIAP y la CEDRSSA, se produjeron en total
aproximadamente 28,213 mil toneladas de granos de cacao, situando a México
como el onceavo productor mundial. La produccion nacional es dominada por la
variedad Forastero con aproximadamente el 80 %. En la Figura 1.4 se presentan
los principales estados productores de cacao, Tabasco, Chiapas y Guerrero, zonas
en las que se encuentra una superficie con potencial para el cultivo, sin embargo,
en Veracruz y Nayarit existe un entorno idoneo que podria aprovecharse para su
cultivo. Tabasco es el mayor productor de cacao del pais, representa el 66.4 % de
la produccién nacional, su principal region productora es Chontalpa (SIAP, 2018).

México cuenta con tres variedades de cacao, Forastero, Trinitario y Criollo,
de este ultimo es deseable incrementar la produccion, dado que se cuenta con las
superficies agroforestales requeridas para su cultivo, ademas, segun el Comité
Sistema Producto Cacao Nacional A.C., el valor comercial del cacao Criollo alcanza
cifras 50 % mas altas con relacion al cacao de tipo Forastero. Esto, representa una
oportunidad para el crecimiento de la produccién de este tipo de cacao, que marca

tendencia en los mercados internacionales.

FIGURA 1.4. Principales estados productores de cacao en México (SIAP,2018)



1.3. Tratamientos postcosecha del cacao

Después ser cosechado, el cacao debe procesarse, debido a que los granos
frescos son amargos e inadecuados para la manufactura de productos derivados
del cacao dado que no tienen el sabor, aroma y gusto que los caracteriza (Caligiani
et al., 2015). Las etapas involucradas en este procesamiento son conocidas como
beneficiado o tratamientos postcosecha estas consisten en la cosecha,

fermentacion, secado, limpieza, seleccion y almacenamiento.

1.3.1. Cosecha

El arbol de Theobroma cacao tiene frutos después de tres afios y alcanza su
maxima produccion después de ocho a nueve afnos. Los frutos maduros se pueden
encontrar en los arboles de cacao durante todo el aino debido a que maduran
aproximadamente entre 5-6 meses después de la polinizacion, sin embargo,
algunos paises tienen dos temporadas de produccion altas por afio (Beg et al.,
2017). La cosecha, productividad y cultivo pueden afectarse por cambios en las
condiciones ambientales; la cosecha se realiza manualmente usando una
herramienta de acero de mango largo para obtener el fruto de los arboles (Beg et
al., 2017).

1.3.2. Quiebre de la mazorca

Una vez cosechados y recolectados, el fruto del arbol se abre para sacar los
granos de cacao, esto se realiza el dia que se dispondran los granos a la
fermentacion. La mazorca comunmente se abre golpeandola con un machete para

sacar los granos de cacao y ponerlos a fermentar.

1.3.3. Fermentacion del grano de cacao

Después de extraer las semillas con pulpa empieza la etapa de fermentacion.
El cacao de variedad Forastero tarda de cinco a siete dias en fermentarse, la
variedad Trinitario de cuatro a seis dias y la variedad Criollo requiere de un periodo
entre tres y cuatro dias (Lefeber et al., 2014) La composicidén de la pulpa es un buen

sustrato para el desarrollo de microorganismos; sin embargo, su cantidad vy
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componentes varian dependiendo de la especie de cacao, algunas especies tienen
pulpa con sabor dulce y agradable, mientras otras especies como el cacao Criollo
tienen la pulpa acida (Nigam y Singh, 2014; Sarbu y Csutak, 2019).

El objetivo principal de la fermentacion es causar la muerte del embrion del
grano y desarrollar precursores de sabor (Nigam y Singh, 2014; Figueroa-
Hernandez et al., 2019). Durante la fermentacion, el grano de cacao presenta una
serie de transformaciones que incluyen la degradacion de la pulpa por accion de las
cepas microbianas, la muerte del cotiledon como resultado de cambios en el pH y
en la temperatura, reduccion en la astringencia y la amargura debido a la pérdida
de flavonoides, y se presenta una transformacion de color debido a la formacién de
taninos y polifenoles oxidados. Estas transformaciones ocurren dentro y fuera del
grano de cacao, y conducen a la formacion de precursores de sabor (Sarbu y
Csutak, 2019).

En relacion con lo anterior, la fermentacion del cacao puede ser considerada
como una etapa clave en las caracteristicas del grano final, dado que para que se
generen los precursores de aroma, sabor y color en el grano son necesarias las
reacciones y transformaciones bioquimicas que suceden en el interior y exterior de
los granos debidas a actividad bioquimica de microorganismos presentes en el
proceso (Dircks, 2009; Caligiani et al., 2015).

1.3.3.1. Meétodos de fermentacion

Los métodos de fermentacion considerados como estandar son el método de
pila y en caja, y su duracion depende de la variedad de cacao. Los otros métodos
de fermentacion incluyen la fermentacion en cestas, bandejas, barriles,
fermentacidon en depresiones o huecos realizados en el suelo o en plataformas,

segun la region productora (Schwan y Wheals, 2004; Nigam y Singh, 2014).

1.3.3.1.1. Fermentacion en pilas

Este método consiste en disponer los granos de cacao en montones sobre
hojas de platano y cubrirlos con hojas iguales, al realizar correctamente este método
es posible obtener cacao con buena calidad, por lo cual la cantidad de granos
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dispuestos es un factor importante, segun la Organizacion Internacional de Cacao
(ICCO) una buena cantidad de granos para la fermentacidn en pilas esta
comprendida entre 25 y 2500 kg. Las hojas de platano se extienden sobre palos
para mantenerlas elevadas y facilitar el drenaje de los fluidos de fermentacion, que
finaliza dos dias después de disponer los granos en pilas (Figura 1.5). Por otro lado,
los granos de cacao son cubiertos con hojas de platano con el fin de conservar el
calor producido durante la fermentacion. El color de la pulpa cambia en la superficie
de la masa de granos, mientras que los granos mas internos mantienen su color
blanquecino, este cambio de color indica la produccion de acido acético a causa de
la aireacion, por esto es necesario que los granos sean mezclados durante la
fermentacion, mejorando la difusion de aire y causando la fermentacion acida en los

granos mas profundos de la pila (Nair, 2010; Nigam y Singh, 2014).

FIGURA 1.5. Fermentacion en pilas
Fuente: Anénimo. (2021). Beneficio del cacao. Métodos de fermentacion.
https://poscosechacacao.blogspot.com/2017/08/metodos-de-fermentacion.html

1.3.3.1.2. Fermentacion en cajas

Las cajas son fabricadas comunmente de madera (Figura 1.6), sin embargo,
también pueden estar hechas de concreto o de fibra de vidrio. La dimension
estandar de las cajas es de un metro de ancho, largo y alto, ademas, con ese
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tamafno pueden almacenar aproximadamente una tonelada de granos de cacao. De
manera ideal y para improvisar aislamiento, las cajas deberian ser construidas con
pared doble, con un espacio entre la pared interna y externa rellenado de aserrin o
bagazo de cafia de azucar. Las cajas tienen perforaciones en el fondo y en los lados
para permitir el drenaje de los fluidos de fermentacion y facilitar la aireacion. Es
importante que los granos sean mezclados en dias alternos transfiriendo los granos
de una caja a otra. Con el fin de hacer mas facil esta transferencia, la fermentacién
se puede llevar a cabo en unidades individuales o en filas de cajas dispuestas en
niveles, es decir, una caja mas elevada que la otra con una compuerta deslizante
para trasladar los granos del nivel superior al inferior. Los granos se aislan y
protegen con hojas de platano o un saco de yute en la parte superior de las cajas.
En la fermentacion en cajas, hay factores que generan grano sin calidad
relacionados con la distribucion desigual de la temperatura y del oxigeno a través
de la masa de fermentacion, esto puede causar la induccion de acidez en los granos

o el crecimiento de mohos (Nair, 2010; Nigam y Singh, 2014).

FIGURA 1.6. Fermentacion en cajas de madera
Fuente: Anénimo. (2021). Beneficio del cacao. Métodos de fermentacion.
https://poscosechacacao.blogspot.com/2017/08/metodos-de-fermentacion.html

1.3.3.1.3. Fermentacion en bandejas

Este método contrario al método de pilas y cajas produce una fermentacion
uniforme porque la aireacion se realiza sin necesidad de remover los granos de
cacao (Figura 1.7). Las bandejas son de madera y pueden contener alrededor de

45 kg de granos de cacao, ademas se disponen una encima de la otra en pilas que
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contienen de ocho a doce bandejas, esta acomodacion no causa la acumulacion de
fluidos dado que la bandeja del fondo se deja vacia para permitir el drenaje de los
mismos y para que el aire pueda circular de manera mas facil. Después del primer
dia, la pila de bandejas se cubre con hojas de platano o con sacos de yute para
conservar el calor producido durante la fermentacién. Con este método los granos
no son removidos y se requiere menos espacio para realizar la fermentacién (Nair,
2010; Nigam y Singh, 2014).

FIGURA 1.7. Fermentacion en bandejas
Fuente: Anénimo. (2021). Beneficio del cacao. Métodos de fermentacion.
https://poscosechacacao.blogspot.com/2017/08/metodos-de-fermentacion.html

1.3.3.1.4. Fermentacion en cestas

En este método, se requieren entre 30-40 kg de granos de cacao, aunque
algunas veces se pueden fermentar hasta 90 kg. Las cestas son tejidas con material
vegetal, no son herméticas, pero se forran con hojas de platano antes de disponer
los granos de cacao dentro de ellas con el fin de retener el calor durante el proceso.
La base de la canasta no se cubre con hojas para permitir el drenaje de los fluidos
producidos durante la fermentacion (Figura 1.8). La mezcla de los granos
contenidos en la canasta se realiza el segundo y cuarto dia de la fermentacion, y
puede realizarse pasando los granos de una canasta a otra o removiéndolos con un

utensilio de madera (Nigam y Singh, 2014).
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FIGURA 1.8. Fermentacion en cestas
Fuente: Anénimo. (2021). Beneficio del cacao. Métodos de fermentacion.
https://poscosechacacao.blogspot.com/2017/08/metodos-de-fermentacion.html

1.3.4. Secado del grano de cacao

Después de la fermentacion, los granos de cacao se secan para reducir el
contenido de humedad hasta 6 u 8 %, objetivo principal del secado, esto evita la
presencia de moho durante el almacenamiento y transporte del grano de cacao
(Nair, 2010; Kongor et al., 2016). Durante este proceso, la oxidacion bioquimica del
acido acético de los granos continua, mejorando el desarrollo de sabor (Engeseth y
Pangan, 2018). Ademas, las reacciones presentadas durante el secado disminuyen
las azucares en el grano debido a la participacion de reacciones de pardeamiento
no enzimatico para formar compuestos volatiles, dichas reacciones también causan
la disminucion de la concentracion de proteinas debido a su continua hidrdlisis y el
incremento de los acidos grasos libres causado por la accion enzimas presentes en
el grano. Como resultado de la pérdida de integridad del grano de cacao, se forman
compuestos de aroma y sabor, y ocurren cambios en la coloracion de los granos de
cacao (Engeseth y Pangan, 2018; Predan et al., 2019).

La velocidad de secado influye en la calidad final del grano, el proceso no
debe ser muy rapido dado que los granos tienden a retener una cantidad excesiva
de acido acético a causa del endurecimiento de su cascara evitando la difusion del
acido, lo cual perjudica el sabor del grano. Por otro lado, un secado muy lento
disminuye la acidez del grano, aumenta la posibilidad de presencia de mohos vy
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causa cambios de color indeseables. Los métodos de secado de cacao se dividen
de manera general en dos tipos, el secado solar y el secado artificial (Kongor et al.,
2016). Sin embargo, la técnica mas utilizada es el secado solar debido a su
capacidad para inducir un sabor a chocolate mas pronunciado, a su practicidad y
economia. Ademas, esta técnica no otorga ningun sabor extrafio como notas de
humo a los granos de cacao secos, que es una de las condiciones principales para
los granos de buena calidad (Predan et al., 2019).

1.3.5. Almacenamiento del grano de cacao

Después de procesados los granos de cacao, todas las impurezas deben ser
eliminadas, dejando solamente granos secos y sanos cuyas caracteristicas deben
ser color café oscuro o canela, quebradizos, con cascara facilmente desprendible,
forma de frijol y olor agradable a chocolate. Para la clasificacion del cacao se realiza
una prueba de corte que consiste en tomar una muestra de granos representativa y
partirlos de forma longitudinal con una guillotina de manera que se puedan observar
las caracteristicas de clasificacion. Los granos clasificados se empacan en sacos
de fique nuevos que deben estar secos y limpios (Nair, 2010; Sanchez Mafla, 2017).

Para su almacenamiento se debe cumplir la norma CAC/RCP 72-2013 del
Codex Alimentarius. Los costales de cacao se deben almacenar en estibas en un
lugar con techo, no deben tener contacto con el piso ni paredes, y el lugar de
almacenamiento debe tener buena ventilacion para mantener la humedad debajo
del 80 %, ademas el producto no se debe almacenar por mucho tiempo para evitar
el crecimiento de moho o la presencia de plagas. Una gran variedad de especies
animales, como ratas, aves, escarabajos y otros, pueden causar pérdidas de cacao
almacenado. Por otro lado, la pérdida de la calidad durante el transporte puede ser
minimizada mediante el uso de recipientes ventilados que estén limpios y libres de

contaminantes quimicos (Beg et al., 2017; Sanchez Mafla, 2017; Souza et al., 2017).

1.4. Microbiologia del proceso fermentativo

La fermentacion del cacao es llevada a cabo por una sucesion microbiana y

consiste de tres etapas principales. Los microorganismos son los responsables de
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metabolizar la pulpa que rodea los granos de cacao, su actividad causa la muerte
del grano y crea un ambiente que permite la formacion de los precursores de sabor
del cacao. El proceso fermentativo es dirigido por levaduras, las cuales dominan la
poblacion microbiana durante las primeras horas de la fermentacion, después de
las cuales la poblaciéon de levaduras es superada por las bacterias acido lacticas, al
cabo de 48 horas, éstas disminuyen su poblacion y empiezan a crecer bacterias
acido acéticas. Finalizando la fermentacién es posible que predominen bacterias
aerobias formadoras de esporas del género Bacillus y que crezcan hongos
filamentosos en la superficie del grano (Lima et al., 2011; Serra et al., 2019).

La fermentacion de los granos de cacao ocurre en dos etapas, la primera
etapa es anaerobica e involucra las levaduras y bacterias acido lacticas. La segunda
es realizada en condiciones aerobicas, y esta dominada por las bacterias acido
aceéticas (Moreira et al, 2013; De Vuyst y Weckx, 2016).

FIGURA 1.9. Comportamiento de los microorganismos durante la fermentacion
(Nigam y Singh, 2014)

En la Figura 1.9 se puede ver la dinamica poblacional de los microorganismos
durante la fermentacion de los granos de cacao. La primera etapa de la
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fermentacion se presenta durante el periodo de tiempo comprendido en 24 y 72
horas del proceso, esto depende de la variedad del cacao utilizado, dado que para
el cacao de tipo Criollo el tiempo de fermentacion es menor (Ardhana y Fleet, 2003;
Nigam, 2014). En las primeras horas, las levaduras convierten el azucar en alcohol
mediante la accion de pectinasas que degradan la pulpa del grano, incrementando
levemente la aireacion en los granos. Después, las bacterias acido lacticas se
vuelven dominantes entre las 48 y 72 horas, convirtiendo azucares y algunos acidos
organicos en acido lactico. Finalmente, en la fase aerdbica, las bacterias acido
acéticas son las responsables de convertir alcohol en acido acético mediante su
oxidacion. En esta fase, ocurre una reaccion fuertemente exotérmica que es la
principal responsable del aumento en temperatura que puede alcanzar 50 °C
(Fowler, 2009; Kadow et al., 2015; Gardea et al., 2017).

1.4.1. Levaduras

Las levaduras son los microorganismos dominantes en la fermentacion de
cacao, especialmente durante las primeras etapas del proceso, ademas, son
consideradas esenciales durante este proceso y en el desarrollo del sabor del
chocolate (Nigam y Singh, 2014).

La actividad mas importante de las levaduras es la produccion de etanol a
partir de carbohidratos, principalmente glucosa, produciendo diéxido de carbono y
una amplia gama de metabolitos secundarios, como alcoholes, acidos organicos,
ésteres, aldehidos, cetonas, compuestos azufrados y nitrogenados, estos
metabolitos pueden variar dependiendo de las especies de levaduras que
predominen el proceso. Los azucares son metabolizados por las células de las
levaduras mediante glucdlisis, la ruta de las pentosas fosfato, y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. La produccion de etanol se lleva a cabo bajo condiciones
anaerobicas, acidas y ricas en carbohidratos, ademas, también causa un aumento
en la temperatura que a valores entre 35 y 40 °C durante las 48 horas posteriores
al inicio de la fermentacion. Algunas levaduras pueden metabolizar acido citrico
causando una disminucioén en la acidez de los granos (Lagunes Galvez et al., 2007;
Lima et al., 2011; Nigam y Singh, 2014; llleghems et al., 2015; Sarbu y Csutak, 2019)
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Por otro lado, las levaduras pueden producir enzimas pectinoliticas, deseables
en la fermentacion de cacao, porque su secrecion reduce la viscosidad de la pulpa,
incrementando la disponibilidad de oxigeno al mezclar los granos y proporcionando
una fuente suplementaria de carbohidratos (Lima et al., 2011; llleghems et al., 2015;
Sarbu y Csutak, 2019). Las enzimas producidas por las levaduras son hidrolasas
como las endo- y exo-poligalacturonosidasas, sin embargo, las ultimas son las que
se producen generalmente por las cepas de levadura presentes en la fermentacion
de cacao (Sarbu y Csutak, 2019).

1.4.1.1. Diversidad de levaduras durante la fermentacion de cacao

Existe una diversidad de levaduras presentes durante la fermentacion, sin
embargo, los géneros que predominan el proceso son Saccharomyces,
Hanseniaspora, Pichia, Candida y Torolospura. La especie Hanseniaspora
generalmente inicia la fermentacién debido a su baja tolerancia al etanol y al calor,
buena tolerancia a ambientes acidos y no competitividad con las bacterias acido
lacticas creando condiciones necesarias para el crecimiento de la especies
Saccharomyces y Pichia, que pueden crecer en ambientes acidos, con etanol y
algunas son termoresistentes (Ho, Zhao, y Fleet, 2014; Nigam y Singh, 2014; Sarbu
y Csutak, 2019). Por otro lado, el tiempo de desarrollo individual de estas especies
dominantes durante la fermentacion puede variar debido a varios factores como la
geografia, las practicas de la fermentacidn y las propiedades del grano de cacao
utilizado (Nigam y Singh, 2014).

