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RESUMEN

Desde tiempos ancestrales, la relacién entre México y el cacao ha sido muy estrecha
y, aunque en las ultimas décadas el peso relativo del pais azteca en el mercado
mundial de este producto ha disminuido de forma considerable, recientemente se
han iniciado politicas dirigidas a reactivar la importancia de este cultivo y su
procesado. En este sentido, el hecho de que la variedad mayoritariamente
implantada en las regiones cacaoteras del pais sean la de fino aroma, reconocidas
como de superior calidad, supone un claro incentivo y alienta a competir con las
zonas actualmente dominantes no en términos de cantidad, sino de calidad.

La obtencidn de un producto final de calidad depende de un variado nimero
de factores, entre los que, ademas de la variedad agricola, también es necesario
considerar el procesado al que se somete el cacao. Las etapas de transformacién
son diversas, destacando en gran medida la de fermentacién, no sélo por situarse
al inicio, sino porque en ella se adquieren gran parte de las caracteristicas que van
a condicionar las fases posteriores. En un alto porcentaje, la consecucion de dichas
caracteristicas es funcién de la microbiota presente a lo largo de toda la
fermentacién. Tanto la identidad de las poblaciones microbianas participantes,
como la naturaleza de sus acciones, determinan la bondad del producto
fermentado. Aunque muchos de los aspectos microbianos son comunes a todos los
procesos y se pueden, por tanto, considerar como universales, existe una fraccion
relativamente importante que se encuentra condicionada por las particularidades
de cada proceso, ya sean de tipo agrondmico, geografico o logistico. Es por esta
razdon que se hace necesaria la elucidacién de las singularidades de cada proceso en
relacion con el microbioma asociado. Los resultados obtenidos en el presente
trabajo ratificaron este patrén, dado que la naturaleza genérica de las poblaciones
actuantes coincidié con lo descrito en bibliografia, dominancia secuencial de
levaduras, bacterias del acido lactico y bacterias del acido acético, pero apuntaron
a la existencia de rasgos propios en cuanto a la identidad de algunas de las especies
protagonistas. Asi, Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora opuntiae, levaduras
habitualmente referenciadas, compartieron protagonismo con Kazachstania
humilis, especie menos frecuente en papeles protagonistas. De forma similar, entre
las bacterias del acido lactico, aparecieron Lactobacillus fermentum y Lactobacillus
plantarum, pero no como representantes mas destacados, ya que en este caso tal
funcién le correspondié a Lactobacillus cacaonum. Entre las bacterias del acido

Resumen/Abstract 3|Pagina



Estudio del proceso de fermentacion de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

acético, fue Acetobacter pasteurianus la especie que, de forma casi absoluta,
ostentd el protagonismo dentro de este grupo. Si bien esta acetobacteria suele
citarse entre las tipicas en la fermentacidn del cacao, no lo es tanto que los niveles
cuantitativos de su presencia copen la practica totalidad de esta comunidad. A las
especies mencionadas habria que afiadir otras tres no identificadas, pero que
evolutivamente se ubicaron préximas a bacterias del acido lactico y bacterias del
acido acético, y que, por su abundancia relativa, parecen desempefar un papel
importante en la fermentacidn, especialmente en la etapa inicial.

El procesado de los datos obtenidos también ha confirmado la interrelacién
entre las distintas comunidades microbianas y los principales eventos metabdlicos,
con la existencia de dependencias entre consumo de fuentes nutricionales y
acumulacidn de metabolitos con microorganismos especificos. Adicionalmente, los
analisis realizados también pusieron de manifiesto la clara evolucidn cronolégica
con la que se desarrolla el proceso, estableciendo dos etapas claramente
diferenciadas, y subetapas dentro de ellas.