1.4.2. Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas estan presentes desde el inicio de la
fermentacion, sin embargo, las levaduras son dominantes. La actividad de las
levaduras se inhibe por la concentracion del alcohol, el incremento de pH y aumento
de la aireacion. Después de 48-96 horas, las condiciones se vuelven favorables
para las bacterias acido lacticas, las cuales dominan la poblacion microbiana en
este tiempo. Las bacterias acido lacticas convierten un amplio rango de azucares y
algunos acidos organicos en acido lactico, por lo cual contribuyen a la degradacién

de la pulpa, la acumulacidén de sabores, y la inhibicion de microorganismos de
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deterioro (Nigam y Singh, 2014; llleghems et al., 2016; Sarbu y Csutak, 2019). Los
productos del metabolismo de las bacterias acido lacticas son el acido lactico,
etanol, acido acético y otros acidos organicos como el glicerol, manitol, didxido de
carbono y volatiles (Lagunes Galvez et al., 2007; Lima et al., 2011; Nigam y Singh,
2014; llleghems et al., 2015; Romanens et al., 2019; Sarbu y Csutak, 2019)

Las bacterias acido lacticas heterofermentativas dominan la fermentacion,
utilizan glucosa mediante la ruta de las pentosas fosfato, sin embargo, este
metabolismo produce acido lactico con un rendimiento de 50 %. Las bacterias acido
lacticas homofermentativas usan glucosa mediante la glucdlisis para producir acido
lactico con un rendimiento mayor a 85 %. Las cepas heterofermentativas y
homofermentativas estan involucradas en la fermentacion de los granos de cacao,
pero la pulpa de cacao representa un sustrato ideal para las bacterias
heterofermentativas debido a la alta concentracion de fructosa y acido citrico. La
produccion de acidos disminuye el pH de la pulpa, sin embargo, esta disminucion
no es tan drastica durante los primeros dias de la fermentacion debido a que las
levaduras pueden asimilar el acido lactico y al consumo del acido citrico por las
bacterias acido lacticas mediante la ruta del oxalacetato. La actividad de las
levaduras y las bacterias acido lacticas reducen los azucares a niveles residuales
(Lagunes Galvez et al., 2007; Lima et al., 2011; Bortolini et al., 2016; Sarbu y Csutak,
2019).

Por otro lado, las bacterias acido lacticas también producen compuestos con
actividad antimicrobiana y antifungica, como acidos organicos (acido fenil lactico,
acido lactico, acido benzoico), peréxido de hidrogeno, derivados de acidos grasos
(acidos grasos hidroxilados), antioxidantes fendlicos y compuestos de origen
proteicos como la bacteriocina y péptidos antifungicos (Dalie et al., 2010; Crowley
et al., 2010; 2013a; Sadiq et al., 2019). Estas sustancias impactan en la actividad
de levaduras y otras bacterias, asi como la prevencion del crecimiento de hongos
toxigénicos en los granos durante el secado y almacenamiento (Fahrurrozi et al.,
2019; Ruggirello et al., 2019; Sarbu y Csutak, 2019).

19



1.4.2.1. Diversidad de bacterias acido lacticas durante la fermentacion de
cacao

Las bacterias acido lacticas comunmente involucradas en la fermentacion de
cacao incluyen especies pertenecientes al género Lactobacillus, Lactiplantibacillus,
Limosibacillus, Latilactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus vy
Weisella. Al comienzo de la fermentacion, se pueden encontrar especies como
Leuconostoc pseudomesenteroides, Fructobacillus pseudoficulneus, Fructobacillus
tropeaoli,  Liquorilactobacillus ~ cacaonum,  Limosibacillus  fermentum vy
Lactiplantibacillus plantarum. Sin embargo, las bacterias acido lacticas de la especie
Limosibacillus fermentum y Lactiplantibacillus plantarum son las predominantes

durante la fermentacion de cacao (De Vuyst y Weckx, 2016; Sarbu y Csutak, 2019).

1.4.3. Bacterias acido acéticas

El consumo de la pulpa de los granos causa un incremento en la temperatura
y aireacion en la masa fermentativa, esto, permite el crecimiento de las bacterias
acido acéticas que metabolizan el etanol y el acido lactico produciendo acido acético
mediante el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La disminucién del lactato presente
en los granos es importante dado que el acido lactico en altas concentraciones
disminuye la calidad sensorial de los granos de cacao beneficiados (Lefeber et al.,
2011; Lima et al., 2011; Bortolini et al., 2016; Sarbu y Csutak, 2019). Las bacterias
acido acéticas pueden estar en ambientes tanto neutréfilos como aciddfilos y su
metabolismo de produccion de acido acético es un proceso exotérmico que eleva la
temperatura de los granos de cacao por encima de 50 °C (Lefeber, et al., 2011; Ho,
2014).

El acido acético incrementa la acidez en los granos y al difundirse causa la
muerte de los cotiledones, lo que conlleva a la activacion de enzimas endogenas
del grano de cacao con actividad hidrolitica como las carboxipeptidasas,
endoproteasas y galactosidasas. Estas modificaciones bioquimicas en el interior del
grano conllevan a la sintesis de los precursores de color y sabor del cacao (Lagunes
Galvez et al., 2007; Dircks, 2009; Ho, 2014; Sarbu y Csutak, 2019).
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1.4.3.1. Diversidad de bacterias acido acéticas durante la fermentacion
de cacao

La especie Acetobacter pasteurianus es la mas prevalente de las bacterias
acido acéticas presentes durante la fermentacion de granos de cacao, posiblemente
por su capacidad de metabolizar etanol, manitol y acido lactico, ademas de
presentar termoresistencia. Por otro lado, los géneros Acetobacter vy
Gluconoacetobacter pueden estar presentes en el inicio de la fermentacién. Las
especies de Gluconoacetobacter son menos comunes y son indicativas de una
fermentacidn inadecuada porque oxidan glucosa a acido glucénico, y este azucar
no deberia estar disponible en esta etapa de la fermentacién. Ademas, el acido
gluconico puede permitir el crecimiento de otras levaduras al final de la
fermentacién, que podrian producir sabores desagradables (De Vuyst y Weckx,
2016).

1.4.4. Presencia de bacterias del género Bacillus

En el proceso de fermentacion de cacao las bacterias formadoras de esporas
del género Bacillus pueden proliferar, son microorganismos ubicuos en el ambiente,
aerobios y anaerobios facultativos, con diversidad metabdlica dado que pueden
utilizar una gran cantidad de fuentes de carbono y ademas proliferarse bajo
condiciones extremas. En las ultimas horas de la fermentacion, las mayores fuentes
de carbono para estas bacterias son los acidos organicos como el acido acético, el
acido lactico y el manitol. Sin embargo, la presencia de estas bacterias no es
deseada dado que producen un rango de compuestos volatiles durante la
fermentacidon que causan notas y sabores indeseables (Lima et al., 2011; Sarbu y
Csutak, 2019). Su crecimiento puede ser afectado por el etanol y por las
bacteriocinas producidas durante la fermentacion (Dircks, 2009).

1.4.5. Presencia de hongos filamentosos
Se ha reportado que los hongos filamentosos no tienen una funcion

importante durante la fermentacion del cacao, sin embargo, su presencia durante el

proceso se evidencia en la superficie, en las areas aireadas y frias de la masa
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fermentativa. Las especies fungicas asociadas al deterioro y contaminacién con
micotoxinas no estan presentes en la etapa de fermentacion, sino en el proceso de
secado. Las especies ocratoxigénicas comunmente aisladas son Aspergillus
carbonarius, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum, y Penicillium nordicum
(Dircks, 2009; Nigam y Singh, 2014; Sarbu y Csutak, 2019).

1.5. Transformacién fisicoquimica y bioquimica del grano de cacao

Los granos de cacao contienen un amplio rango de componentes, durante la
fermentacion varios de estos componentes se someten a cambios causados por la
actividad de microorganismos, ademas de reacciones enzimaticas y no enzimaticas
en los granos. La calidad y sabor de los granos de cacao dependen de los cambios
quimicos y bioquimicos que ocurren durante la fermentacién (Dircks, 2009). La
fermentacion se puede dividir en externa e interna; la fermentacion externa hace
referencia a la accion microbiana en la pulpa y a los metabolitos formados a partir
de esta, mientras que la fermentacion interna se refiere a las reacciones enzimaticas

y quimicas dentro de los cotiledones (Lima et al., 2011).

1.5.1. Cambios fisicos del grano de cacao

La pulpa de cacao esta fisicamente separada de la semilla por la testa, que
actua como barrera semipermeable al flujo de sustancias entre la semilla y la pulpa.
La testa es permeable a agua, etanol, acido acético y lactico, y a algunos
compuestos organicos volatiles, permitiendo que las sustancias producidas en la
pulpa por el crecimiento microbiano se difundan a la semilla. Esta barrera
incrementa su permeabilidad a medida que se produce la fermentacion, permitiendo
la difusion de polifenoles, péptidos, alcaloides, azucares y algunas proteinas a la
pulpa. Por otro lado, la testa actua para contener las sustancias que son liberadas
de las células de la semilla de cacao durante la fermentacion. Dentro de la semilla
hay separacién vacuolar de lipidos, polifenoles y proteinas, cuando el grano esta
fresco, las vacuolas tienen la funcion de conservar su contenido hasta la
germinacion de la semilla, mientras que, durante la fermentacién, estas estructuras
vacuolares sufren dafios permitiendo que sus componentes se difundan adentro del
grano e interaccionen (Dircks, 2009).
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1.5.2. Cambios quimicos y bioquimicos del grano de cacao

La pulpa del cacao es aproximadamente el 40 % del peso de los granos de
cacao frescos, contiene azucares, principalmente fructosa, glucosa y sacarosa; la
pulpa también contiene pequehas cantidades de aminoacidos, minerales, vitamina
C y acido citrico. Adicionalmente, la pulpa contiene pectina y otros polisacaridos que
generan su textura viscosa. Por otro lado, la semilla de cacao contiene agua, grasa,
proteinas, celulosa, almidon, pentosanos, sacarosa, polifenoles y acidos organicos
como el acido citrico, oxalico y malico, entre otros (Nielsen et al., 2007; Nigam y
Singh, 2014; Caligiani et al., 2016). En la Tabla 1.2 se muestra la concentracion

aproximada de la pulpa y de la semilla (Dircks, 2009).

TABLA 1.2. Composicion aproximada de los granos de cacao frescos (Dircks,2009)

Componente Concentraciéon promedio (% p/p)
Pulpa Semilla
Agua 80-85 35-45
Lipidos <0.5 45-55
Azucares 10-16 0.5-2
Polisacaridos 1.5-3 14-20
Pectina 4-7 2
Proteinas 0.6 1.5-1.7
Acidos orgénicos 1-3 0.3-0.9
Sales inorganicas 0.5-1 0.5-1
Polifenoles <0.1 7-10
Alcaloides <041 3-3.5

En los cotiledones, hay dos tipos importantes de células, en primer lugar, las
células de almacenamiento que contienen grasas y proteinas y, en segundo lugar,
las células de pigmento que contienen compuestos polifendlicos y metilxantinas
(Dircks, 2009; Rodriguez-Campos et al., 2012; Nigam y Singh, 2014).

Durante la fermentacion se llevan a cabo cambios quimicos y bioquimicos que
aumentan la temperatura de los granos, la permeabilidad celular y la difusion de
acidos y alcohol desde la pulpa a la semilla del grano causando la muerte del
embrion, lo cual desencadena la ruptura de las células de almacenamiento y de

pigmento en los cotiledones; esto permite que los componentes celulares de la
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semilla se mezclen resultando en reacciones bioquimicas y enzimaticas que
conllevan a la formacidén de los precursores de sabor y del color marrén tipico de los
granos de cacao bien fermentados (Fowler, 2009; Vega y Kwik-Uribe, 2012; Nigam
y Singh, 2014). En Figura 1.10 se esquematizan los cambios mas significativos

durante la fermentacién de cacao y la forma en que se relacionan entre ellos.

FIGURA 1.10. Cambios bioquimicos en los granos de cacao (Dircks, 2009)

De manera mas detallada, el proceso de fermentacidn ocasiona la protedlisis
inducida por acidificacion de las células que almacenan las proteinas en la semilla
del grano de cacao. Las proteinas son aproximadamente el 10-15 % de las semillas
de cacao secas, los compuestos mas abundantes después de los lipidos. El
contenido total de proteinas en los granos de cacao consiste en 52 % de albumina
y 43 % de globulinas como la vicilina. Los péptidos derivados de la vicilina son los
componentes principales a los precursores de aroma y sabor determinantes de la
calidad (Kumari et al.,, 2016; John et al., 2018). Las enzimas enddgenas,
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endopeptidasa (Serino endopeptidasa; EC 3.4.21, Endopeptidasa aspartica; EC
3.4.23) y carboxipeptidasa (Serina carbopeptidasa; EC 3.4.16), estan presentes
naturalmente en los granos de cacao durante la fermentacion y producen péptidos
y aminoacidos, que durante el secado y tostado en conjunto con los azucares
reductores mediante las reacciones de Maillard forman compuestos de aroma y
sabor en el grano de cacao, entre los cuales se encuentra la metilpirazina,
componente que brinda buen sabor al cacao y representa el 40 % de los
componentes aromaticos (Afoakwa et al., 2008; Jinap et al., 2008; Navia-Orcés y
Pazmifio-Piedra, 2012; Nigam y Singh, 2014; Rawel ef al., 2019).

Los polifenoles y taninos, principalmente flavonoides, leucocianinas,
catequinas y antocianinas son responsables del color, la astringencia y propiedades
antioxidantes del cacao. En la fermentacién, los niveles de algunos de los
polifenoles amargos y astringentes son reducidos debido a que se difunden en el
grano y son oxidados por la enzima polifenoloxidasa (1,2-benzenediol:oxigeno
oxirreductasa; EC 1.10.3.1) para producir taninos insolubles (Afoakwa et al., 2008;
Jinap et al., 2008; Dircks, 2009; Navia-Orcés y Pazmifo-Piedra, 2012; Nigam y
Singh, 2014; John et al., 2018; Racine et al., 2019). Las antocianinas principales
son la 3-B-D-galactosidil y 3-a-L-arabinosil cianidinas, estas dan el color purpura al
cacao de tipo Forastero, mientras que su ausencia en los granos de cacao criollo
causa el color blanco en ellos. Adicionalmente, las antocianinas son inestables y su
color es afectado por el pH, presentan color rojo a valores de pH bajos, a un pH 5
este color se desvanece, y se vuelve purpura a valores de pH entre 6-7. Este cambio
en la coloracion también puede ser causado por la formacidén de un complejo débil
con otra molécula de antocianina o por hidrélisis de las cianidinas y azucares
mediante la accidn de glucosidasas, como consecuencia el color de los cotiledones
puede volverse mas claro (Dircks, 2009; Nigam y Singh, 2014; Aprotosoaie et al.,
2016; Zhong et al., 2019). Por otro lado, las metilxantinas (teobromina y cafeina)
constituyen aproximadamente el total de alcaloides en los granos de cacao. La
teobromina es la mas abundante y la cafeina es encontrada en pequefias
cantidades. La presencia de estos compuestos causa el sabor amargo de los granos

y su nivel disminuye durante la fermentacion aproximadamente en un 30 % debido
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a la difusién entre los cotiledones (Tarka y Cornish, 1982; Rodriguez-Campos et al.,
2012; Bartella et al., 2019).

1.6. Cultivo iniciador

Un cultivo iniciador esta definido como una preparacion de microorganismos
que son utilizados para contribuir con el comienzo de la fermentacién, produciendo
cambios especificos en la composicidn quimica y las propiedades sensoriales del
sustrato para obtener un producto mas homogéneo (Medina-Pradas, Pe, y Noe,
2017). La adicion selectiva del cultivo iniciador a un proceso fermentativo permite
un mejor control y reduce el riesgo de fallas durante el mismo, ademas de que
aumenta la estabilidad, el perfil sensorial y la inocuidad del producto final (Viesser
et al., 2020). El mercado de los alimentos fermentados se encuentra en continuo
crecimiento y por ello requiere tener una mayor diversificacion de productos. Por
esta razon, en los ultimos afos se ha incrementado el numero de publicaciones
cientificas relacionadas con el estudio de la seleccidn de nuevas cepas microbianas
con varias propiedades funcionales especificas. Ademas, en estudios mas recientes
se ha estudiado la complejidad del metabolismo microbiano en la produccion de
moléculas especificas, como enzimas, compuestos aromaticos, compuestos
antimicrobianos o antifungicos y polisacaridos, los cuales pueden tener un impacto
positivo en la calidad nutricional y sensorial del alimento fermentado (Viesser et al.,
2020).

La seleccidn de microorganismos para la formulacién de cultivos iniciadores
para la produccion de alimentos y bebidas fermentadas involucra una serie de
etapas sistematicas, como las que se observan en la Figura 1.11. Por lo general, el
gran numero de cepas microbianas hace que se requiera aplicar pruebas
secuenciales para reducir de forma progresiva el numero posible de candidatos,
entre las cuales destacan: i) la determinacién de la tolerancia al estrés, ii) produccién
de metabolitos de interés (enzimas, compuestos aromaticos, etc) y iii) la evaluacion
de los parametros tecnologicos. Al final de este procedimiento, se seleccionan las
cepas que presentan el mayor numero de propiedades funcionales y, que, al mismo

tiempo, no presentan algun tipo de caracteristicas no deseables (Pereira et al.,
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2019). En la elaboracion de alimentos fermentados estan involucrados tres tipos de
fermentaciones: alcohdlica, lactica, y acética (Steinkraus, 2002). Estas
fermentaciones pueden llevarse a cabo simultaneamente en algunas matrices
alimentarias, como los granos de cacao para la elaboracién del chocolate (Schwan
y Wheals, 2004; Lima et al., 2011; Batista et al., 2015; Ho et al., 2015; De Vuyst y
Weckx, 2016; Pereira et al., 2016;).

Pruebas de tolerancia al estrés

Produccién de metabolitos de interés

Propiedades tecno-funcionales

FIGURA 1.11. Esquema de etapas de la formulacién de un cultivo iniciador (Pereira et
al., 2019)

Cultivos iniciadores para la fermentacioén del cacao

El proceso de fermentacién de cacao es un proceso espontaneo llevado a
cabo por una gran cantidad de microorganismos autoctonos, sin embargo, el uso de
bacterias y levaduras como cultivo iniciador tiene un papel importante para el control
en la produccién de alimentos fermentados, por lo cual se ha establecido como una
estrategia viable para dirigir la fermentacién de cacao. Al usar un cultivo iniciador
apropiado, la fermentacién se puede dirigir y controlar, lo cual influye en la rapidez
del proceso y en la calidad del cacao obtenido. Por esta razén la inoculacion de la
fermentacioén con distintos consorcios microbianos puede conducir al perfil de aroma
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y sabor que se desea en los granos de cacao siempre y cuando el consorcio sea
formulado a partir de microorganismos de la microbiota central de la fermentacion

de cacao (Engeseth y Pangan, 2018).

Entre los microorganismos con mas presencia en las fermentaciones de
cacao en diversas partes del mundo se tienen las levaduras de las especies,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia kluyveri, Pichia kudriavzevii, Kluyveromyces
marxianus y Torulaspora delbrueckii, Estas levaduras han sido utilizadas como
cultivos iniciadores para el proceso de fermentacion del grano de cacao. De forma
similar, las bacterias acido lacticas (BAL) con mas prevalencia en la fermentacion
de cacao son Limosilactobacillus fermentum y Lactiplantibacillus plantarum y en el
caso de las bacterias acido acéticas (BAA) se encuentra mayoritariamente
Acetobacter pasterianus, las cuales también han sido empleadas para la
formulacion del cultivos iniciadores (Schwan y Wheals, 2004; Crafack et al., 2013,
2014).

1.6.1. Selecciéon de microorganismos para formular un cultivo iniciador

para la fermentacién de cacao

El uso de cultivos iniciadores ha mostrado que se pueden obtener granos de
cacao con calidad aromatica, sin embargo, los parametros cinéticos y la tolerancia
a estrés de las cepas microbianas son factores importantes para que un cultivo
pueda llevar a cabo el proceso fermentativo del cacao. La seleccion de cepas se
realiza respeto a las condiciones presentadas durante la fermentacion de cacao, por
lo cual las cepas se deben adaptar al ambiente. Para conocer las cepas que se
adaptan es necesario realizar una evaluacion de los parametros de crecimiento, y
de la capacidad que tienen las cepas para soportar diferentes variaciones en el pH,
la temperatura y las concentraciones de etanol, acido lactico, acido acético, glucosa
y fructosa (Pereira et al., 2012). Se han realizado estudios en los que se identifican
las cepas que pueden ser seleccionadas para un cultivo iniciador potenciales por su
habilidad de resistir a las condiciones fisicoquimicas ademas producir las enzimas
necesarias para la fermentacion de cacao (Vinicius et al., 2012; Visintin et al., 2016;
Koffi et al., 2018). Ademas, las cepas también pueden seleccionarse por su
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actividad antifungica, tal como lo reporta Romanens et al. (2019) quieres
seleccionaron cepas de levaduras y bacterias acido lacticas para un co-cultivo
antifungico para la fermentacion de cacao; en su estudio seleccionaron las cepas
que permitieron la inhibicion de crecimiento de hongos filamentosos y crecieron a
las condiciones de estrés a las que estan expuestas durante la fermentacion de

cacao.

1.6.2. Criterios de los microorganismos para formar un cultivo iniciador

para la fermentacién del cacao

Para lograr una correcta selecciéon de los microorganismos autoctonos del
proceso de fermentacion de cacao que formaran parte del cultivo iniciador es
necesario tomar en cuenta las caracteristicas fisiolégicas y metabdlicas de los

microorganismos.

En el caso de las levaduras, existe una gran diversidad, sin embargo, se ha
visto que el uso de cultivos iniciadores conformados por las cepas de levaduras
autoctonas del proceso como Saccharomyces, Pichia y Hanseniaspora tienen un
marcado efecto en la eficiencia de la fermentacion y la calidad del grano fermentado,
debido a entre otras cosas a la produccion de compuestos aromaticos, la alta tasa
de crecimiento y su actividad pectinolitica (Meersman et al., 2013; Ho, 2014; De
Vuyst y Weckx, 2016; Figueroa-Hernandez et al., 2019). Las cepas de S. cerevisiae,
ademas de ser predominantes, han presentado caracteristicas como la produccion
y tolerancia al etanol, a ambientes acidos, asi como termoresistencia. Por su parte,
algunas cepas de P. kudriavzevii producen compuestos volatiles aromaticos como
etanol, acetaldehido, acetato de etilo, butanodiona, acetato de butilo, y acetato de
hexilo, compuestos que contribuyen como precursores de sabor del chocolate.
También, se ha encontrado que estas cepas tienen la habilidad de soportar
condiciones de estrés a altas temperaturas y concentraciones de etanol, y tienen la
habilidad de metabolizar el acido citrico presente en la pulpa (Pereira et al., 2017;
Delgado-Ospina et al., 2020).

Tomando en cuenta algunos de estos criterios (produccion de acidos

organicos, tolerancia al calor y al etanol, asi como consumo de citrato), se ha
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demostrado que las bacterias acido-lacticas L. fermentum y L. plantarum son
candidatos idoneos para formar parte de consorcios microbianos para el proceso de
cacao (Camu et al., 2007; Lefeber et al., 2010; Lefeber et al., 2011; Adler et al.,
2013; Moens, Lefeber, Vuyst, et al., 2014; Cempaka et al., 2014; Figueroa-
Hernandez et al., 2019; Viesser et al., 2020). Las caracteristicas que hacen a L.
fermentum un buen candidato para formar parte de los consorcios es la capacidad
de utilizar la fructosa como fuente de carbono, de metabolizar el citrato, la
produccion de manitol, ademas de presentar una alta tolerancia a estrés térmico y
de pH (Camu et al., 2007; Lefeber et al., 2010; Lefeber et al., 2011; Adler et al.,
2013; De Vuyst y Weckx, 2016; Figueroa-Hernandez et al., 2019). Respecto a L.
plantarum, se ha reportado que cepas aisladas de la fermentacion de cacao en
Brasil tienen la capacidad de crecer mas rapidamente en presencia de fructosa que
en presencia de glucosa, sin ningun aceptor de electrones externo, por esta razén,
estas cepas fueron clasificadas como bacterias fructofilicas facultativas, cuyo
crecimiento es limitado por la glucosa y favorecido por la fructosa. Ademas, de que
una de las cepas identificada como L. plantarum LPBF 35 produce algunos
compuestos aromaticos como acetaldehido, acetato de etilo, nonanal y acido
octanoico, los cuales producen una mayor diversidad aromatica en el cacao
fermentado cuando es utilizado como cultivo iniciador. Por otro lado, esta cepa de
L. plantarum también mostroé tener una buena capacidad de metabolizar el acido
citrico con la consecuente produccion de acido lactico lo cual genera nuevas
perspectivas para su uso como cultivo iniciador (Viesser et al., 2020). En el caso de
las bacterias acido acéticas, A. pasteurianus, es autoctona del proceso y tiene la
capacidad de oxidar etanol, manitol y acido lactico ademas de mostrar una alta
tolerancia al estrés térmico. Otra cepa de bacteria acido acética es Acetobacter
tropicalis, estas tienen la capacidad de oxidar etanol y acido lactico, producir acido
acético y tolerar ambientes acidos, el etanol, el acido acético y ser termoresistentes
(Pereira et al., 2016).

Por estas razones, se considera que un consorcio microbiano adecuado para
dirigir el proceso de fermentacion del cacao debe de estar compuesto por al menos

una cepa de levadura, una bacteria acido lactica y una bacteria acido acética,
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teniendo en consideracion que se debe seleccionar una bacteria acido lactica que
no tenga una alta tasa de produccion de acido lactico, para que la acumulacion de
este metabolito no impacte negativamente la calidad del grano de cacao.

1.6.2.1. Actividad pectinolitica

Entre los criterios para seleccionar los microorganismos que forman parte de
un cultivo iniciador en la fermentacidon de cacao se tiene la actividad pectinolitica.
Las levaduras son las responsables de degradar la pulpa mucilaginosa del cacao
durante la fermentacién y de reducir su viscosidad, esto facilita la aireacion de la
masa fermentativa y permite el crecimiento de las bacterias (Crafack et al., 2013;
Koffi et al., 2018). Las enzimas pectinoliticas de las levaduras son las encargadas
de la degradacion de la pectina en la pulpa de cacao (4-7 %), que es una cadena
lineal de acido poligalacturonico unidas por enlaces glucosidicos a-1,4 (Haile y
Kang, 2019; Samagaci et al., 2014). Las pectinasas tienen tres actividades
enzimaticas que actuan sinérgicamente: la principal es la poligalacturonasa (Endo-
poligalacturonasa; EC 3.2.1.15), que se encarga de cortar la cadena de acido
galacturdnico de la pectina, solubilizando completamente la pectina. Debido a que
la poligalacturonasa solamente puede actuar sobre las funciones carboxilicas libres
de las unidades de galacturdnico, cuando las moléculas estan esterificadas, es
necesaria la accion de la pectin metil esterasa (Pectinesterasa; EC 3.1.1.11). Por
ultimo, la pectin liasa (Pectin liasa; EC 4.2.2.10) escinde la pectina en trozos mas
pequefios, acelerando el proceso de degradacion (Rodriguez Gamez y Serrat Diaz,
2008). En la Figura 1.12, se observa el esquema de la accion de estas tres enzimas.

FIGURA 1.12. Accién de las pectinasas
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1.6.2.2. Metabolismo de acido citrico

Para las bacterias acido lacticas, el consumo de acido citrico es un factor
clave en su adaptacion al ambiente de crecimiento presentado en la fermentacién
de cacao. El pH afecta el comportamiento y el metabolismo de los microorganismos
que fermentan el cacao. El acido citrico impacta con un pH inicial en la pulpa del
cacao, con valores entre 3-3.5, que favorece el crecimiento de las levaduras en
condiciones anaerobicas. La difusion del acido dentro y fuera de los granos modula
el pH, el cual afecta las enzimas proteasas e invertasas que influyen en la
produccion de aminoacidos, péptidos y azucares reductores (Koffi et al., 2018). Es
necesario un incremento en el pH de la masa fermentativa para el crecimiento de
las bacterias acido acéticas, y para que se desencadenen las reacciones
bioquimicas; dicho incremento es fomentado por las bacterias acido lacticas que
degradan y consumen el acido citrico mediante la ruta del oxalacetato.

FIGURA 1.13. Rutas de metabolismo de citrato por las BAL de la fermentacion de
cacao (Ouattara et al., 2016)
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Para que el citrato sea metabolizado es necesaria la accion de la enzima
citrato liasa (Citrato-liasa; EC 4.1.3.6), que cataliza el acido en oxalato y acetato; la
secrecion de esta enzima es inducida por la presencia del sustrato y su accién
desaparece después del consumo del acido en el medio. Las BAL que producen
esta enzima son de interés para la fermentacion de cacao, ademas dependiendo de
la cepa bacteriana pueden metabolizar el acido citrico para producir acido succinico,
acetoina, acetaldehido o acido lactico (Figura 1.13). El acido succinico es
débilmente volatil, por ende, afecta la calidad del grano y es de poco interés en la
fermentacidon de cacao. Por otro lado, la acetoina indica que el consumo de citrato
es optimo para la fermentacion de cacao, dado que este compuesto da sabor a

mantequilla.

1.6.3. Uso de los cultivos iniciadores en la fermentacion de cacao

En 1998, Schwan realiz6 el primer estudio del comportamiento de un cultivo
iniciador mixto compuesto por levaduras, bacterias acido lacticas y acido acéticas,
en este estudio se demostré que los perfiles de fermentacion utilizando cultivos
iniciadores fueron similares a la fermentacion natural respecto a la velocidad,
sucesion microbiana y el rendimiento de metabolitos, ademas de que la calidad de
los productos finales obtenidos fue similar, indicando que las especies utilizadas
fueron suficientes para imitar la fermentacion natural. Ademas, se observé mayor
estabilidad microbiolégica respecto a la fermentacion espontanea, dado que no hay
contaminacion natural con otros microorganismos. A partir de este trabajo, sobre
todo en la ultima década, se han estudiado y utilizado varias cepas microbianas
autéctonas como cultivos iniciadores para este proceso de fermentacidén. Los
microorganismos utilizados para la inoculacion de este proceso pueden estar
conformados por una sola levadura o bacteria, pero pueden ser consorcios de

microorganismos.

Por otro lado, Leal et al. (2008) evaluaron la capacidad de una cepa hibrida
de K. marxianus como cultivo iniciador, y en sus resultados encontraron que el
chocolate producido con esta cepa fue mas aceptado por los jueces sensoriales en
comparacion con los chocolates obtenidos de un proceso de fermentacion
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espontanea. Un estudio similar mostré que un cultivo iniciador mixto compuesto por
las especies P. kluyveri (aromatica), K. marxianus (pectinolitica), L. fermentum L18
y A. pasteurianus A149, aparentemente tiene un efecto positivo en el perfil de sabor
en comparacion con los cultivos espontaneos, dado que presentan notas mas altas
de descriptores sensoriales como dulzura, frutal y aroma de cacao (Crafack et al.,
2013; Figueroa-Hernandez et al., 2019). Sandhya et al. (2016) inocularon con
diferentes porcentajes (10-60 %) un consorcio definido por S. cerevisiae, L.
plantarum y A. aceti, y compararon los resultados obtenidos respecto a una
fermentacion natural, sus resultados mostraron que el perfil sensorial con inéculo
del 10 % tuvo notas de 8.5 en la escala heddnica ademas de reducir el tiempo de
fermentacion a tres dias, mientras que con las porcentajes de in6culo de 30 a 60 %
la fermentacion fue indeseable resultado en una disminucion de la calidad de los
granos de cacao. Magalhdes da Veiga Moreira et al. (2017), estudiaron el efecto de
un cultivo iniciador de la fermentacion de cacao en las caracteristicas del sabor del
chocolate, encontrando que ademas, de que se acelero el proceso de fermentacion,
los compuestos volatiles producidos fueron diferentes a las obtenidas con la
fermentacidn espontanea, encontrandose descriptores relacionados con amargura,
dulzura y de cacao mas marcadas en los chocolates producidos con la fermentacién

inoculada con el cultivo iniciador.

1.7. Calidad del grano de cacao beneficiado

1.7.1. Indicadores de calidad del cacao

El grano de cacao es aceptado comercialmente debido a su aroma, el cual
también determina su calidad. La calidad de aroma del cacao no solamente es
resultado del genotipo y origen geografico de la planta, sino también depende de
los tratamientos postcosecha, especialmente de la fermentacion y el tostado, los
granos bien fermentados tienen alta concentracion de aminoacidos libres y ausencia
de sacarosa. El aroma es formado por los compuestos volatiles que son percibidos
por los receptores de olor del tejido olfatorio de la cavidad nasal, estos compuestos
se forman durante el tostado del grano a partir de las moléculas precursoras de

aroma generadas durante la fermentacion. Los precursores formados en cantidades
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y proporciones adecuadas son esenciales para la produccion optima de compuestos
volatiles en el tostado (Voigt et al., 2016; Alvarez Robledo, 2018; Castro-Alayo et
al., 2019).

Por otro lado, los aromas basicos de los granos de cacao incluyen notas de
chocolate agradables y equilibradas, estas notas basicas son atribuidas a la 2,3,5,6-
tetrametilpirazina y a la 2,3,5-trimetilpirazina. Ademas de las pirazinas, los aldehidos
también contribuyen en el aroma del cacao. Los compuestos aromaticos tipicos se
desarrollan durante el tostado a partir de los precursores de aroma mediante la
reaccion de Maillard entre azucares reductores y péptidos, ademas también se
producen compuestos intermedios como furanos, aldehidos, cetonas y otros
compuestos volatiles influenciando el perfil de aroma del cacao. Los péptidos vy
aminoacidos hidrofobicos libres como leucina, alanina, fenilalanina y tirosina son
precursores que se desarrollan durante la fermentacién mediante la protedlisis de
vicilina y contribuyen a la formaciéon de aromas del cacao por su reaccién con
fructosa y glucosa durante el tostado. Sin embargo, no existe una correlacion
cuantitativa entre la cantidad de precursores y los compuestos aromaticos
formados. En cuanto a los aldehidos de degradacion de Strecker como el 3-
metilbutanal y fenilacetaldehido, son derivados de la valina, leucina, isoleucina y
fenilalanina (Tran et al., 2015; Castro-Alayo et al., 2019).

1.7.2. Indicadores de inocuidad

El crecimiento de hongos filamentosos puede provocar el deterioro del grano
de cacao al producir sabores desagradables que afectan la calidad del grano, por lo
cual su presencia en el cacao es indeseable, y se asocia a la formacion de sabores
desagradables, deterioro y acumulacion de micotoxinas. Varios hongos,
especialmente las especies del género Aspergillus y Penicillium producen
micotoxinas que pueden causar intoxicacion aguda o cronica, y dafios a los
humanos después de la ingesta de alimentos contaminados. Entre las micotoxinas,
las aflatoxinas y ocratoxinas son de especial interés dada su alta incidencia y
toxicidad (Sanchez-Hervas et al.,2008; Copetti et al., 2014).
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Las aflatoxinas representan el grupo mas estudiado de las micotoxinas, las especies
aflatoxigénicas es alta en paises tropicales, por lo cual su ocurrencia en los granos
de cacao es amplia. Debido a sus propiedades hepatotdxicas, teratogénicas,
mutagénicas y carcinogénicas, varios paises han impartido regulaciones con el
objetivo de minimizar la exposicion de los humanos a las aflatoxinas (lamanaka et
al., 2011; Copetti et al., 2014). Por otro lado, las ocratoxinas tienen propiedades
nefrotoxicas, immunotdxicas, teratogénicas y carcinogénicas, han sido asociadas
con la nefropatia endémica balcanica y el desarrollo de tumores en el tracto urinario,
ademas esta clasificada por la Agencia Internacional de Investigaciones en Cancer
(IARC) como carcinogénico para humanos, con categoria 2B. La ocratoxina, es un
metabolito producido principalmente por hongos filamentosos de las especies
Aspergillus carbonarius, Aspegillus niger, Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus
steynii y Aspergillus ochraceus, que crecen cuando la actividad de agua es mayor
a 0.85 (Bonvehi, 2004; Mounjouenpou et al., 2008; Sanchez-Hervas et al., 2008;
Pires et al., 2019).

1.8. Antecedentes de investigacion del grupo de Tecnologia de Alimentos

En el grupo de investigacion de Tecnologia de Alimentos de la Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA) se han realizado diversos estudios
en las diferentes etapas de beneficio del cacao, entre los cuales destacan los
estudios sobre la incidencia de hongos toxigénicos durante las etapas de
fermentacion, secado y almacenamiento; estudios sobre la capacidad antifungica
de las bacterias acido lacticas autéctonas de la fermentacion de cacao y finalmente
estudios acerca la formulacion de cultivos iniciadores con microorganismos

autoctonos de la fermentacion del cacao.

Hernandez-Medina, (2018), estudio la diversidad de hongos toxigénicos en
las diferentes vias de procesamiento de cacao y correlacion6 su impacto sobre la
calidad sanitaria del mismo. Se aislaron hongos toxigénicos de las diferentes etapas
del beneficiamiento del cacao y se probo su capacidad de producir micotoxinas. A
partir de muestras contaminadas con micotoxinas se estudio la diversidad de

hongos toxigénicos, mediante PCR — DGGE y se identificaron las etapas del
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proceso que favorecen la pérdida de inocuidad del grano. Se demostrd que durante
la fermentacion del grano de cacao no existe incidencia de hongos toxigénicos. Sin
embargo, el secado por zarandas protegidas y por samoas favorecen el desarrollo
de cepas toxigénicas y la produccion de OTA y AFLA. Ademas, se encontro que los
granos almacenados en sacos de yute presentaron contaminacion por hongos
toxigénicos. Este estudio permitio identificar las etapas de proceso en las cuales se
favorece el desarrollo de hongos toxigénicos y contaminacion del grano de cacao
con Aflatoxinas y OTA, permitiendo establecer medidas de control para evitar su

formacion.