El presente estudio, ademas de verificar la idoneidad del proceso fermentativo
ejecutado en cuanto a las caracteristicas del producto final obtenido, ha permitido
establecer la naturaleza de la comunidad microbiana actuante, asi como la
importancia relativa de cada una de las especies participantes en relacion con las
transformaciones que el cacao experimenta a lo largo de la fermentacién. Este
conocimiento sera aprovechado en un futuro para optimizar aun mas esta etapa
mediante estrategias de inoculacién que puedan, a través de la accidn de especies
concretas, dotar al producto con matices diferenciadores que confieran un valor
afiadido al producto generado.
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ABSTRACT

Association between Mexico and cocoa has been much closed from ancient times.
Although during last decades the relative importance of this country in the global
market has decreased significantly, policies leading to the reactivation of its
cultivation have been recently implemented. In this sense, it provides an incentive
the fact that the cacao variety established in the cocoa-growing regions of the
country is “Criollo”, which is recognised as a fine aroma variety with higher quality
properties. Thus, competition with other producers can be achieved through
quality rather than quantity.

The quality of the final product is depending on several factors, among them,
agronomic variety and processing methodologies. There are different phases of
processing, fermentation being one of the most oustanding, both because is at the
start of the transformation and determines the acquisition of correct properties for
further developments. To a large extent, this last fact is conditioned by microbial
communities present through the process, namely species identities and metabolic
activities. While many microbiological features of the fermentation can be assumed
as universal, others are influenced by idiosyncrasies of each process wether of a
agronomic, geographic or logistic kind, which makes it neccesary for producers to
elucidate the microbial singularities of every process. Results here described
confirmed this profile, since they combined some characteristics previously
referred in literature, as in the case of the sequence of the microbial communities
throughout the fermentation (yeasts, lactic acid bacteria and acetic acid bacteria),
with specific features concerning the identity of some dominating species. Thus,
typical yeast species associated to cocoa fermentation as Saccharomyces cerevisiae
and Hanseniaspora opuntiae shared protagonism with Kazachstania humilis, which
is rather rare. Similarly, Lactobacillus cacaonum was the most prominent
representative of lactic acid bacteria, instead of the more usual L. fermentum and
L. plantarum. Among acetic acid bacteria, Acetobacter pasteurianus was almost the
only relevant member of this group. Although this is one of the species tipically
associated to the cocoa fermentation, such dominance is unusual. Finally, three not
assigned OTUs but evolutionarily closed to lactic and acetic acid bacteria seemed
to play a prevalent role on account their relative abundances, especially at the
beginning of the fermentation.
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The analysis of the results also ratified the connection between microbial
communities and main metabolic changes. Thus, correlations between nutritional
sources and accumulation of metabolites and specific microorganisms were
detected. Moreover, the statistical treatment of the data revealed a clear
chronological pattern, with the establishment of two main different phases and
sub-phases within them.

The present study verified the adecuacy of the performed process regarding
the final properties of the fermented product and it has allowed bringing light into
the composition of the significant microbial community and the participation of
every microorganism in ongoing tranformations that cacao beans suffer. Such
knowledge will be used to optimize even more this fermentation stage by means of
inoculation strategies that add new singular nuances and higher value to cocoa.
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1.1. CACAO: EL ALIMENTO DE LOS DIOSES.

El origen de la planta de cacao como cultivo se remonta probablemente al siglo V-
V de nuestra era, aunque la antecesora a partir de la cual surgié la especie citada,
tras numerosos procesos de entrecruzamiento y selecciéon puede datarse incluso
35.000 anos atras (Verna, 2013). Fueron los olmecas los que, en principio,
comenzaron a consumir productos elaborados a partir del fruto de cacao, y los que
le dieron nombre, kakawa (Kaufman y Justeson, 2007). Con posterioridad, lo mayas
tomaron su relevo en la elaboracién una bebida a la que denominaban “Xocolatl” a
partir de las vainas secadas, molidas y disueltas en agua. El producto resultante, de
un fuerte sabor amargo, ejercia un efecto estimulante y vigorizante, muy apreciado,
no sélo por la poblacién maya, sino también por el pueblo azteca, tras su conquista
sobre los primeros. La consideraciéon en la que tenian este producto, al que
asignaban origen divino y efectos medicinales (Dillinger et al., 2000), alcanzaba tal
medida, que su consumo quedaba restringido a guerreros y autoridades politicas y
religiosas, e incluso le dieron rango de moneda de cambio (Christopher, 2013),

consideracion que se mantuvo incluso hasta el siglo XIX (Wood y Lass, 2008).

Figura 1.1. Grabado en el que se representa el consumo de productos derivados del cacao en
la cultura maya (https://www.thesacredscience.com/an-ancient-maya-chocolate-recipe-

for-romance/).
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La llegada de Cristdbal Coldn a América propicid el primer contacto entre la
cultura europea y el cacao, si bien fue Hernan Cortés el que hizo llegar las semillas
al viejo continente, tras familiarizarse con la bebida generada a partir del cacao en
la corte de Moctezuma, de quien se dice que consumia grandes cantidades de ella
(Verna, 2013). Los fuertes lazos de conexién entre Espafia y América favorecieron
una rapida expansiéon de la bebida de cacao por la Peninsula Ibérica y, con
posterioridad, por toda Europa. No obstante, los gustos europeos forzaron cambios
en los aditivos incorporados a la bebida, optando por azlcar, canela o vainilla, en
lugar de especias picantes (Cidell y Alberts, 2006). Esta version suavizada se hizo
popular entre las clases pudientes, llegando a ser comun en las cortes europeas, y
haciendo que el naturalista sueco Carl von Linné diera el nombre de Alimento de
los dioses, Theobroma cacao, a la planta.

Dos hitos principales marcan la universalizacion del chocolate (Figura 1.2.),
facilitando su consumo a clases mads populares: el desarrollo del motor de vapor en
el siglo XVIII, que propicid la mecanizacidn en el proceso de molturacidn del cacao,
y la invencién de la prensa de cacao por parte del quimico holandés Coenraad Van
Houten, que permitié la separacion entre las fracciones del cacao, polvo y manteca,
hecho que dio lugar al nacimiento de lo que actualmente conocemos como
chocolate (Ozturk y Young, 2017).

Invencién de la prensa de cacao

é? Primeras evidencias del 1828 d.d.C.

Inicio de la consumo del cacao
del (Comunidad Mokaya) Comunidad Olmeca Comunidad Maya Comunidad Azteca
arbol del cacao 1900 a.d.C. 1800-400 a.d.C. 1000 a.d.C.-1521 d.d.C. 1000 a.d.C.-1521 d.d.C.

. Cortés lo trae
- - a Europa CHOCOLATE
BEBIDAS DERIVADAS DEL CACAO 1521d.d.C. lI

2000 a.d.C. 1500 a.d.C. 1000 a.d.C. 500 a.d.C. a.d.C.-d.d.C. 500d.d.C. 1000 d.d.C. 1500 d.d.C. 2000d.d.C.

Figura 1.2. Hitos en la relacién cacao-humanidad (adaptado de Ozturk y Young, 2017).

A partir de lainvencién de la prensa de cacao, los avances se suceden de forma
constante, permitiendo la comercializacién de una amplia variedad de nuevos
productos y facilitando su llegada a un amplio volumen de consumidores. Asi, en
1847, sale al mercado la primera barra de chocolate sélido y se produce la manteca
de cacao (Morganelli, 2006). En 1875, se mezcla leche condensada en polvo con el
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cacao, para dar nacimiento al chocolate con leche (Beckett, 2008), y en 1879 Lindt
desarrolla el proceso de conchado, mantenido hasta la actualidad, y mediante el
cual se produce la mezcla de la manteca de cacao con leche y vainilla durante 12-
48 h a temperatura controlada, generando asi un chocolate mas suave y con
mejores propiedades organolépticas (Mintener, 2010).