Cervantes-llizaliturri, (2020), aisl6 y caracterizd bacterias acido lacticas
aisladas del cacao con capacidad antifungica, y obtuvo cuatro cepas de
Lactobacillus plantarum; una de Lactobacillus fermentum; dos de Lactobacillus
brevis y una de Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris del proceso de
fermentacion del grano de cacao. Se encontrd que los extractos libres de células de
las BAL mostraron tener un efecto inhibitorio y que A. ochraceus mostré una mayor
susceptibilidad a los extractos libres de células de las BAL, con un efecto inhibitorio
cercano al 90%. También, se tuvo que la cepa de Lb. plantarum LAB-CTA-18-3
mostro un mayor potencial antifungico sobre el crecimiento de los hongos
evaluados. Concluyéndose que la cepa Lb. plantarum LAB-CTA-18-3 tiene potencial
para ser utilizada como biocontrol en la cadena productiva del cacao.

En 2021, Huerta-Conde et al., aislaron microorganismos autoctonos para
formular un indculo definido para la fermentacién de cacao en pequeha escala. Se
aislaron cepas de levaduras, entre las cuales se encontraron levaduras del género
Candida, Rhodotorula, Saccharomyces y Yarrowia), BAL, pertenecientes a los
géneros Lactobacillus y Lactococcus y BAA de los géneros Acetobacter y
Gluconobacter. Las fermentaciones del cacao fueron inoculadas con un indculo
conformado por Yarrowia lipolytica, Lactococcus lactis y Acetobacter aceti, variando
solamente la forma de inoculacién (mixta o sucesion microbiana), y fueron
comparadas con una fermentacién espontanea. Se observd que la fermentacion

conducida por un inéculo agregado en forma sucesiva presenté un comportamiento
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similar al proceso espontaneo, obteniéndose granos de cacao bien fermentados con

calidad homogénea e inocuos.
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2. JUSTIFICACION

Durante la fermentacion de cacao ocurren cambios fisicos, quimicos y
bioquimicos en el grano de cacao que conducen a la formacién de precursores de
aroma y sabor. Los microorganismos comunmente presentes durante la
fermentacidon son las levaduras, bacterias acido lacticas y acido acéticas, y sus
metabolitos pueden afectar positiva o negativamente el producto final y su calidad.
Ademas, la presencia de las bacterias acido acéticas y lacticas ejerce un efecto de

biocontrol.

Los cultivos iniciadores mixtos han sido estudiados durante las ultimas décadas,
dado que son potenciales candidatos para mejorar los resultados de la fermentacion
respecto a los indicadores de calidad, inocuidad y los analisis sensoriales. Sin
embargo, aun no se reportan estudios de seleccion de microorganismos autdctonos
de la fermentacion de cacao en la region de Tabasco para formular cultivos
iniciadores, por esta razén, en este estudio se pretende seleccionar las cepas de

acuerdo con su tolerancia al estrés y su caracterizacién metabdlica.
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3. HIPOTESIS

Es posible generar una propuesta de cultivo iniciador adecuado para la fermentacion
el cacao mediante pruebas de seleccidon fisiologica (pruebas a diferentes
condiciones de estrés y actividad pectinolitica) y funcional (actividad antifungica y
consumo de acido citrico) del cepario de microorganismos aislados de la

fermentacion de cacao por el grupo de Tecnologia de Alimentos de la UNIDA.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Seleccionar levaduras y bacterias autoctonas de la fermentacion de cacao
considerando criterios fisioldgicos, funcionales y metabdlicos con el objetivo de
formular un cultivo iniciador que permita obtener a posteriori granos de cacao con

calidad homogénea.

4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar bioquimica, fisiologica y metabdlicamente las levaduras
aisladas del proceso de fermentacién del cacao para analizar su potencial

para formar parte de un cultivo iniciador.

e Seleccionar las bacterias acido lacticas aisladas previamente con respecto
a su caracterizacion fisiologica, metabdlica y funcional para ser incluidas

en un cultivo iniciador.

e Caracterizar fisiologicamente las bacterias acido acéticas aisladas
previamente para ser seleccionadas en la formulacién de un cultivo

iniciador.
e Plantear cultivos iniciadores mixtos para la fermentacion de cacao

compuestos por levaduras, bacterias acido lacticas y bacterias acido

acéticas considerando su caracterizacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. MATERIALES
5.1.1. Microorganismos

Se utilizaron cepas microbianas autéctonas aisladas del proceso de
fermentacién de cacao criollo. El proceso fermentativo del cual se aislaron y
caracterizaron bioquimicamente las cepas de levaduras fue realizado en las
instalaciones de la empresa “Agroindustriales Serranas S.A de C.V” ubicado en
Comalcalco, Tabasco. Las cepas de bacterias acido lacticas y acido acéticas fueron
previamente aisladas e identificadas fenotipicamente por el grupo de investigacion
de Tecnologia de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz.

5.1.2. Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las levaduras fue medio
YPD (Dextrosa 2 % (p/v), Peptona de caseina 2 % (p/v) y Extracto de levadura 1%
(p/v). Para las bacterias acido lacticas se utiliz6 medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe)
y para las bacterias acido acéticas se utiliz6 medio GEA (Glucosa 1 % (p/v), Etanol
0.5 % (p/v), Acido acético 0.3 % (p/v), Peptona 0.5 % (p/v), Agar 1.5 % (p/v), Extracto
de levadura 0.8 % (p/v)).

5.2. METODOLOGIA

En la Figura 5.1 se muestra un esquema de la metodologia general que se
siguié para realizar el proyecto de investigacion. El procedimiento experimental que
se llevo a cabo consistié en tres etapas, en la primera se realizé la caracterizacion
bioquimica de las levaduras. En la segunda etapa, se realizaron pruebas fisiologicas

y funcionales a las cepas previamente aisladas, para su seleccion. Finalmente, se
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realizara un analisis de los criterios de seleccion de cepas para proponer cultivos

iniciadores para el proceso de fermentacion de Tabasco.

FIGURA 5.1. Metodologia general

5.2.1. Etapa 1: Caracterizacién bioquimica de las levaduras

Para caracterizar bioquimicamente las levaduras se realizé la caracterizacion
morfolégica macroscopica y microscépica, asi como la identificacion presuntiva

mediante asimilacién de sustratos mediante la prueba API®20C AUX.

5.2.1.1. Caracterizaciéon morfolégica macroscopica de las levaduras

La caracterizacion morfolégica a nivel macroscépico se realizd después de
incubar las levaduras a 30 °C en agar YPD durante 48 horas, el sembrado se realizé

utilizando la técnica de estrias cruzadas.

5.2.1.2. Caracterizacion morfolégica microscopica de las levaduras

Para la caracterizacion morfolégica de las levaduras se colocé en un
portaobjetos una gota de agua destilada estéril y asadas con fracciones de colonia
de levadura, se dejo secar para fijar el frotis y posteriormente se realizé tincion
simple con azul de metileno y se cubri6 con un cubreobjetos. Esto se realiz6
utilizando un microscopio de campo claro (Motic BA200. U.S.A.) utilizando el
objetivo de inmersién (100X). Esta caracterizacidn microscépica se realizo
describiendo la morfologia celular, teniendo en cuenta caracteristicas como forma

de las células y agrupacion.

5.2.1.3. Identificacién presuntiva de las levaduras

Se realizo la prueba de identificacién de levaduras para la su caracterizacion
bioquimica utilizando la galeria API®20C AUX, que se compone de 20 capsulas con
sustratos deshidratados para probar la asimilacion por parte de las levaduras, dado
qgue solo se reproducen si son capaces de utilizar cada sustrato.
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Para realizar la prueba se precultivaron las levaduras durante 24 horas a 30
°C, se ajusto un patrén de turbidez de McFarland N°2, y se inocularon 10 pL en
microtubos con 2 mL de NaCl (0.85%), de esta disolucién se tomaron 100 uL y se
transfirieron en el APl C Medium. Posteriormente, se inocularon las cepas en las
galerias tomando 110 pL del API C Medium preparado en cada una de las capsulas
y se incubd a 30 °C. Al cabo de 48 y 72 horas se observo la turbidez de las capsulas
para reportar el crecimiento celular. Para la identificacion de las cepas los datos se
introdujeron en el software de la galeria de APIWEB™.

5.2.2. Etapa 2: Pruebas de seleccién de levaduras, bacterias acido lacticas

y acéticas

Se realizaron pruebas para determinar el grado de tolerancia a diferentes
condiciones de estrés a compuestos presentes en la pulpa del grano de cacao
durante la fermentacién, pH y temperatura. Ademas, se realizaron pruebas de
actividad antifungica y pectinolitica a las levaduras y pruebas de utilizacion de acido
citrico para las BAL. Esto para seleccionar las cepas de levaduras, BAL y BAA

adecuadas para formular los cultivos iniciadores.

5.2.2.1. Activacion y propagacion de las cepas

Las cepas de levaduras, bacterias acido lacticas y acido acéticas fueron
resembradas en cajas Petri en medio YPD, MRS y GEA respectivamente. Las cajas
fueron incubadas (Felisa Fe-293, México) a 30 °C + 1 °C durante 24 horas o hasta

observar un crecimiento microbiano abundante.

Las cepas activadas fueron inoculadas en 15 mL de medio liquido utilizando
tubos de rosca hasta alcanzar una concentracion de 106 UFC/mL. Posteriormente,
a partir de estos cultivos se inoculd 1 mL de microorganismos con condiciones
estériles en un tubo con 15 mL de medio liquido durante 24 horas a 30 °C £ 1 °C
(Figura 5.2).
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FIGURA 5.2. Activacion y propagacion de las cepas

5.2.2.2. Pruebas de tolerancia

Las pruebas de tolerancia para las levaduras se realizaron mediante cinéticas
de crecimiento. Se realiz6 un pre-cultivo inoculando 5 mL de levaduras propagadas
durante 24 horas a 30 °C en un matraz con 50 mL de medio liquido YPD (Felisa Fe-
293, México). Posteriormente, se inoculo 1 mL del precultivo a una concentracion
de 10% UFC/mL en un matraz con 50 mL de medio YPD modificado segun la prueba
de tolerancia a realizar. El cultivo fue incubado a 30 °C durante 24 horas con
agitacién a 150 rpm (Marca Sheldon Manufacturing Modelo S16R). Cada dos horas
se tomaron muestras del cultivo y se realizé conteo de células viables utilizando la
camara de Neubauer (Figura 5.3).

Para calcular el parametro cinético de velocidad especifica de crecimiento (p)
a partir de las curvas de cinética se utilizé la Ecuacion 1, los calculos se realizaron

en la fase exponencial de crecimiento (Doran, 1995).
X1—Xo ',
UH=—-—- Ecuacion (1)
t1—to
Donde, xoy to son respectivamente la concentracion celular y el tiempo al
iniciar la fase exponencial y x1 y t1 corresponden respectivamente a la concentracion
celular y tiempo al finalizar la fase exponencial.
Para el calculo del tiempo de duplicacion (td) de las levaduras se utilizé la
expresion matematica de la Ecuacion 2.
In (2)
td =
u

Ecuacién (2)
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FIGURA 5.3. Metodologia de las cinéticas de crecimiento de las levaduras

La tolerancia al estrés de las bacterias fue determinada empleando
microplacas con 96 pocillos con el fin de evaluar diferentes condiciones de
crecimiento de los microorganismos. En las Figuras 5.4, 5.5, 5.6, se presenta el
disefio de la prueba para la determinacion del crecimiento microbiano en medio

liquido de las bacterias acido lacticas y acido acéticas.

Se agregaron 150 ul de medio liquido estéril como control en cada uno de los
pocillos de la primera columna de la microplaca. A partir de la segunda columna
hasta la penultima se inoculé cada pocillo con 10 pyL de las cepas bacterianas con
una concentracion ajustada con escala de 0.5 de Mc Farland, para las BAL y BAA
la relacién usada fue 1:10 y 1:40 respectivamente; posteriormente se ajusté el
volumen a 150 uL con medio liquido modificado de acuerdo a la prueba de tolerancia
a realizar. En la ultima columna se adicioné en cada pocillo 10 yL del in6culo
bacteriano y 140 pyL de medio liquido sin modificar como testigo de crecimiento de
las bacterias. Las microplacas fueron incubadas (Felisa Fe-293, México) a 30 °C
por 48 horas. Al término de la incubacion se ley6 la absorbancia de las microplacas
a 640 nm utilizando un fotémetro para microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™
FC.
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FIGURA 5.4. Diseiio de prueba para la determinacién del crecimiento de BAL en
ambientes con etanol y pH modificado

FIGURA 5.5. Diseiio de prueba para la determinacién del crecimiento de BAL en
ambientes con glucosa y fructosa.
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FIGURA 5.6. Diseiio de prueba para la determinacién del crecimiento de BAA en
ambientes con acido lactico y pH modificado.

El calculo del crecimiento de las bacterias en porcentaje fue calculado
mediante la Ecuacion 3.

. ABSestrss—ABS .
Crecimiento (%) = —=<res——-blance » 100  Ecuacion (3)
ABStestigo_ABSblanco

Donde,

ABSestres €s la absorbancia de los pocillos con los medios modificados con
las condiciones de estrés e inoculados.

ABStestigo €S la absorbancia de los pocillos con medio MRA o GEA inoculados.

ABSuianco €S la absorbancia de los pocillos con el medio MRS o GEA estéril.

5.2.2.2.1. Pruebas de tolerancia a compuestos

Los medios utilizados para cada uno de los microorganismos fueron
enriquecidos con diferentes concentraciones de etanol, acido lactico, glucosa y
fructosa (Lagunes Galvez et al., 2007; Lefeber, et al., 2011; Pereira et al., 2012;
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Coulibaly et al., 2018; Koffi et al., 2018). En la Tabla 5.1 se presentan las diferentes
condiciones de estrés. Se utilizé como control el medio YPD para levaduras, MRS
para BAL y GEA para BAA.

TABLA 5.1. Condiciones de estrés establecidas para evaluar fisiolégicamente los

microorganismos

Etanol Acido lactico Fructosa Glucosa
(% viv) (% viv) (% p/v) (% plv)
Levaduras 4,8,12 05 1,2 - -
BAL 6, 8,12 - 5, 15, 30 5, 15, 30
BAA - 6, 8, 10 - -

Para las levaduras, solamente se utilizé etanol y acido lactico, debido a que
estos compuestos pueden inhibir su crecimiento, la fructosa y glucosa no se
evaluaron porque las cepas pueden crecer en ambientes con estas condiciones
(Lefeber, et al., 2011; Pereira et al., 2012; Koffi et al., 2018).

Respecto a las BAL, se evalud su tolerancia a ambientes con glucosa vy
fructosa, dado que las BAL contribuyen a metabolizar las azucares durante la
fermentacion de cacao. También, se evalud la tolerancia al etanol, metabolito de las
levaduras que esta presente en el ambiente de crecimiento de las BAL (Lagunes
Galvez et al., 2007; Lefeber, et al., 2011; Pereira et al., 2012).

Finalmente, se evalud la tolerancia al acido lactico a las BAA porque es el
compuesto con mayor presencia en la etapa de la fermentacion que las BAA crecen
(Coulibaly et al., 2018).

5.2.2.2.2. Pruebas de tolerancia al estrés con pH modificado

La evaluacion de la tolerancia al pH se evalu6 cuantificando el crecimiento
de cada uno de los microorganismos en medios adecuados con valores de pH
ajustados a 3, 4 y 5 para las levaduras y BAL, y pH ajustado a 4, 5, 6 para las BAA.
El pH se modificé adicionando solucién de HCl y NaOH 2N; se cuantificé la acidez
del medio con un potencidometro (HANNA Instrument HI 2210) tomando una muestra
del medio estéril para comprobar la acidez final del medio.
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5.2.2.2.3. Pruebas de tolerancia al estrés térmico

La prueba de tolerancia a estrés térmico se realizé a las bacterias acido
acéticas debido a que su metabolismo es el causante del incremento de temperatura
en la masa de fermentacion. Para esto, las cepas se inocularon 40 °C, 45 °C y 50
°C.

5.2.2.3. Prueba de actividad pectinolitica de las levaduras

Se evaluo la actividad enzimatica de cada cepa siguiendo la metodologia
propuesta por Haile y Kang en 2019, el esquema de la metodologia se presenta en
la Figura 5.7.

Las cepas de levadura se sembraron en un medio rico en pectina, compuesto
por pectina citrica (4 g/L), extracto de levadura (2 g/L), agar bacteriologico (16 g/L),
extracto de levadura (2 g/L), KH2POa4 (0.2 g/L), (NH4)2SOa4 (1 g/L), CaCl. (0.05 g/L),
MgSOs (0.8 g/L); ademas, se ajusto el pH a 4.5 utilizando HCI 2N. Las placas se
incubaron a 30 °C durante seis dias (Felisa Fe-293, México). La actividad enzimatica
se pudo observar debido a un cambio de color amarillo claro alrededor de las
colonias después de revelar las placas adicionando 10 mL de Lugol durante 15
minutos; transcurrido este tiempo se retird el exceso de Lugol con agua destilada.

Posteriormente se midi6 el indice de degradacion de pectina, el diametro de
las colonias de levaduras y las zonas de degradacion, que se diferencian por ser
mas claras. A partir de los datos obtenidos del diametro de la zona clara y de las
colonias se determina el indice de degradacion de pectina, de acuerdo a la siguiente
expresion:

DZ —DC

Indice de degradacion de pectina % = —z7 * 100

Donde, DC es el diametro de la colonia y DZ es el diametro de la zona

degradada.
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FIGURA 5.7. Metodologia de la prueba de actividad pectinolitica

5.2.2.4. Prueba de metabolismo de acido citrico para las BAL

La habilidad de las bacterias acido lacticas para metabolizar citrato se
realizara siguiendo la metodologia desarrollada por Ouattara et al. (2016) que se
muestra en la Figura 5.8. Se prepard un medio basal formulado con 1 % p/v leche
en polvo, 0.25 % p/v peptona de caseina, 0.5 % p/v glucosa y 1.5 % p/v agar,
después de que el medio se esterilizo y su temperatura alcanzo 45 °C se afiadieron
10 mL/L de una solucion de ferrocianuro de potasio al 10 % p/v y 10 mL/L de una
solucion mezclada de citrato de hierro (2.5 % p/v) y citrato de sodio (2.5 % p/v),
previamente esterilizadas. El medio fue inoculado con un precultivo de 24 horas de
las BAL, y se incub6 a 30 °C durante 48-72 horas (Felisa Fe-293, México). El
metabolismo de citrato fue evaluado por la formacion de un complejo azul en la

colonia resultante del consumo de citrato.

Ademas, como confirmacion de la prueba fue realizado el monitoreo de la
produccion de gas (CO32) y acetoina como productos secundarios del metabolismo
de citrato. Para estas pruebas, la concentracion celular se ajusto utilizando la escala
de MC Farland 2. Ademas, también se afiadieron las soluciones de ferrocianuro de
potasio y de citratos.

Para la prueba de produccién de gas se utilizé el medio basal con citrato de
sodio como unica fuente de carbono, y se evalué realizando la prueba de Durham.
Se acondicionaron las BAL en caldo MRS durante 24 horas a 30 °C. Una vez
ajustada la concentracion celular, se inocularon tubos de ensayo (20 mL) con 9 mL
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de medio, 1 mL de in6culo y una campana de Durham, lo cual permite observar la

capacidad de produccion de CO: de la bacteria.

La produccion de acetoina a partir del citrato se evalué en medio liquido
basal. Después de 48 horas de incubacién, se tomaron 2 mL de muestra y se
centrifugaron a 13000 x g durante 15 minutos (Labnet International, Inc., Modelo
C2400). La produccion de acetoina se reveld afiadiendo a 1 mL de sobrenadante
libre de células dos gotas de una solucion alcohdlica de alfa-naftol al 6% p/v y dos
gotas de hidréxido de sodio al 16% v/v. Los tubos de prueba se agitaron y
calentaron. Después de 30 segundos de agitacion la aparicion de un color rosado

constituye una reaccién positiva indicadora de la presencia de acetoina.

FIGURA 5.8. Pruebas de consumo de acido citrico
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5.2.2.5. Prueba de actividad antifungica

Las cepas de levadura previamente acondicionadas fueron inoculadas en
caldo YPD e incubadas a 30 °C para realizar pruebas de confrontacion contra dos
cepas de hongos toxigénicos A. flavus y A. carbonarius. Estas pruebas fueron
realizadas con el cultivo celular para observar el efecto de estos sobre la

germinacion de las esporas de los hongos toxigénicos.

5.2.2.5.1. Preparacion de indculos de hongos y levaduras

La preparacion de los inoculos de esporas de los hongos se realizo a partir
una suspension de conidios obtenida de un cultivo de siete dias del hongo cultivado
en PDA acidificado a 35 °C (Felisa Fe-293, México) de acuerdo con la técnica de

Suarez-Quiroz et al. 2013 con algunas modificaciones.

Se realizdé un raspado con el asa bacterioldégica sobre las esporas y se
afnadieron 10 mL de Tween 80 al 0.05 %. Se tomd 1 mL de dicha suspension y se
afadioé a un tubo con 9 mL de la misma solucién de Tween 80. Después de esto se
hicieron diluciones seriadas hasta que se obtuvo una concentracion celular de 108

esporas/mL, esto se ajusto utilizando la camara de Neubauer (Figura 5.9).

FIGURA 5.9. Esquema de la preparacion de las esporas de hongos
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Las cepas de levadura fueron propagadas en caldo YPD y se incubaron a
30°C durante 24 horas (Felisa Fe-293, México) y se ajustd su concentracion a 108

células/mL realizando diluciones seriadas y utilizando la camara de Neubauer.

5.2.2.5.2. Pruebas de confrontacién de levaduras sobre los hongos

Se confirmoé que la concentracion celular estuviera entre 10%-10”7 UFC/mL
utilizando la camara de Neubauer. Se adicionaron 100 pyL de la suspension de
esporas del hongo y 100 pL del cultivo celular en microtubos de tapon de rosca de
2 mL, después se anadieron 800 pL de caldo YPD a cada tubo y se incubaron los
tubos a 30 °C durante 96 horas (Felisa Fe-293, México) cuidando de no cerrar
completamente los tubos. Como pruebas testigo se prepararon tubos con 900 pL
de caldo YPD a los cuales se afadieron por separado 100 pL de cultivo celular y
100 pL de la suspension de esporas, como se observa en la Figura 5.10. Estas
pruebas se realizaron de acuerdo con la técnica de Suarez-Quiroz et al. 2013.

FIGURA 5.10. Prueba de confrontacion de hongos y levaduras
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5.2.2.6. Seleccion de los microorganismos de los cultivos iniciadores

Los microorganismos para formular el cultivo iniciador fueron seleccionados
considerando los criterios funcionales (produccion de compuestos antimicrobianos),
fisiologicos (pruebas de tolerancia al estrés) y bioquimicos (actividad pectinolitica,
capacidad de degradacién del acido citrico). Los consorcios microbianos propuestos
fueron conformados por levaduras, bacterias acido lacticas y bacterias acido

acéticas.

5.2.3. Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis multivariado de varianza (MANOVA) para el crecimiento
de las levaduras, bacterias acido lacticas y acido acéticas bajo las diferentes
condiciones de estrés. Las diferencias entre los grupos se determinaron por el
medio de la prueba de comparacion multiple de Tukey-Kramer (a=0,05) utilizando
el software estadistico NCSS 21 (NCSS, LLC, Kaysville, Utah, U.S.A.).
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6. RESULTADOS

6.1. Caracterizacion morfoléogica de las levaduras aisladas de Ia

fermentacion de cacao

Las levaduras estudiadas se caracterizaron morfologicamente de forma
macroscopica y microscopica para describir los fenotipos de las levaduras presentes
en la fermentacion de cacao. La morfologia descrita concuerda con la morfologia

presentada por Kurtzman (2011) y Lagos Narvaez (2017).

6.1.1. Caracterizacion morfolégica macroscoépica

Cada una de las 16 cepas de levaduras aisladas mostro tener morfologia
colonial diferente; se tuvo en cuenta color, forma, tamafo, margen, propiedad

optica, apariencia, elevacion y textura.

La mayoria de las colonias mostraron colonias de color blanco, textura
cremosa, margenes enteros, opacas con apariencia brillante, forma circular, tamafo
de 1.5 mm y elevacion convexa. Sin embargo, también se identificaron colonias con
forma irregular, elevacion plana, margen ondulado y rizado, tamafno entre 2 y 2.5
mm opacas con apariencia mate y textura seca. Adicionalmente, es posible observar
que las cepas de levadura aisladas presentan similitudes y diferencias en la
morfologia colonial, indicando que algunas cepas podrian presentar variacion
intraespecifica, es decir, que a pesar de ser de la misma especie las levaduras
presentan caracteristicas morfologicas distintas (Galindo Segura, 2018).

En la Tabla 6.1 se presentan las caracteristicas morfologicas macroscépicas
de las levaduras aisladas de la fermentacidén de cacao, asi como las levaduras a

caracterizar en agar YPD.
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TABLA 6.1. Caracteristicas morfologicas macroscopicas de las colonias de
levadura (Agar YPD, 30 °C, 36 h)

CEPA DE LEVADURA

CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS

Levadura 1: Y-CTA-18-1

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamano: 1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 2: Y-CTA-18-12

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaio: 1-1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 3: Y-CTA-18-3

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaho: 1 mm
Margen: Entero

Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa

Textura: Cremosa
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Continua TABLA 6.1.

Levadura 4: Y-CTA-18-4

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaiho: 1-2 mm
Margen: Entero
Propiedad 6ptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 5: Y-CTA-18-5

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamano: 1.5-2.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Plana
Textura: Cremosa

Levadura 6: Y-CTA-18-6

Color: Blanco
Forma: Irregular
Tamano: 1.5-3 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Seca

Levadura 7: Y-CTA-18-7

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamano: 2 mm
Margen: Entero

Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Plana
Textura: Seca
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Continua TABLA 6.1.

Levadura 8: Y-CTA-18-8

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaiho: 1.5 mm
Margen: Lobulado
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 9: Y-CTA-18-9

Color: Blanco
Forma: Irregular
Tamano: 2-2.5 mm
Margen: Rizado
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Mate
Elevacién: Convexa
Textura: Seca

Levadura 10: Y-CTA-18-10

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaiho: 1-1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 11: Y-CTA-18-11

Color: Blanco
Forma: Irregular
Tamano: 1.5 mm
Margen: Rizado

Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Mate
Elevacién: Convexa
Textura: Seca
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Continua TABLA 6.1.

Levadura 12: Y-CTA-18-12

Color: Blanco
Forma: Irregular
Tamano: 2.5 mm
Margen: ondulado

Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa

Textura: Cremosa

Levadura 13: Y-CTA-18-13

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamano: 1-1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Plana
Textura: Cremosa

Levadura 14: Y-CTA-18-14

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamaio: 1-1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa

Levadura 15: Y-CTA-18-15

Color: Blanco
Forma: Circular
Tamano: 2.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Brillante
Elevacién: Convexa
Textura: Cremosa
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Continua TABLA 6.1.

Levadura 16: Y-CTA-18-16 Color: Blanco

Forma: Circular
Tamano: 1.5 mm
Margen: Entero
Propiedad éptica: Opaca
Apariencia: Mate
Elevacién: Convexa
Textura: Seca

6.1.2. Caracterizacion morfolégica microscoépica
Al observar al microscopio, las colonias de cada una de las levaduras
aisladas, se observd que la mayoria de levaduras presentaron principalmente
morfologias ovoides o elipticas, sin embargo, también se observaron morfologias
globosas y elongadas.

Se encontré que dos cepas de levaduras aisladas presentan pseudohifas,
esto permite asumir la identidad de las levaduras, dado que la forma celular puede
ser un diagndstico para la diferenciacion entre especies. Debido a esto, se
identifican hipotéticamente las cepas con pseudohifas con especies pertenecientes
al género Pichia y Candida, dadas las similitudes celulares (Choi et al., 2017; Diaz-
Nava et al., 2017; Li et al., 2018). La morfologia celular de las levaduras involucra
varios eventos celulares como la progresion a través del ciclo celular, el
establecimiento de la polaridad de la célula y la regulacion del tamario celular (Lagos
Narvaez, 2017).

Enla Tabla 6.2. se presentan las caracteristicas morfoldgicas (tamafio, forma
y presencia de pseudohifas) microscépicas de las levaduras aisladas de la
fermentacién de cacao, asi como cada cepa observada al microscopio con el

objetivo de inmersion 100X.
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TABLA 6.2. Caracteristicas morfoloégicas microscoépicas de las colonias de levadura
(Objetivo de inmersion 100X)

CEPA DE LEVADURA

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

Levadura 1: Y-CTA-18-1

Tamaho: 2.5 x 3.8 ym
Forma: Ovoide/Redondeada
Pseudohifas: Escasas

Levadura 2: Y-CTA-18-2

Tamanho: 2.4 x 3.5 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas

Levadura 3: Y-CTA-18-3

Tamafo: 2 x 2.7 ym
Forma: Eliptica
Pseudohifas: Escasas

Levadura 4: Y-CTA-18-4

Tamanho: 2.1 x 3.1 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas
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Continua TABLA 6.2.

Levadura 5: Y-CTA-18-5

Tamaho: 2.1 x 3.1 ym
Forma: Eliptica
Pseudohifas: Escasas

Levadura 6: Y-CTA-18-6

Tamano: 2.3 x 3.3 ym
Forma: Ovoide/Eliptica
Pseudohifas: Escasas

Levadura 7: Y-CTA-18-7

Tamano: 2.0 x 3.0 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas
Gemacién: Monopolar

Levadura 8: Y-CTA-18-8

Tamafo: 1.8 x 3.2 ym
Forma: Eliptica
Pseudohifas: Escasas
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Continua TABLA 6.2

Levadura 9: Y-CTA-18-9

Tamanho: 2.1 x 4.4 ym
Forma: Elongada
Pseudohifas: Presentes

Levadura 10: Y-CTA-18-10

Tamafo: 2.3 x 3.4 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas

Levadura 11: Y-CTA-18-11

Tamafo: 1.6 x 2.8 ym
Forma: Globosa/Ovoide
Pseudohifas: Escasas

Levadura 12: Y-CTA-18-12

Tamanho: 1.8 x 4.7 ym
Forma: Elongada
Pseudohifas: Presentes
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Continua TABLA 6.2.

Levadura 13: Y-CTA-18-13

Tamanho: 2.4 x 3.7 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas

Levadura 14: Y-CTA-18-14

Tamafo: 2.5 x 3.6 ym
Forma: Eliptica
Pseudohifas: Escasas

Levadura 15: Y-CTA-18-15

Tamafho: 2.6 x 3.5 ym
Forma: Ovoide
Pseudohifas: Escasas

Levadura 16: Y-CTA-18-16

Tamafo: 1.8 x 3.4 ym
Forma: Ovoide/Apiculada
Pseudohifas: Escasas
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6.2. Caracterizacion bioquimica de Ilas levaduras aisladas de Ila

fermentacion de cacao

Las pruebas de fermentacion y asimilacién de carbohidratos de las cepas de
levadura se realizaron con el sistema miniaturizado API® 20C AUX. Los resultados
de asimilacion de sustratos se muestran en la Tabla 6.3, los sustratos asimilados en
esta prueba son GLU=D-glucosa, GLY=Glicerol, 2KG=2-cetogluconato de calcio,
ARA=L-Arabinosa, XYL=D-Xilosa, ADO=Adonitol, XLT=Xilitol, GAL=D-Galactosa,
INO=Inositol, SOR=D-Sorbitol, MDG=Metil-a-D-Glucopir, NAG=N-Acetil-
Glucosamina, CEL=D-Cellobiosa, LAC=D-Lactosa (origen bovino), MAL=D-
Maltosa, SAC=S-Sacarosa, TRE=D-Trehalosa, MLZ=D-Melezitosa, RAF=D-

Rafinosa.

Tabla 6.3. Sustratos asimilados por las 16 cepas identificadas con el software API
WEB™,

Cepa de levadura identificada

Prueba |L1 |L2 |L3 |L4 |L5 |L6 |L7 |L8 |L9 |L10 |L11 |L12 |L13 |L14 |L15 |L16

0

GLU

+[ 4+
+[ 4+
+[ 4+
+|+|
+|+|
+[ 4+
+[ 4+
+|+|
+ |+
+|+ |
+|+ |
+ |+
+ [+
+ |+

+ |1

GLY

2KG | - | - | - | -[-T-1-71-

|+ |+

ARA | - | - |- [ -T-1T-71-7T-

XYL | - |- |-]-

+ |
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

ADO | - | - | - | -

XLT | - | - | -

+
+
+
+ |1
1
+ |1
+
+
+
+
+
1

GAL |+ |+ | - | +

INO | -|-[-]-]-1-7-

SOR | - | -|-|-]-]-]-

+ |+
1
1
1
1
1
1

MDG - | -

NAG

+ |1
+ |
1
+ |
+ |
1
1
1
+ |
[
[
[
+ |+ |+ |
1

CEL

LAC

MAL

+|+]
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
1

SAC

++|+]0
++|+]0
++|+]0

TRE

|+ |+
1

MLZ

||+ [+ [+ +]
||+ [+ [+ +]
4|+ |+ |+

1
||+ |+

RAF

+ |+ |+ | -+ |+ | + |+ | + | + | -

(+): Sustrato asimilado; (-): sustrato no asimilado
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En la Tabla 6.4 se presentan las levaduras identificadas con su género,
especie y porcentaje de identificacidon. Se identificaron nueve especies
pertenecientes al género Candida, cuatro especies pertenecientes al género
Saccharomyces, dos especies pertenecientes al género Pichia, y una especie del
género Kloeckera. La identificacion se considerd precisa bajo porcentajes de
identificacion superiores al 90 % (Aarstehfar et al., 2019). Los resultados de las
pruebas se encuentran en los Anexos 10.1.1 al 10.1.16.

TABLA 6.4. Identificacion de las cepas con el software ApiWeb™

. IDENTIFICACION
CEPA GENERO ESPECIE BIOQUIMICA (% ID)
Y-CTA-18-1 (L1) Candida Sphaerica 99.3
Y-CTA-18-2 (L2) Candida Sphaerica 99.3
Y-CTA-18-3 (L3) Candida utilis 96.1
Y-CTA-18-4 (L4) Candida utilis 95.3
Y-CTA-18-5 (L5) Rhodotorula mucilaginosa 96.9
Y-CTA-18-6 (L6) Candida utilis 81.9
Y-CTA-18-7 (L7) Candida utilis 81.9
Y-CTA-18-8 (L8) Candida sphaerica 61.5
Y-CTA-18-9 (L9) Pichia kudriavzevii 92.1
Y-CTA-18-10 (L10) Saccharomyces cerevisiae 94.4
Y-CTA-18-11 (L11) Candida utilis 81.9
Y-CTA-18-12 (L12) Saccharomyces cerevisiae 94.4
Y-CTA-18-13 (L13) Saccharomyces cerevisiae 94.4
Y-CTA-18-14 (L14) Saccharomyces cerevisiae 94.4
Y-CTA-18-15 (L15) Pichia ohmeri 95.7
Y-CTA-18-16 (L16) Kloeckera sp 94.5

La identificacion bioquimica mostr6 mas presencia de levaduras
pertenecientes al género Candida, distribuidas en utilis y spherica, esta levadura
correspondio a un 56 % de los géneros aislados en la fermentacion de cacao,
resultados que coinciden con Lagunes Galvez et al. (2007); Nielsen et al. (2007);
da Cruz Pedrozo Miguel et al., (2017). Se ha reportado que la especie Candida utilis
aislada del proceso fermentativo de cacao es una levadura productora de etanol, y
que ademas, puede producir compuestos no deseables para el aroma del cacao
(Arana-Sanchez et al., 2015; Jinda, 2014). Sin embargo, este género se ha
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encontrado en menor proporcion en fermentaciones de cacao alrededor del mundo,
ademas algunas especies son patégenos oportunistas, lo cual descarta su posible
utilizacién en cultivos iniciadores (Becker y Murphy, 1988; Bougnoux et al., 1993;
Lukic-Grli¢ et al., 2011; Mutlu Sariguzel et al., 2017).

Se identificod una cepa de R. mucilaginosa, la cual fue seleccionada en el
presente estudio debido a que tiene potencial para el biocontrol de hongos
fitopatogenos en la etapa de postcosecha, ademas de que en algunos estudios se
ha reportado que tiene capacidad de crecer en ambientes extremos (Addis et al.,
2008; Deligios et al., 2016; Lario et al.,, 2020). Se identificaron cepas de S.
cerevisiae, asi como de P. kudriavzevii, P. ohmeri, y Kloeckera sp (género anamorfo
de Hanseniaspora sp) las cuales fueron también seleccionadas para ser estudiadas
debido a que se ha reportado que forman parte de la microbiota representativa del
proceso de fermentacion del cacao, ademas, producen compuestos volatiles
deseables (esteres, alcoholes y aldehidos), son tolerantes a ambientes en
condiciones de estrées y también pueden presentar actividad antifungica
(Yuangsaard et al., 2013; Crafack et al., 2014; Koné et al., 2016; Choi et al., 2017;
Koffi et al., 2017; Pereira et al., 2017; Li et al., 2018; Figueroa-Hernandez et al.,
2019). Cabe mencionar que las cepas seleccionadas para ser estudiadas fueron R.
mucilaginosa Y-CTA-18-5, P. kudriavzevii Y-CTA-18-9, Y- S. cerevisiae CTA-18-10,
S. cerevisiae Y-CTA-18-12, S. cerevisiae Y-CTA-18-13, S. cerevisiae Y-CTA-18-14,
P. ohmeri Y-CTA-18-15 y Hanseniaspora sp Y-CTA-18-16.

6.3. Caracterizacion fisiolégica de las cepas de levadura aisladas del
proceso de fermentacion del cacao

Con el fin de caracterizar fisiologicamente las cepas de levadura se evalud
su crecimiento en medio YPD realizando cinéticas durante 24 horas con mediciones
de crecimiento celular cada dos horas. Las curvas de crecimiento de cada levadura

se presentan a continuacion.
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6.3.1. Pruebas de tolerancia a compuestos

6.3.1.1. Levaduras: Testigo

Las curvas de crecimiento celular de las cepas de levadura seleccionadas se
presentan en la Figura 6.1, y corresponden al crecimiento de las levaduras sin
condicion de estrés, las cuales se utilizaran como testigo. Todas las curvas
obtenidas fueron sigmoidales y muestran claramente las fases de crecimiento. Sin

embargo, existen variaciones en las fases de crecimiento entre especies.