1.2. CACAO: ORIGEN, EXPANSION Y DISTRIBUCION ACTUAL.

La localizacidon geografica primaria del cacao siempre ha resultado un tema
complejo. Por un lado, todos los ancestros salvajes de la especie se ubican en
América del Sur y, de forma mas concreta, en las zonas de influencia de los rios
Orinoco y Amazonas (Henderson et al., 2007) y, sin embargo, algunos autores
situan el origen del cacao en América Central (Schwan y Wheals, 2004), en torno a
4.000 afios atras. Estudios de cardcter genético realizados en los ultimos afios
parecen sustentar la primera teoria, apuntando a las actuales Colombiay Venezuela
como zonas mas probables para ostentar el papel de cuna del cacao (Motamayor
et al., 2002). A partir de tales zonas se produjo la expansion hacia la parte central
del continente, gracias a la movilidad humanay a sus practicas comerciales. Existen
evidencias que confirman ya el consumo de bebidas derivadas del cacao en las
comunidades indigenas que poblaban la costa pacifica de México en el periodo
comprendido entre 1.900 y 1.500 afos a.d.C. (Ozturk y Young, 2017), siendo esta
forma del cacao la que mayoritariamente contribuyé a su diseminacién por
Mesoamérica (Clement et al., 2010).

La distribucidn del arbol del cacao por el continente americano se sustentd a
partir de dos variedades principales de la especie. Asi, por un lado, la expansién en
direccion norte hacia Mesoamérica tuvo como protagonista a la denominada
variedad “criollo”, procedente de Venezuela, mientras que en zonas mas
meridionales, como el norte del actual Brasil, se impuso la variedad “forastero”
(Motamayor et al., 2002). Existe una tercera variedad, “trinitario”, generada a partir
de un proceso de hibridacidn natural entre las dos anteriores (Tezara et al., 2016).
La primera de estas variedades, “criollo”, ya como consecuencia de la presencia en
el continente de conquistadores europeos, principalmente espafoles, franceses y
portugueses, continué distribuyéndose por diversos territorios, incluyendo
numerosas islas del Caribe, tales como Trinidad, Jamaica, Martinica o Haiti. A
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principios del siglo XIX, los portugueses exportaron las semillas del cacao hasta la
isla de Santo Tomé, en la costa occidental africana, desde donde pasé a la vecina
isla Principe. De ahi pasé, durante el dltimo tercio del siglo, hasta Ghana, pais que
actué como centro de difusién para todo el continente, con Costa de Marfil,
Camerun y Nigeria como principales exponentes (Nair, 2010). La adaptacion del
cultivo fue tal que, en la actualidad, son los mayores productores mundiales de
cacao. En Asia, el cultivo del cacao fue introducido por los holandeses a través de
laisla de Célebes, en Indonesia y mas tarde Java, zonas a la que llevaron la variedad
“criollo” en la segunda mitad del siglo XVI. Por su parte, los espanoles transportaron
semillas de esa misma variedad a Filipinas, a principios del siglo XVII. Transcurridos
casi dos siglos, en 1798, el cacao llegd a Sri Lanka desde Trinidad, y desde ahi pasd
en afios sucesivos, ya durante el siglo XIX, a Singapur, Fiji, Samoa, Australia e India
(Zhang y Motilal, 2016).

E3E Asia & Oceania: 7%
Africa: 76% of e & (338,000:ophes)
world production ¢ g
) (3.503 million tonnes)
Latin America: 16% .m"'
(759,000 tonnes) »

Production
thousand tonnes
M More than 400
M 100 - 400
M 10-100
1- 10
Lessthan1

Figura 1.3. Paises productores de cacao y niveles de produccion (Pipetone, 2018).