FIGURA 6.1. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD durante 24 h a 30 °C y 150 rpm

La cepa R. mucilaginosa Y-CTA-18-5 present6 una velocidad especifica de
crecimiento u=0.727 h-' y un tiempo de generacion de 0.954 h. Se ha reportado que
esta cepa también ha sido aislada de diferentes fermentaciones de cacao Forastero
e hibridos (Meersman et al., 2015; Magalh&es da Veiga Moreira et al., 2016; Santos
et al., 2020). La levadura P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 tuvo una velocidad especifica
de crecimiento de 0.736 h' y un tiempo de duplicacion de 0.942 h, este
microorganismo ha sido aislado de las fermentaciones de cacao, y se ha utilizado
en cultivos iniciadores debido a su capacidad de resistir a estrés ambiental durante
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la fermentacion, ademas, de producir una gran variedad de ésteres, alcoholes y
aldehidos que imparten aromas deseables a chocolate como frutal, floral y dulce (Li
et al., 2018; Chagas Junior et al., 2020; Deng et al., 2020; Ji et al., 2020).

Entre las levaduras de la especie S. cerevisiae, la cepa S. cerevisiae Y-CTA-
18-13 mostré la mayor velocidad especifica de crecimiento (u=1.685 h™), sin
embargo, fue la cepa que mas tardo en alcanzar la fase exponencial. Las diferencias
presentadas en el crecimiento de cada cepa de S. cerevisiae pueden deberse a las
diferencias interespecie. Esta levadura es una de las especies dominantes en la
fermentacion de cacao en varios paises, ademas, se ha reportado que puede
adaptarse facilmente a diferentes condiciones de crecimiento y su uso en cultivos
iniciadores ha mejorado el tiempo de fermentacion, asi como el aroma y sabor del
chocolate (Cempaka et al., 2014; Galvao et al., 2016).

La cepa de P. ohmeri Y-CTA-18-15, forma anamorfa de Kodamea ohmeri,
presentd una velocidad especifica de crecimiento p=1.505 h' y un tiempo de
duplicacion de 0.461 h. Esta levadura ha sido aislada e identificada de
fermentaciones de cacao en paises como Brasil, Cuba, Malasia, Ghana y Ecuador
( Kostinek et al., 2008; Lagos Narvaez, 2017; Daniel et al., 2018). Ademas, ha sido

asociada a sabores agradables en bebidas fermentadas (Takrama et al., 2015).

Hanseniaspora/Kloeckera sp. Y-CTA-18-16 mostr6 una velocidad de
crecimiento p=0.594 h-' y un tiempo de duplicaciéon de 1.167 h. Se ha reportado que
esta levadura es prediminante durante el proceso de fermentacion de cacao hibrido
(Batista et al., 2015; Papalexandratou et al., 2013). También es importante
mencionar que ha sido aplicada en cultivos iniciadores y tiene la capacidad de
producir compuestos aromaticos clave para los granos de cacao (Moreira et al.,
2018; Mota-Gutierrez et al., 2019; Ooi et al., 2020).

6.3.1.2. Tolerancia a etanol

Durante la fermentacion espontanea de cacao se ha reportado que las
concentraciones de etanol alcanzan hasta 8 % v/v cuando la concentracion celular

de las levaduras esta en su valor maximo (Romanens et al., 2019). Por esta razon,
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se evalud el efecto diferentes concentraciones de etanol (4, 8 y 12% v/v) sobre la

viabilidad celular de las levaduras.

Las curvas de crecimiento de las levaduras con 4 % v/v de etanol se muestran
en la Figura 6.2, las levaduras con mayor tolerancia a esta concentracion de etanol
son R. mucilaginosa Y-CTA-18-5 y S. cerevisiae Y-CTA-18-13. Los resultados
obtenidos concuerdan con lo reportado por Gil Barbarin (2020), que evaluo el
crecimiento de cepas de levadura a diferentes concentraciones de etanol desde 4
hasta 12 %.

La fase de crecimiento exponencial de R. mucilaginosa Y-CTA-18-5 se
obtuvo entre las 8 y 14 h de incubacion. La velocidad especifica de crecimiento (p)
que presento la levadura fue 0.805 h' (td=0.8606 h), lo cual indica que la levadura
tolerd bien la presencia de etanol al 4 % v/v. La levadura R. mucilaginosa es una de
las levaduras no convencionales que presentan tolerancia muy baja al etanol, sin
embargo, esta cepa logro adaptarse al ambiente de estrés al que se expuso, lo cual
concuerda con lo reportado por Gil Barbarin (2020).

FIGURA 6.2. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD suplementado con 4 % v/v de etanol durante 24 h a 30 °C
y 150 rpm
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La fase de crecimiento exponencial de S. cerevisiae Y-CTA-18-13 se obtuvo
entre las 10 y 12 h de incubacion. La velocidad especifica de crecimiento que
presento la levadura fue 0.853 h™' (td=0.813 h). Por otro lado, se observo que la
cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-14 fue la cepa que presentd menos adaptacion al

medio con 4 % v/v de etanol resultando en un menor crecimiento celular.

Al incrementar la concentracion de etanol en el medio a 8 % v/v, la mayoria
de levaduras no presentaron tolerancia, y, por ende, su crecimiento fue inhibido
(Figura 6.3). Solamente S. cerevisiae Y-CTA-18-13 presentd crecimiento celular
significativo, con una velocidad especifica de crecimiento de 0.1932 h'. La
presencia de etanol en una concentracion de 12 % v/v afecto el crecimiento y
viabilidad celular de las levaduras, tal como se observa en la Figura 6.4, el

crecimiento fue inhibido.

FIGURA 6.3. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentaciéon
de cacao crecidas en YPD suplementado con 8 % v/v de etanol durante 24 h a 30 °C
y 150 rpm

Se ha reportado que durante la fermentacion de cacao la concentracion de
etanol alcanza un valor aproximado de 8 % v/v (Koffi et al., 2018), al exponer las

levaduras a concentraciones de etanol mayores o iguales a 8 %, se observo que
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solamente una cepa de la especie S. cerevisiae pudo tolerar el etanol y presentar
crecimiento con dicha condicidn, esta es una de las caracteristicas importantes de
las levaduras de esta especie, dado que pueden tolerar altas concentraciones de
etanol que les permite sobrevivir en los ambientes fermentativos. Al contrario, las
especies no-Saccharomyces no tienen la habilidad de sobrevivir a un aumento en
la concentracion de etanol, soportando como maximo un 6 % v/v (Ma et al., 2013;
Pina et al., 2004).

FIGURA 6.4. Curvas de crecimiento de las levaduras autdctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD suplementado con 12 % v/v de etanol durante 24 h a 30
°C y 150 rpm

La presencia y acumulacion del etanol en el ambiente de crecimiento de las
levaduras es un estrés quimico al cual las levaduras pueden sobrevivir mediante
mecanismos de adaptacion al medio (Pina et al., 2004; Archana et al., 2015). Se ha
demostrado que el etanol afecta la integridad de la membrana celular en las células
de S. cerevisiae, porque influye negativamente en la funcion de la membrana
plasmatica, su fluidez y estructura, dado que la membrana es el primer objetivo del
efecto toxico del etanol (Ma et al., 2013; Pina et al., 2004; Jimoh et al., 2013; Deparis
et al., 2017). Sin embargo, las células de S. cerevisiae generan respuestas
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adaptativas cuando se induce estrés por etanol mediante la activacion de rutas de
biosintesis de moléculas protectoras, como acidos grasos insaturados, esteroles y
carbohidratos (Miao et al., 2018; Vamvakas y Kapolos, 2020).

Se ha reportado que cuando las células de S. cerevisiae crecen en presencia
de etanol modifican la composicion de la membrana, incrementando la
concentracion de acidos grasos monoinsaturados y esteroles a medida que se
aumenta la concentracion de etanol, incluso, la tolerancia al etanol esta relacionada
con la habilidad de mantener una alta tasa de biosintesis de fosfolipidos (Pina et al.,
2004; Archana et al., 2015). Pina et al. (2004) reportaron que, ante exposicidon a
etanol los compuestos mas abundantes en la membrana celular de S. cerevisiae
fueron el acido oleico y ergosterol. El incremento en las proporciones de acido oleico
contrarresta los efectos de fluidizacion de la membrana ocasionados por el etanol
brindando tolerancia a la célula (You et al., 2003).

Por otro lado, se ha reportado que el ergosterol provee a las células una
mejor adaptacion a la presencia de etanol en el ambiente de crecimiento debido a
que le da rigidez a la membrana celular. Lo anterior concuerda con lo reportado por
Chiy Arneborg (1999), quienes establecen que una cepa de S. cerevisiae altamente
tolerante al etanol tiene una mayor proporcion de ergosterol y fosfolipidos que una

cepa con tolerancia leve al etanol.

También, se ha reportado que el estrés por etanol causa un incremento en la
sintesis de trehalosa, la cual se acumula en las células de S. cerevisiae y protege a
las células de los efectos perjudiciales del incremento de la permeabilidad de
membrana (Chandler et al., 2004; Jimoh et al., 2013). Sin embargo, este compuesto
solo facilita la supervivencia de las células de S. cerevisiae en concentraciones
letales de etanol (>10 % v/v); el rol de la trehalosa en concentraciones letales reside
en estabilizar la membrana plasmatica y proteger las proteinas citoplasmaticas
(Bandara et al., 2009).

De acuerdo con lo anterior, es posible que la capacidad de la cepa de S.
cerevisiae Y-CTA-18-13 de crecer en la condicion de 8 % de etanol puede deberse
al efecto individual o en conjunto del acido oleico y el ergosterol, compuestos que le
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permitirian a la levadura sobrellevar los efectos téxicos del etanol sobre el

crecimiento de S. cerevisiae.

6.3.1.3. Tolerancia al acido lactico

Durante la fermentacion de cacao espontanea se ha reportado que las
concentraciones de acido lactico estan entre 0.1-2 % v/v cuando la concentracion
celular de las levaduras esta en su valor maximo (Romanens et al., 2019). Por esta
razon, se evaluo el efecto diferentes concentraciones de acido lactico (0.5, 1y 2 %
v/v) sobre la viabilidad celular de las levaduras.

FIGURA 6.5. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD suplementado con 0.5 % v/v de acido lactico durante 24 h
a30°Cy 150 rpm

Las curvas de crecimiento celular de las levaduras con 0.5 % de acido lactico
afnadido al medio se muestran en la Figura 6.5. Se puede observar que las levaduras
que presentaron mas tolerancia fueron Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 y P.
kudriavzevii Y-CTA-18-9 respectivamente, por ende, fueron las cepas que mejor

adaptacion presentaron a la modificacion en el medio de crecimiento.
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La fase de crecimiento exponencial de Hanseniaspora spp. se encuentra
entre las 6 y 10 h de incubacion con un valor de velocidad especifica de crecimiento
igual a 0.867 h™" (td=0.799 h). Por otro lado, la fase de crecimiento exponencial de
P. kudriavzevii estuvo entre las 6 y 10 horas de incubacion, con un valor y=0.782 h-
' (td=0.886 h). Resultados similares fueron reportados por Sirisan et al. (2013),
quienes evaluaron el crecimiento de varias cepas de levadura en medio liquido
utilizando acido lactico como fuente de carbono. La fase de crecimiento exponencial
se presentd desde las 8 a las 10 horas de incubacion, con una velocidad especifica
de crecimiento de 1.102 h' (td=0.629 h). También se observa que la cepa de
Hanseniaspora spp. Y-CTA-18-16 presenta buena adaptacion al medio de
crecimiento modificado, con un valor de velocidad especifica de crecimiento igual a

0.814 h' con su fase exponencial de las seis a las diez horas.

FIGURA 6.6. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD suplementado con 1 % v/v de acido lactico durante 24 h a
30°C y 150 rpm

Cuando la concentracion de acido lactico en el medio es de 2% v/v la cepa de P.
kudriavzevii Y-CTA-18-9 presentd la mayor velocidad especifica de crecimiento

(u=1.789 h'; td=0.387 h), por lo cual esta levadura es la que mejor se adapta al
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incremento de acido lactico en el medio. Por otro lado, la cepa de Hanseniaspora
spp. Y-CTA-18-16 también presenta buena adaptacién a la condicion de estrés, con
una velocidad especifica de crecimiento de 0.800 h' (td=0.866 h). Las curvas de
crecimiento de las levaduras con 2 % v/v de acido lactico afadido al medio se

presentan en la Figura 6.7.

FIGURA 6.7. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD suplementado con 2 % v/v de acido lactico durante 24 h a
30°C y 150 rpm

La respuesta adaptativa de tolerancia al estrés por acido lactico que tiene la cepa
de P. kudriavzevii puede deberse a que la levadura metaboliza el acido organico. El
acido lactico no disociado se difunde a través de la membrana celular mediante
difusién simple, en el citoplasma el acido se disocia en iones de lactato y protones
H* (Narendranath et al., 2001; Vamvakas y Kapolos, 2020). El ion de lactato
intracelular disociado del acido lactico puede ser degradado por P.kudriavzevii a
piruvato mediante la accion de la enzima lactato deshidrogenasa (L-lactato
deshidrogenasa; EC 1.1.1.27). Esto permite a la levadura utilizar el acido lactico
como fuente de carbono y energia para su crecimiento. Con el fin de mantener el

pH intracelular entre los valores fisiolégicos de sobrevivencia, los iones de
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hidrogeno pueden ser expulsados de la célula por la accién de la ATPasa
transportadorta de H* (ATPasa transportadora de protones; EC 7.1.2.2) (Sirisan et
al., 2013; Deng et al., 2020).

Por otro lado, la tolerancia que presento la cepa de Hanseniaspora spp. Y-CTA-
18-16 mantuvo la viabilidad celular ante el estrés causado por el acido lactico, sin
embargo, se observa que la velocidad especifica de crecimiento disminuyd a
medida que se aumento la concentracidon de acido lactico de 0. 5% a 2 % v/v. Lo
anterior puede deberse a que al incrementar la concentracion de H* dentro de la
célula, se consume una gran cantidad de energia en forma de ATP para sacar a los
cationes a través de la membrana plasmatica, evitando asi la acidificacion
intracelular que induce a la acumulacidn de especies reactivas de oxigeno
(Kuthoose, 2016; Vamvakas y Kapolos, 2020). Se ha reportado que el acido lactico
en concentraciones de 0.8 a 1% v/v puede reducir el crecimiento de las levaduras
bruscamente porque impide la formacién de brotes de levadura (Narendranath et
al., 2001; Nayyeri et al., 2017). A pesar de lo anterior, al afadir acido lactico al
medio, la cepa Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 presenté una mayor velocidad
especifica de crecimiento respecto al testigo, indicando que posiblemente la

levadura puede metabolizar el acido lactico para la obtencién de energia.
6.3.1.4. Tolerancia a pH
Durante la fermentacion espontanea de cacao se ha reportado que el pH
varia de 3.20 a 4.81 (Magalhdes da Veiga Moreira et al., 2016; Romanens et al.,

2019). Por esta razodn, se evaluo el efecto de diferentes condiciones acidas (pH 3.0,
pH 4.0 y pH 5.0) sobre el crecimiento de las levaduras.
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FIGURA 6.8. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD con pH modificado a 3.0 durante 24 h a 30 °C y 150 rpm

Las curvas de crecimiento celular de las levaduras en medio con pH
modificado a 3.0 se muestran en la Figura 6.8. Se puede observar que las levaduras
que presentaron una mayor tolerancia fueron P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 y S.
cerevisiae Y-CTA-18-14, y por lo tanto, estas cepas presentaron mejor adaptacion
a la modificacion del pH en el medio de crecimiento. La fase de crecimiento
exponencial de P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 se obtuvo entre las 8 y 10 h de
incubacién con un valor de velocidad especifica de crecimiento igual a 1.012 h™’
(td=0.685 h). Por otro lado, la fase de crecimiento exponencial de S. cerevisiae Y-
CTA-18-14 estuvo entre las 10 y 12 horas de incubacién, con un valor y=1.027 h-"
(td=0.675 h). Se ha reportado que estas dos levaduras pueden crecer a pH bajo,
incluso a pH 2.0; estos resultados estan relacionados con el efecto observado en el
apartado anterior (Nayyeri et al., 2017; Park et al., 2018).
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FIGURA 6.9. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD con pH modificado a 4.0 durante 24 h a 30 °C y 150 rpm

Cuando el pH del medio se increment6 a 4.0, las cepas que presentaron
mayor adaptacion al medio fueron S. cerevisiae Y-CTA-18-10 y P. kudriavzevii Y-
CTA.-18-9. La cepa que presenta mayor velocidad especifica de crecimiento es S.
cerevisiae 1 (u=1.100 h"), y su fase exponencial estuvo comprendida entre las 6 y
8 horas de incubacién. Por otro lado, la cepa de P. kudriavzevii Y-CTA-18-9
presento la fase exponencial entre las 6 y 10, ademas de que continuo presentando
buena tolerancia, con una velocidad especifica de crecimiento de 0.994 h-
(td=0.697 h). Las curvas de crecimiento de las levaduras con pH modificado a 4.0

se presentan en la Figura 6.9.

El crecimiento de las levaduras en medio con pH modificado a 5.0 se muestra
en la Figura 6.10. En esta condicion, la cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-10 presento
la mayor velocidad especifica de crecimiento (u=1.094h"'; td=0.634 h), siendo la
levadura que muestra una mejor respuesta de adaptacion a la disminucion de acidez

en el medio. Por otro lado, la cepa de P. ohmeri Y-CTA-18-15 también muestra
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buena tolerancia a esta condicion de estrés, con una velocidad especifica de
crecimiento de 0.971 h™! (td=0.714 h).

FIGURA 6.10. Curvas de crecimiento de las levaduras autéctonas de la fermentacion
de cacao crecidas en YPD con pH modificado a 5.0 durante 24 h a 30 °C y 150 rpm

Se ha reportado que a medida que un medio tiene menor pH el crecimiento
de las levaduras es inhibido y que el pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras
varia de 4.5 a 6.5 (Uribe-Gutierrez, 2007; Nayyeri et al., 2017). También se ha
reportado que S. cerevisiae crece en un amplio rango de pH externo, sin embargo,
prolifera con mas rapidez en pH acido, siendo 4.0 el valor de pH éptimo (Serrano et
al., 2002; Yalcin y Ozbas, 2008).

De manera similar, los resultados reportados en esta investigacion muestran
que la cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-10 tolera bien pH 4.0 y 5.0, siendo la
condicion de pH 4.0 en la que presenta mayor crecimiento. La cepa de S. cerevisiae
Y-CTA-18-14 tolerd la condicion mas acida, sin embargo, debido a que esta cepa
no se adapto a la condicion de estrés con 4% de etanol, se descarta para su uso
futuro como cultivo iniciador, debido a que no podria tolerar las condiciones

presentadas durante la fermentacién de cacao.
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Por otro lado, la levadura P. kudriavzevii también puede tolerar estrés a
condiciones acidas hasta pH 1.5; sin embargo, al exponerse a ambientes acidos
extremos presenta crecimiento filamentoso, floculacién e incluso puede formar
pseudohifas induciendo diferenciacion morfologica (Ji et al., 2020). Los resultados
obtenidos en este estudio para P. kudriavzevii muestran que al incrementar el pH
de 3.0 a 5.0 hubo una disminucién en su crecimiento, siendo la condicion de pH 3.0
en la que se presenta un mayor valor de la velocidad especifica de crecimiento.

Al estar en ambientes acidos, las levaduras deben tener una respuesta
apropiada con el fin de proteger las macromoléculas y procesos metabdlicos
esenciales, dado que a pH bajo la protonacion influye en la carga de las moléculas
biolégicas como proteinas y enzimas afectando sus funciones y estructuras (Uribe-
Gutierrez, 2007; Lund et al., 2020). La tolerancia que presentan las levaduras al
estrés acido puede ser debido a varios factores, como la homeostasis del pH, la
produccion de arginina, la alteracion de la composicion de la membrana lipidica o

reacciones enzimaticas (Deprez et al., 2018; Guan y Liu, 2020; Ji et al., 2020).

En primera instancia, la homeostasis eficiente del pH intracelular influye en
la absorcion y utilizacién de nutrientes, degradacion de sustratos y en la sintesis de
proteinas y acidos nucleicos (Serrano et al., 2002; Guan y Liu, 2020; Lund et al.,
2020;). La homeostasis genera un gradiente de pH, el cual es favorable para las
levaduras acidotolerantes, dado que la energia que se consumiria para mantener
un pH neutral, se aprovecha para el crecimiento y metabolismo de la levadura bajo
condicion de estrés acido. Lo anterior, manteniendo el pH intracelular en valores
mayores respecto al pH extracelular para evitar la destruccién de la homeostasis de
pH (Deprez et al., 2018; Guan y Liu, 2020). Como segunda estrategia de tolerancia
a estrés acido se tiene el desencadenamiento de reacciones enzimaticas que
consumen protones, como reacciones de descarboxilacion, debido a que el protén
H* se incorpora como producto de reaccion de manera irreversible (Lund et al.,
2020). Por otro lado, se tiene la eliminacion de protones H* intracelulares mediante
el consumo de energia, accion que en las levaduras es realizada por la V-ATPasa,
una enzima encargada de translocar protones. Finalmente, las levaduras pueden

producir diversos compuestos que contribuyan a la neutralizacién del pH bajo, como

82



la arginina, sobre la cual se ha reportado tener un rol positivo en la proteccién de
levaduras como P. kudriavzevii del estrés acido (Matsushika et al., 2016; Ji et al.,
2020; Lund et al., 2020).

6.4. Caracterizacion metabdlica de las cepas de levadura aisladas de la

fermentacion del cacao

Con el fin de caracterizar metabdlicamente las cepas de levadura se evalud
su crecimiento en medio enriquecido con pectina durante seis dias, obteniendo

resultados sobre la actividad pectinolitica de las cepas.

6.4.1. Prueba de actividad pectinolitica

A partir del crecimiento de las levaduras en el medio enriquecido con pectina,
se identifico que solamente la cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-12 presento actividad
pectinolitica. Los resultados se pueden observar en la Figura 6.11. La variacion en
la actividad pectinolitica se puede deber a diferencias asociadas a la especie y
produccion enzimatica del microorganismo (Hurtado et al., 2020).

FIGURA 6.11. Levaduras autéctonas del cacao sembradas en medio enriquecido
con pectina incubadas durante seis dias a 30 °C
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Como se menciond con anterioridad, la unica cepa que presentd un halo de
degradacion de pectina fue S. cerevisiae Y-CTA-18-12, que ademas presento
crecimiento en casi todas las condiciones de estrés (a excepcion de 8% vivy 12 %
v/v de etanol), indicando su tolerancia al ambiente fermentativo del cacao. En lo que
respecta a la actividad pectinolitica, se obtuvo un halo de aproximadamente 6-8 mm
y un indice de degradacién (PDI) de 36 %. Hurtado et al., (2020), determinaron la
produccion de pectinasas por levaduras aisladas a partir de suelos y frutos,
identificando que solo el 9.6 % de las levaduras aisladas presentaron actividad
pectinolitica. Por otro lado, se ha reportado que la especie S. cerevisiae puede
presentar actividad pectinolitica y producir pectinasa durante la fermentacién de
cacao y de café (Koffi et al., 2018; Haile y Kang, 2019).

Las pectinasas son las responsables de la degradacion de las sustancias
pecticas que le brindan al cacao su textura viscosa, la secrecion de enzimas
pectinoliticas es esencial para el crecimiento de otros microorganismos
involucrados en la fermentacion de cacao, como las BAL y BAA, dado que la
reduccion de la viscosidad de la pulpa permite el ingreso de aire favoreciendo su
crecimiento (Crafack et al., 2014; Samagaci et al., 2014; Koffi et al., 2018). Por lo
tanto, la actividad pectinolitica es una caracteristica importante para la seleccion de

una levadura en un cultivo iniciador.

6.5. Caracterizacion funcional de las cepas de levaduras

Para caracterizar funcionalmente las levaduras se realiz6 una prueba
cualitativa para determinar su capacidad antifungica contra dos hongos productores
micotoxigénicos del género Aspergillus, los cuales fueron previamente aislados de
la etapas postcosecha del cacao por el grupo de investigacion (Hernandez-Medina,
2018).

6.5.1. Prueba de actividad antifungica de las levaduras sobre Aspergillus

flavus y Aspergillus carbonarius.

Los resultados de la prueba de confrontacion de los cultivos celulares de las
levaduras aisladas de la fermentacién de cacao contra las esporas de los hongos
A. carbonarius y A. flavus se presentan en la Tabla 6.2.
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La capacidad germinativa de A. carbonarius fue mayormente fue afectado
por las cepas de levadura de S. cerevisiae Y-CTA-18-14, P. ohmeri Y-CTA-18-15y
Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 Por otro lado, el crecimiento de A. flavus se afecto
por la accion de R. mucilaginosa Y-CTA-18-5 y Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16.
También, es posible observar que A. flavus muestra tener una mayor resistencia

que A. carbonarius a la accion inhibitoria de las levaduras.

TABLA 6.2. Confrontacion de las células de levadura contra los hongos toxigénicos
(30 °C durante 96 h)

Hongo Aspergillus | Aspergillus
Levadura flavus carbonarius
R. mucilaginosa Y-CTA-18-5 +- +
P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 + +
S. cerevisiae Y-CTA-18-10 + +
S. cerevisiae Y-CTA-18-12 + +
S. cerevisiae Y-CTA-18-13 + +
S. cerevisiae Y-CTA-18-14 + +-
P. ohmeri Y-CTA-18-15 + +-
Hanseniaspora spp. Y-CTA-18-16 +- +-

(+): crecimiento del hongo, (+-): poco crecimiento del hongo.

Se ha reportado que levaduras del género Pichia, Rhodotorula,
Scaccharomyces y Hanseniaspora pueden actuar como agentes de biocontrol
contra hongos téxigenicos como A. carbonarius, A. ochraceus y A. flavus mediante
la reduccion del crecimiento fungico (Romanens et al., 2019; Jaibangyang et al.,
2020; Lino de Souza et al., 2021). Las caracteristicas antagonicas de las levaduras
han sido atribuidas a diferentes mecanismos, entre los que destacan, los siguientes:

(i) la competicion de espacio y nutrientes, (ii) la inhibicion del crecimiento de micelios
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por la formacion de peliculas alrededor de las hifas, (iii) la produccidon de enzimas
involucradas en la degradacién de la pared celular fungica, (iv) la produccion de
toxinas Kkiller, (v) antibiosis y la produccién de compuestos organicos volatiles con
capacidad antifungica (Tryfinopoulou et al., 2020). Lino de Souza et al. (2021) y
Sopin et al. (2020) reportaron que las levaduras utilizadas en sus investigaciones
producen compuestos organicos volatiles con actividad antifungica, como el 2-metil-
1-butanol, 3-metil-1-butanol, 3-metilbutil acetato, etil octanoato y 2-nonanona.

Sin embargo, la accién inhibitoria de las levaduras sobre el crecimiento
micelial de los hongos no evita totalmente su esporulacién y proliferacion, sino que
previene la aparicion de la contaminacién por un periodo de tiempo limitado (Paster
et al., 1993; Tryfinopoulou et al., 2020). Resultados similares fueron obtenidos en
este estudio, donde es posible observar que el crecimiento de los hongos no fue
inhibido totalmente, sino que se afectd su capacidad de germinacion presentando

un desarrollo de hifas incompleto, tal como se muestra en la Figura 6.12.

FIGURA 6.12. Proliferacion completa e incompleta de los hongos a causa de la
accion de las levaduras
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Es importante resaltar que es necesario realizar mas estudios para
determinar el mecanismo mediante el cual las levaduras estudiadas actuan sobre la

germinacion de los hongos toxigénicos presentes en la fermentacién de cacao.

A continuacion, se discutiran los resultados obtenidos para las bacterias
acido lacticas.

6.6. Caracterizacion fisiolégica y metabdlica de las bacterias acido lacticas

Se caracterizaron cuatro cepas de Lactiplantibaciluis plantarum respecto a su
tolerancia a etanol, osmotolerancia, tolerancia a ambientes acidos y su capacidad
de metabolizar el acido citrico, esto, porque las funciones principales de las BAL en
la fermentacion de cacao son fermentar las glucosa y fructosa de la pulpa, y
metabolizar el citrato. Las cepas analizadas fueron estudiadas con anterioridad por
Cervantes llizaliturri (2019) reportando que presentan crecimiento a 37 °C,
metabolismo heterofermentativo, crecen en rangos de pH de 4 a 8, son haldfilas y
tienen actividad antifungica contra cepas toxigénicas como A. flavus, A. carbonarius

y A. ochraceus.

6.6.1. Pruebas de tolerancia a compuestos

Durante la fermentacion de cacao, las condiciones de estrés maximo que
comunmente se presentan durante la fermentacion de cacao cuando las BAL tienen
su metabolismo mas activo son 8 % v/v de etanol, 10 % p/v de fructosa y 15 % p/v
de glucosa, con un pH entre 4.0-5.0 (Romanens et al., 2019; Visintin et al., 2016).
Por ende, la adaptacion fisiologica de las cuatro cepas de BAL al ambiente de
fermentacion del cacao fue evaluada por el crecimiento que presentaron en 5, 10 y

15 % p/v de glucosa y fructosa, 6, 8 y 12 % v/v de etanol y pH 3.0, 4.0y 5.0.

De las cuatro cepas probadas, tres toleraron la condicion de 8 % v/v de
etanol, ninguna toleré 12 % v/v de etanol y tres toleraron las condiciones de fructosa
con 15 % p/vy 30 % p/v; las demas condiciones evaluadas fueron toleradas por las
cuatro cepas de BAL. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 6.13. El
crecimiento testigo se establecid teniendo en cuenta el crecimiento de las BAL en
medio MRS.
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FIGURA 6.13. Crecimiento de las bacterias acido lacticas autéctonas del cacao
sometidas a diferentes condiciones de estrés incubadas 24 h a 30 °C

A partir de los resultados se encontré6 que la mayoria de cepas de L.
plantarum son tolerantes a las concentraciones de fructosa y glucosa probadas, sin
embargo, el crecimiento de L. plantarum LAB-CTA-18-6 se inhibe al incrementar la
concentracion de fructosa. Esto se debe a que la cepa no fue tolerante a las
concentraciones de fructosa probadas, las cuales comprometen la turgencia celular
y por ende, las funciones esenciales de la bacteria (De Angelis y Gobbetti, 2004;
Sunny-Roberts y Knorr, 2008). Por otro lado, la cepa de L. plantarum LAB-CTA-1
crece mejor en presencia de 5y 15 % p/v de glucosa y fructosa en comparacion con
el testigo, con un aumento de crecimiento en un 15-25 %, esto se debe a que el
crecimiento de las bacterias se ve favorecido por los azucares (Viesser et al., 2020).
Las cepas L. plantarum LAB-CTA-18-3 y LAB-CTA-18-8 fueron osmotolerantes,
dado que a pesar de las condiciones hiperosmoéticas ( > 8% p/v de fructosa vy
glucosa) pudieron equilibrar las concentraciones extra e intracelulares de fructosa y
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glucosa como resultado de su consumo (Guchte et al., 2002; De Angelis y Gobbetti,
2004; Sunny-Roberts y Knorr, 2008), resultados similares fueron encontrados por
Visintin et al., (2016) quienes reportaron que todas las bacterias acido lacticas que
aislaron y probaron presentaron crecimiento en 30 % p/v de glucosa y fructosa.

El etanol es generalmente considerado como uno de los principales
inhibidores del crecimiento bacteriano. Generalmente, una concentracion de 6 % v/v
de etanol puede inhibir el crecimiento de las BAL (Chen et al., 2020), sin embargo,
las cuatro cepas de L. plantarum mantuvieron su viabilidad celular bajo esa
condicion de estrés. Con el aumento de la concentracion de etanol a 8 % v/v, sdlo
se afectd la viabilidad celular de L. plantarum LAB-CTA-18-6 inhibiendo su
crecimiento, sin embargo, también se ha reportado que L. plantarum puede tolerar
esta condicion de estrés (van Bokhorst-van de Veen et al.,, 2011). Al probar la
condiciéon de 12 % v/v de etanol, se observo que el crecimiento de las cuatro cepas
de BAL fue inhibido, dado que no pudieron mantener su estabilidad celular (Alegria
et al., 2004; Visintin et al., 2016).

Se ha reportado que el efecto téxico del etanol sobre L. plantarum causa
cambios en su morfologia celular, volviendo a las células rugosas y sin forma.
Ademas, afecta la fluidez, estructura y permeabilidad de la membrana celular,
dafando su funcién (Chen et al., 2020). Por otro lado, el etanol reduce la biosintesis
de acidos grasos y por ende afecta la organizacién de los lipidos y estabilidad de la
membrana, disminuyendo los niveles de acido oleico e incrementando los niveles
de acido palmitico, estearico y linoleico (van Bokhorst-van de Veen et al., 2011).
También se ha reportado que la respuesta central al estrés por etanol inducido en
L. plantarum causo la activacion del metabolismo del citrato. Lo anterior puede ser
explicado por el potencial de membrana y los efectos de la generacion de gradiente
de pH, los cuales pueden contribuir al suministro de energia celular (van Bokhorst-
van de Veen et al., 2011).

A medida que se incremento el pH, el crecimiento de las BAL increment¢;
esto quizas es debido a que la mayoria de bacterias acido lacticas son neutrofilas,
y presentan un pH 6ptimo de crecimiento de 5.0 a 9.0 (Guchte et al., 2002). Por lo
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tanto, al disminuir el pH el crecimiento de las BAL es afectado. Esto concuerda con
lo reportado por Alegria et al., (2004), en su estudio, al disminuir el pH de 4.7 a 3.3
la poblacion celular disminuyé un 24 %, posteriormente, con un pH de 3.2 se
disminuyo la poblacién de L. plantarum en un 50 %. Por otro lado, Fu y Mathews,
(1999) reportaron que el crecimiento de L. plantarum es afectado cuando es crecido
en condiciones debajo de pH 4.0, teniendo una tasa de crecimiento mas lenta, estos
resultados son contrarios a los obtenidos para la cepas estudiadas, indicando que
tienen la capacidad de resistir valores de pH por debajo de su pH éptimo de

crecimiento.

Al estar en ambientes acidos, es decir, con pH bajo, la pared y membrana
celular de L. plantarum se daian, afectando la homeostasis del pH y el potencial de
membrana. La acidificacion interna que se presenta reduce la actividad de las
enzimas acido-sensitivas, desnaturaliza las proteinas y causa dafos en el ADN. En
general, el estrés acido afecta todo el metabolismo celular, conllevando al
agotamiento de energia y por ende a la muerte celular (Guchte et al., 2002;
Papadimitriou et al., 2016).

6.6.2. Prueba de metabolismo de acido citrico

La conversion de acido citrico es una de las funciones principales de las
bacterias acido lacticas durante la fermentaciéon de cacao dado que permiten la
regulacion del pH de la pulpa de cacao, asegurando un mejor crecimiento y
estabilidad de los microorganismos presentes en el proceso fermentativo (Lefeber
et al., 2010; Fonseca Blanco et al., 2020;). Los resultados obtenidos de la prueba
de consumo de acido citrico se presentan en la Figura 6.14, en esta se puede
observar que las cepas de L. plantarum BAL-CTA-18-1, L. plantarum BAL-CTA-18-
6 y L. plantarum BAL-CTA-18-8 presentan colonias con formacion de un complejo
azul como resultado de la degradacion del citrato. Se ha reportado que la especie
L. plantarum puede metabolizar el acido citrico, lo cual explica la presencia de estas
bacterias en las etapas de la fermentacion (Camu et al., 2007).
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FIGURA 6.14. Resultado de la prueba de metabolismo de acido citrico de las
bacterias acido lacticas autéctonas del cacao

Los resultados de las pruebas de produccion de acetoina y CO> realizadas
para indicar cual ruta metabdlica de citrato tienen las cepas de BAL de este estudio
se muestran en la Figura 6.15 y la Tabla 6 respectivamente. Se observa que L.
plantarum LAB-CTA-18-6 fue la cepa con mayor produccion de acetoina, mientras
que L. plantarum LAB-CTA-18-1 tiene una escasa produccion; las demas cepas, no
presentan produccion de acetoina a partir del citrato. Por otro lado, las cuatro cepas
producen COg, siendo L. plantarum LAB-CTA-18-3 la cepa que produce este gas en
menor cantidad a partir del citrato.

FIGURA 6.15. Resultados de la prueba de produccion de acetoina; A: L. plantarum
LAB-CTA-18-1; B: L. plantarum LAB-CTA-18-3; C: L. plantarum LAB-CTA-18-6; D: L.
plantarum LAB-CTA-18-8

TABLA 6.3. Resultados de la produccion de CO; a partir del citrato (48 h a 30 °C)

BAL Produccién de CO»
L. plantarum LAB-CTA-18-1 +
L. plantarum LAB-CTA-18-3 -
L. plantarum LAB-CTA-18-6 +
L. plantarum LAB-CTA-18-8 +

(+): Indica produccion de COz; (-): No hay producciéon de CO2
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Las BAL tienen dos rutas principales para el consumo de citrato, en primera
instancia (ruta ) se tienen las cepas que no producen COg, las cuales conducen a
la produccién de acido succinico; en la segunda ruta (ruta Il) las BAL producen gas
y acetoina. Por otro lado, las BAL que producen CO- pero no acetoina, no utilizan
completamente la segunda ruta, teniendo como producto metabdlico acetaldehido
o acido lactico (Camu et al., 2007; Ouattara et al., 2016).

Se ha reportado que las bacterias acido lacticas heterofermentativas pueden
metabolizar el citrato tanto a acetoina, como a acido lactico (Lefeber et al., 2011);
incluso se ha reportado que las cepas heterofermentativas pueden convertir el acido
citrico a acido lactico con mas eficiencia que los carbohidratos, siendo la posible
causa del consumo rapido de acido citrico que puede acelerar el proceso de
fermentacion (Pereira et al., 2012; Ouattara et al., 2016;). Teniendo en cuenta que
la presencia de la acetoina, acido lactico o acetaldehido son de interés para la
fermentacion de cacao, las cepas que los producen podrian formar parte de un
cultivo iniciador (Lefeber et al., 2011; Menezes et al., 2016; Magalhdes da Veiga
Moreira et al., 2017).