En la actualidad, los principales productores de cacao (Figura 1.3.) se reparten
entre Africa Occidental (Camerun, Costa de Marfil, Ghana, Nigeria y Santo Tomé y
Principe), América Latina (Belize, Brasil, Costa Rica, Ecuador, México y Peru) y Asia
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(Indonesia, Malasia, Papua Nueva Guinea) (Franzen y Mulder, 2007), paises todos
pertenecientes al denominado cinturdn del cacao, situado entre 10 y 20 grados al
norte y al sur del ecuador (Verna, 2013). El continente africano acapard en 2018 el
76% de la produccién mundial, quedando muy lejos del 16% generado por Latino
América y del 7% procedente de Asia y Oceania (Pipitone, 2018). El grueso de la
produccién, en torno al 70%, proviene de granjas de pequeiio tamafio, menos de 5
ha, y ambito familiar (Franzen y Mulder, 2007), de las que, segun la Fundacion
Mundial del Cacao, existen entre 5 y 6 millones, y que implican, desde una
perspectiva laboral, en torno a 40-50 millones de personas (Beg et al., 2017), gran
parte de las cuales se mueven en una economia de subsistencia, a pesar del
importante margen de beneficio que alcanzan las grandes empresas
industrializadoras (Oluyoel et al., 2011). Una de las razones que expliquen tal
situacién pueden encontrarse en el hecho de que los paises productores en los que
ademas se procesa el cacao son minoria, destacando Costa de Marfil, Ghana, Brasil,
Indonesia o Malasia. El grueso de la produccién mundial, en cambio, es
transformada en terceros paises (Figura 1.4.), localizados principalmente en Europa
y América del Norte (Ozturk y Young, 2017), zonas en las que se localizan las
grandes multinacionales en las que el cacao se transforma.

1/2q 020D

3 )
% ~Mos-04mtons  0.1-0.05Mtons [l 0.02-0.001M tons
[J0.1-0.3Mtons [H 0.05- 0.02M tons < 0.001M tons

Figura 1.4. Principales paises transformadores del cacao y niveles de procesado (Ozturk y
Young, 2017).
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Una particularidad del cacao producido en Latino América es su nivel de
calidad en comparacion con el de otras regiones productoras. El denominado cacao
fino o de aroma, reconocido por sus superiores propiedades (Rottiers et al., 2019),
se genera de forma mayoritaria en el continente americano (Papalexandratou et
al., 2019) y, de forma concreta en la zona del Caribe. Asi, el 80% de este tipo de
cacao proviene de esta regidn, repartiéndose el porcentaje restante entre Asia y
Oceania, el 18%, y Africa, el 2%. La importancia relativa de estas variedades en el
global de la produccién mundial permanece en niveles secundarios, como lo
demuestra el hecho de que en el pasado se ampliaran las fronteras agricolas de las
variedades ordinarias, quedando el cacao fino destinado de forma casi exclusiva a
la elaboracidn de recetas tradicionales de alta calidad (Arevalo-Gardini et al., 2019;
Zambrano et al., 2019). La tendencia, no obstante, parece estar cambiando en los
ultimos afios, ya que se ha observado un incremento de la demanda por parte de
los consumidores de este tipo de productos tradicionales, cuyas caracteristicas
organolépticas se diferencian claramente. La continuidad de esta tendencia
propiciaria en un futuro cercano un incremento en la proporcién que supone en la
actualidad la produccion del cacao fino o de aroma en relacidn sobre la totalidad
mundial, entre un 3%y un 10% (Cevallos-Cevallos et al., 2018; Tuenter et al., 2020).
De este modo, se incrementara el papel que estas variedades desempefian a escala
global y, consecuentemente, el de América Latina, dada su condicién de principal
origen de tales cultivares.

1.3. CACAO: CARACTERISTICAS BOTANICAS Y AGRONOMICAS.

El cacao, Theobroma cacao, es la Unica especie de las 22 existentes en el género
Theobroma, perteneciente a la familia Malvaceae (Alverson et al., 1999), cuya

trascendencia econdmica alcanza
Tabla 1.1. Clasificacidon taxondmica del cacao. consideracién mundial. Desde una

perspectiva local, T. angustifolum se

Reino Plantae

) mezcla con T. cacao en zonas de
Filo Tracheophyta Meéxi c Rica. | Ioa de T
Clase Magnoliopsida éxico y Costa Rica, la pulpa de T.
Orden Malvales grandiflorum se utiliza como sustrato
Familia Malvaceae para la elaboracién de una bebida en
Género Theobroma algunas regiones de Brasil, e incluso

14|Pagina Introduccion



Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

T. bicolor puede llegar a tener la misma funcionalidad que T. cacao en lugares muy
especificos (Nair, 2010).

Desde una perspectiva botdnica, Theobroma cacao se define como una
especie diploide de naturaleza perenne, que puede alcanzar entre 8 y 15 m de
altura (Ozturk y Young, 2017), aunque en condiciones de cultivo suele oscilar entre
3y 5 m (de Almeida y Valle, 2008). Se caracteriza por tener raiz de tipo pivotante
gue se extiende preferentemente en sentido longitudinal, hasta 150 cm, siendo
escasa la presencia de raices secundarias laterales, las cuales se concentran en los
primeros 20-30 cm de suelo (Wartenberg et al., 2017). No obstante, el papel que
dichas raices secundarias desempefian es relevante, ya que son las principales
encargadas de procurar nutrientes (Hartemink, 2005), mientras que la raiz principal
cumple fundamentalmente funciones de anclaje.

Los brotes que se generan a
partir de las semillas se extienden
hasta una longitud de 1-1,5 m. De
ese tallo central, denominado
“chupon” surgen ramificaciones
laterales que tienden a agruparse
en niveles (Carr y Lockwood, 2011).
En ejemplares no controlados,
nuevos chupones pueden brotar a
partir del inicial. Las inflorescencias,
gue pueden llegar a agrupar hasta
50 flores, se constituyen en forma
de cima. Cada flor consta de cinco
sépalos y cinco pétalos, diez
estambres distribuidos en dos

circulos, sélo uno de los cuales es

Figura 1.5. Arbol y fruta del cacao fertil, 'y un ovario superior

(https://chocolate.fandom.com/wiki/Cacao Tree). integrado por cinco carpelos
fusionados (Lim, 2012).

De las numerosas flores que presenta el arbol, sélo un pequeiio nimero se
desarrolla hasta fruto, perdiéndose en pocas horas aquellas que no son fertilizadas
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(Bridgemohan y Mohammed, 2019). La polinizacién se produce por via natural o
mediante autopolinizacién (de Schawe et al., 2013), dado que los estambres fértiles
estdn rodeados por un anillo de estaminodios. En el caso de polinizacion natural, se
requiere la intervencion de ciertos insectos, de forma mayoritaria pertenecientes
al género Forcipomya (de Schawe et al., 2018). En menor medida, las hormigas
también pueden actuar como agentes polinizadores y sélo en ocasiones
excepcionales, la fertilizacién se llega a producir como consecuencia de la accion
del viento.

Desde una perspectiva agrondmica, los tres cultivares tradicionalmente
diferenciados en funcidn de caracteristicas organolépticas (Criollo, Forastero y
Trinitario), han sido evaluados mediante herramientas genéticas, lo que ha
permitido el establecimiento de hasta 10 grupos de referencia distintos, que avalan
la diversidad genética presente en la especie. Los grupos genéticos establecidos, de
acuerdo con su diferenciacién geografica, son: Amelonado, Contamama, Criollo,
Curaray, Guiana, lquitos, Marafidn, Nanay, Nacional y Purus (Motamayor et al.,
2008). En los ultimos afios, los estudios de variabilidad genética se han multiplicado,
la mayor parte de ellos focalizados en poblaciones autdctonas (Boza et al., 2013;
Martinez et al., 2015; Gopaulchan et al., 2019; Adenet et al., 2020; Everaert et al.,
2020), lo que permite adquirir un mayor conocimiento de la distribucién geografica
de los distintos grupos ancestrales, y de la forma en la que han ido interaccionando
entre ellos a lo largo del tiempo, dando lugar a cultivares hibridos.