En los resultados obtenidos en este estudio, se encontré que L. plantarum
LAB-CTA-18-1 metaboliza débilmente el acido citrico, produce gas y tiene una
produccion moderada de acetoina, indicando que probablemente sigue la ruta Il; la
cepa de L. plantarum LAB-CTA-18-3 produce gas levemente y no produce acetoina,
esto es resultado de que la bacteria no metaboliza el citrato, sin embargo, para la
formulacién de un cultivo iniciador es importante tener en cuenta que esta cepa tiene
propiedades antifungicas y resistencia al estrés. La unica cepa que metabolizo el
acido citrico en acetoina y COg, fue L. plantarum LAB-CTA-18-6, por lo cual, esta
cepa presuntivamente sigue la ruta Il. Finalmente, la cepa de L. plantarum LAB-
CTA-18-8 es productora de CO2 pero no de acetoina, indicando que sus productos

metabdlicos pueden ser el acido lactico o el acetaldehido.

92



6.7. Caracterizacion fisiolégica de las bacterias acido acéticas aisladas de

la fermentacion de cacao

Se caracterizaron cuatro cepas de bacterias acido acéticas (BAA) respecto a
su tolerancia a acido lactico, a diferentes condiciones de pH y a su termoresistencia.
De las cuatro cepas, tres son de la especie A. pasterianus y una pertenece a la
especie A. malorum. Estas cepas de BAA fueron aisladas de un proceso de
fermentacion de cacao en Comalcalco, Tabasco, cosecha 2018-2, por el grupo de
trabajo de Tecnologia de Alimentos de la UNIDA- ITVER. La identificacion molecular
fue realizada en la Universidad de Montpellier por Farrera (2020).

6.7.1. Pruebas de tolerancia a compuestos

La adaptaciéon fisiologica de las cuatro cepas de BAA al ambiente de
fermentacion del cacao se evalud por la resistencia al estrés al que se exponen
cuando su metabolismo esta mas activo durante la fermentacion de cacao; en esta
etapa de la fermentacion, las concentraciones de acido lactico tienen valores
cercanos al 2 % v/v, el pH del medio alcanza valores entre 4.1y 5.0, y la temperatura
de la masa fermentativa esta por encima de los 40 °C (Yao et al., 2014; Visintin et
al., 2016). Por ende, se evaluaron condiciones de estrés de acido lactico de 1, 2y

4 % vlv, pH con valores de 4.0, 5.0 y 6.0, y temperaturas de 40, 45y 50 °C.

El crecimiento testigo se establecio teniendo en cuenta el crecimiento de las
BAA en medio GEA. Las cuatro cepas estudiadas presentaron tolerancia a la
condicion de 1% v/v de acido lactico, pero al aumentar la concentracion del acido a
2y 4 % vlv el crecimiento de las bacterias fue inhibida, resultados similares fueron
reportados por Visintin et al. (2016) quienes al exponer cepas de A. pasterianus a
concentraciones similares de acido lactico reportaron una inhibicion en su
crecimiento considerablemente. Por otro lado, se observé una disminucion en el
crecimiento de A. pasterianus BAA-CTA-18-4 cuando el medio de crecimiento fue
ajustado a un valor de pH 4.0, y que, al incrementar el pH hasta 6.0 su crecimiento
aumento. Las demas cepas, toleraron las condiciones de pH, observandose que al
incrementar el pH el crecimiento de las bacterias se ve favorecido. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 6.16.
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FIGURA 6.16. Crecimiento de las bacterias acido acéticas autéctonas del cacao
sometidas a diferentes condiciones de estrés (AL: Acido lactico; incubadas 24 h a
30 °C)

El valor inicial de pH del medio de crecimiento afecta las funciones celulares,
asi como el consumo de nutrientes, por esta razon, al incrementar el pH las BAA
aumentaron su concentracion celular, dado que el rango de pH 6ptimo para el
crecimiento de las BAA esta entre 5.0-6.5 (Arifuzzaman et al., 2014; Gerard, 2015).
De manera similar, se ha reportado que las bacterias de la especie A. pasterianus
presentan crecimiento positivo en rangos de pH desde 4.5 a 7.0 y que con pH en
valores de 3.0 su crecimiento es inhibido (Chen et al., 2011; Arifuzzaman et al.,
2014). Hwang et al. (1999) también cultivaron BAA bajo diferentes condiciones pH

(4.0-6.0) obteniendo que la masa celular aument6 a medida que el pH ascendio.

A causa del incremento de la concentracion de acido lactico el crecimiento
de las BAA disminuyd, indicando que las cepas no presentan resistencia a
concentraciones de acido lactico por encima de 2 % v/v. Visintin et al. (2016), en su
estudio de caracterizacion fisioldgica de las bacterias acido acéticas aisladas de la
fermentacién de cacao en Africa reportaron que el incremento de la concentracion

de acido lactico actu6 como un factor limitante para el crecimiento de A. pasterianus.
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Se ha reportado que las bacterias acido acéticas del género Acetobacter
pueden oxidar el acido lactico, dado que tienen las enzimas necesarias para realizar
la oxidacion (Gerard, 2015). La mayoria de las cepas de A. pasterianus puede
utilizar el acido lactico como fuente de carbono y de energia; primero, el acido lactico
es convertido a piruvato por la accion de la enzima lactato deshidrogenasa,
después, la piruvato descarboxilasa (Piruvato descarboxilasa; EC 4.1.1.1) se
encarga de convertir el piruvato a acetaldehido y finalmente el acetaldehido es
oxidado a acido acético por la accion de la enzima aldehido deshidrogenasa. La
piruvato descarboxilasa es la enzima principal del metabolismo oxidativo de las BAA
(Chandra Raj et al., 2001; Gerard, 2015). También es posible que el acido lactico
sea oxidado a acetoina, cuando se obtiene el acetaldehido, este se puede unir a
otra molécula de acetaldehido para formar la acetoina. Otra ruta metabdlica para la
produccion de acetoina es la descarboxilacion del acetolactato a partir de dos
moléculas de piruvato. En todas las rutas metabdlicas, la actividad de las
deshidrogenasas durante la oxidacion del lactato genera electrones que entran a la
cadena de electrones localizada en la membrana citoplasmatica (Moens, Lefeber, y
Vuyst, 2014).

Por otro lado, con un incremento en la concentracion de acido lactico en el
medio de crecimiento la proliferacion de A. pasterianus fue inhibida. Lo anterior se
debe a los efectos toxicos del acido lactico que estan relacionados con el ingreso
de la forma no disociada del acido por la membrana plasmatica. La difusion del acido
interfiere en los gradientes de protones, incrementando su concentracion, esto cual
interrumpe los procesos de membrana y lleva a la muerte celular (Shafiei et al.,
2013; Yin et al., 2017).

6.7.2. Prueba de termoresistencia

Los resultados de la prueba de adaptaciéon a diferentes temperaturas de las
bacterias acido acéticas se muestran en la Tabla 6.4. Las cuatro cepas de BAA
fueron resistentes a las condiciones de temperatura de 40 °C y 45 °C, sin embargo,
con un incremento de la temperatura a 50 °C la unica cepa que presento

termoresistencia fue A. pasterianus BAA-CTA-18-3.
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TABLA 6.4. Crecimiento de las BAA a diferentes temperaturas (24 h de incubacion
en medio GEA)

Bacteria acido acética Termoresistencia
40 °C 45 °C 50 °C

A.pasterianus BAA-CTA-18-1
A.malorum BAA-CTA-18-2
A.pasterianus BAA-CTA-18-3
A.pasterianus BAA-CTA-18-4 + -

(+): indica que hay crecimiento; (-): indica que no hay crecimiento

+ |+ |+

+ 4|+ |+

La termoresistencia de las BAA disminuyé con el incremento de la
temperatura de incubacion. Se han reportado efectos similares sobre la capacidad
de crecimiento de las BAA en relacion con el aumento de la temperatura. Coulibaly
et al. (2018), aislaron BAA de la fermentacion de cacao para determinar su
termoresistencia, encontrando que 117 cepas de BAA crecieron a 40 °C, y que al
incrementar la temperatura a 45 °C, solo 26 bacterias tuvieron la capacidad de
crecer, y finalmente, a 50 °C solo seis cepas bacterianas presentaron
termoresistencia. Yao et al. (2014), encontraron que las bacterias acido acéticas
gue aislaron de la fermentacion de cacao en Costa de Marfil fueron termoresistentes
ya presentaron la habilidad de crecer a 45 °C. Konate et al. (2014) aislaron cinco
cepas de A. pasterianus termoresistentes de vino de palma africano, observando
que al incrementar la temperatura de los cultivos de 30 a 39 °C, solo dos cepas
presentaron crecimiento. Resultados similares fueron obtenidos por Kanchanarach
etal. (2010), quienes en su aislamiento y caracterizacion de cepas de A. pasterianus
encontraron que solo dos cepas aisladas de maracuya y uva presentaron resistencia
a temperaturas de 41 °C. Por otro lado, Es-sbata et al. (2020) aislaron, detectaron
y caracterizaron molecularmente cepas de A. malorum de frutos de cactus marroqui,
encontraron que cinco cepas de A. malorum presentaron resistencia a 37 °C y que
solo una cepa pudo tolerar la condicién de 40 °C, indicando que esta cepa presentd

una mayor la termoresistencia.

En relacion con lo anterior, se ha reportado que la capacidad de las BAA de
ser termoresistentes es resultado de la adaptacion de las cepas a las condiciones
de fermentacion y el ambiente del cual son aisladas (Coulibaly et al., 2018). Esto,

puede ser debido a que el mecanismo de termoresistencia esta relacionado con el
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desarrollo de mutaciones genéticas en el genoma de las especies mesofilicas
permitiéndole a las bacterias sobrevivir a incrementos en la temperatura de 5 a 10
°C en comparacion a su temperatura éptima de crecimiento (Es-sbata et al., 2020).
Sin embargo, cuando las cepas bacterianas no presentan crecimiento con el
incremento de la temperatura se debe a que las altas temperaturas pueden
desnaturalizar enzimas esenciales y causar dafios en la membrana celular
conllevando a la distribucion de los constituyentes celulares, y por lo tanto, estos
factores limitantes restringen el crecimiento de las células de BAA (Chen et al.,
2016).

6.8. Seleccion de consorcios microbianos para la fermentacién de cacao

Con el proposito de seleccionar los cultivos iniciadores para obtener
fermentaciones de cacao controladas y a partir de los resultados obtenidos en la
investigacion se tiene que los microorganismos formadores del consorcio deben
soportar las condiciones a las que estan expuestos durante la fermentacién de
cacao, también, se debe tener en cuenta que los microorganismos seleccionados

formen parte de las especies dominantes durante el proceso fermentativo.

Generalmente, los microorganismos utilizados como in6culo definido para la
fermentacién de cacao debido a su adaptacién al proceso fermentativo son S.
cerevisiae, P. kidravzevii, P. kluyveri, H. spp, L. fermentum, L. plantarum, y A.
pasterianus (Lefeber et al., 2011; Vinicius et al., 2012; Crafack et al., 2014; Batista
et al., 2015; Romanens et al., 2020). Con base en los resultados obtenidos de las
pruebas de caracterizacion, metabdlicas y funcionales se proponen tres cultivos
iniciadores para futuras aplicaciones para dirigir el proceso de fermentacion de
cacao. Es importante tener en cuenta que la resistencia a las condiciones de estreés,
en conjunto con la presencia de actividades enzimaticas especificas, son criterios
importantes para elegir cepas microbianas apropiadas para la formulacion de
cultivos iniciadores para la fermentacion de cacao (Visintin et al., 2016). Es
importante resaltar que las cepas fueron seleccionadas bajo las condiciones de
estrés del ecosistema de la pulpa de cacao.
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Con respecto a las levaduras los factores de importancia para su seleccion
son la actividad pectinolitica, la resistencia a condiciones de estrés de etanol, acido
lactico y pH. Como resultado, se seleccionaron cuatro cepas, de las cuales dos son
de la especie S. cerevisiae, una de P. kudriavzevii y una de Hanseniaspora spp. La
cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-12 se seleccion6 debido a que presenta actividad
pectinolitica (actividad importante para la degradacion de la pulpa de cacao). La
cepa de S. cerevisiae Y-CTA-18-13 es seleccionada por su tolerancia sobresaliente
a la condicién de 8 % v/v de etanol. La levadura P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 es
seleccionada debido a su marcada tolerancia al acido lactico, y a ambientes acidos.
Por ultimo, la cepa de Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16 se selecciona como
candidata del cultivo iniciador debido a que presenta buena tolerancia al acido
lactico, y tiene un efecto sobre la germinacion de A. carbonarius y A. flavus.

Las bacterias acido lacticas seleccionadas como candidatas para la
formulacion de un cultivo iniciador deben ser acido tolerantes, osmotolerantes
tolerantes a etanol, y utilizar citrato como fuente de carbono y energia. Por otro lado,
es importante tener en cuenta que la actividad antifungica presentada por algunas
cepas de BAL también es importante para la inocuidad de los granos de cacao. En
relacion con lo anterior, L. plantarum LAB-CTA-18-3 fue seleccionada porque
presenta actividad antifungica, tolera la condicion de 8 % v/v de etanol, y resiste a
pH entre 4.0 y 5.0. Por otro lado, la cepa de L. plantarum LAB-CTA-18-6 metaboliza
el acido citrico a acetoina, tolera 6 % v/v de etanol y valores de pH en el rango de
4.0-5.0 La cepa de L. plantarum LAB-CTA-18-8 también metaboliza el acido citrico
teniendo como productos acetaldehido o acido lactico, también tolera 8 % v/v de
etanol y pH entre 4.0 y 5.0, ademas, esta cepa es osmotolerante, ya que puede
crecer en condiciones de glucosa y fructosa al 15 % p/v. Debido a que se tienen dos
cepas que pueden metabolizar el acido citrico y a que producen diferentes
metabolitos, se puede utilizar cualquiera de estas dos cepas o una combinacion de

estas, segun lo que se requiera en la fermentacion.

Finalmente, para la seleccion de las bacterias acido acéticas que forman

parte de un cultivo iniciador es importante que sean tolerantes a ambientes con pH
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acido, al acido lactico y a temperaturas por encima de 40 °C. Se seleccion¢ la cepa
de A. pasterianus BAA-CTA-18-3, debido a que oxida el acido lactico, tolera pH
hasta 6.0 y resiste a temperaturas altas (50 °C), lo cual hace que esta esta cepa de
BAA sea adecuada para ser considerada en el cultivo iniciador para la fermentacion
del cacao.
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7. CONCLUSIONES

Se caracteriz6 bioquimica, fisioldgica y metabolicamente las levaduras aisladas
del proceso de fermentacion de cacao y se encontré que S. cerevisiae Y-CTA-18-2
fue la unica cepa que mostro actividad pectinolitica, S. cerevisiae Y-CTA-18-13
toleré etanol al 8 % viv 'y pH 3.0-5.0; P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 tuvo mayor
tolerancia a pH 4.0 y concentraciones de acido lactico, y finalmente, Hanseniaspora
Y-CTA-18-16 tolera el acido lactico y presuntivamente afecta el crecimiento de
hongos toxigénicos.

Se seleccionaron las bacterias acido lacticas L. plantarum LAB-CTA-18-3 debido
a que presenta resistenciaa 6, 8 y 12 % v/v de etanol, a 5, 10 y 15 % p/v de fructosa
y glucosa y pH 4.0 y 5.0, ademas, tiene actividad antifungica, L. plantarum LAB-
CTA-18-6 se selecciond porque tolera concentraciones de etanol de 6 % viv y
metaboliza el acido citrico a acetoina, y por ultimo, la cepa de L. plantarum LAB-
CTA-18-8 también se propone debido a que resiste a las condiciones de estrés que
se evaluaron y también tiene la capacidad de degradar el acido citrico produciendo
acetaldehido o acido lactico.

Se caracterizaron fisiologicamente las bacterias acido acéticas y se encontro que
A. pasterianus BAA-CTA-18-3 fue mas termoresistente y tuvo una mayor resistencia

a pH 4.0y 5.0, indicando su potencial para ser incluida en el cultivo iniciador.

Se plantearon tres cultivos iniciadores mixtos conformados por las levaduras S.
cerevisiae Y-CTA-18-12, S. cerevisiae Y-CTA-18-13, P. kudriavzevii Y-CTA-18-9 y
Hanseniaspora spp Y-CTA-15-16 bacterias acido lacticas L. plantarum LAB-CTA-
18-3 y L. plantarum LAB-CTA-18-6, y una cepa de bacteria acido acética de la
especie A. pasterianus BAA-CTA-18-3.

El estudio de seleccidn permitié tener una mejor panoramica sobre la adaptacion

que pueden presentar las levaduras, BAL y BAA al estar expuestas al ambiente
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fermentativo del cacao, seleccionando asi, diferentes cepas de cada grupo

microbiano como potenciales candidatos para la formulacion de cultivos iniciadores.
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8. RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

Identificacion molecular de las cepas aisladas de levaduras y de bacterias
acido lacticas mediante técnicas de biologia molecular.

Realizar mas estudios sobre la capacidad antifungica de las levaduras
aisladas de la fermentacién de cacao, por ejemplo, realizar pruebas de
confrontacion con los extractos libres de células y estudiar la naturaleza
quimica de los compuestos antifungicos presentes en éste.

Evaluar la eficiencia de la aplicacion del cultivo iniciador como biocontrol
sobre el crecimiento de los principales hongos toxigénicos presentes en la
cadena productiva del cacao.

Aplicar los cultivos iniciadores en la fermentacion de cacao a escala
laboratorio e industrial para evaluar su efecto en el proceso fermentativo y en

los parametros de calidad resultante de los granos de cacao.
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10. APENDICE

10.1. Resultado de la identificaciéon por APl 50 CHL en el programa
APIWEB™ realizadas a las bacterias aisladas del cacao
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10.1.2. Candida sphaerica Y-CTA-18-2

125



10.1.3.  Candida utilis Y-CTA-18-3
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10.1.4. Candida utilis Y-CTA-18-4
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10.1.5. Rhodotorula mucilaginosa Y-CTA-18-5
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10.1.6.  Candida utilis Y-CTA-18-6
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10.1.7.  Candida utilis Y-CTA-18-7
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10.1.8. Candida sphaerica Y-CTA-18-8
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10.1.9.  Pichia kudriavzevii Y-CTA-18-9
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10.1.10. Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-10
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10.1.11. Candida utilis Y-CTA-18-11
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10.1.12. Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-12
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10.1.13. Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-13
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10.1.14. Saccharomyces cerevisiae Y-CTA-18-14
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10.1.15. Pichia ohmeri Y-CTA-18-15
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10.1.16. Hanseniaspora spp Y-CTA-18-16

139



	oficio-autorización-tesis-Natali-firmado 2 _unlocked.pdf
	Tesis-Natali-Hernandez-Parada-vfinal-280521.pdf