El cultivo del cacao se restringe al cinturén comprendido entre 10-20 °, tanto
al norte como al sur del ecuador, zona en la que se dan las condiciones climaticas
demandadas por la planta. Los principales factores climaticos que condicionan el
desarrollo del cacao son, como era de esperar, temperatura y lluvia (Yoroba et al.,
2019). Respecto a la primera, el rango éptimo de crecimiento del cacao se situa
entre los 15 °Cy los 32 °C, con limite inferior a partir del cual se generan dafios en
la planta en 10 °C, lo que limita su cultivo en zonas de altitud, en las que dichas
temperaturas pueden darse con cierta asiduidad (Nair, 2010). En relacién con la
lluvia, el margen adecuado para el cultivo se sitia en el rango 1150-2500 mm
anuales. Por debajo de ese rango, la disponibilidad de agua seria insuficiente para
cubrir los niveles normales de evapotranspiracién de la planta, mientras que rangos
superiores favorecerian el grado de incidencia de enfermedades (Okongor et al.,
2013). Con respecto a este factor, ademas de la pluviosidad anual, también es
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necesario considerar su distribucion temporal, de manera que no se alternen
épocas de concentracion con temporadas de sequia. El sombreado es otro
importante factor de influencia en los niveles de productividad del cacao. Debido a
su distribuciéon geogrdfica y a las caracteristicas vegetales de tales zonas,
tradicionalmente se ha considerado que el sombreado resulta esencial para
obtener una buena productividad (Somarriba y Beer, 2011), dado que se le
atribuyen aspectos tales como el mantenimiento de la humedad del suelo, mejora
de la fertilidad o supresidon de malas hierbas (Franzen y Mulder, 2007). No obstante,
son numerosos los estudios que ponen en entredicho tal consideracion, apuntando
a una mayor generacién de frutos y una mayor capacidad de tolerancia a
situaciones de estrés en cultivos en los que hay una mayor penetrabilidad de la luz
(Vaasty Somarriba, 2014; Abdulai et al., 2017; Blaser et al., 2017), siempre y cuando
no se superen niveles de irradiacién con capacidad para dafiar el sistema
fotosintético foliar. En realidad, la ausencia de vegetacién acompafiante que
proporcione sombra aporta tanto aspectos positivos (mayor productividad, menor
incidencia de enfermedades), como negativos (inferior vida productiva, mayores
demandas de fertilizacion, superiores necesidades de inversion, disminucién de la
diversidad vegetal autdctona), por lo que lo es necesario encontrar el equilibrio
correcto, tanto en lo que respecta a presencia cuantitativa como a la identidad de
las especies utilizadas (Graefe et al., 2017), que favorezca los maximos niveles de
produccién a la vez que se minimicen los dafios potenciales derivados de la
ausencia de sombreado. Asi, grosso modo, los sistemas de cultivo utilizados de
forma mayoritaria se diferencian en funcion de este factor (Jagoret et al., 2017):

1. Sistema de cultivo intensivo, gestionado en ausencia de sombra o con
sombreado homogéneo, con seleccion de variedades e incorporacion de
elevadas cantidades de fertilizantes y fitosanitarios.

2. Sistema agroforestal, en el que el cacao coexiste con otras especies, que
pueden o no ser explotadas comercialmente, y que propician un mayor
grado de sostenibilidad.

El marco de plantacién habitual varia entre 1000 y 1200 arboles ha™, aunque
puede ir desde 600 arboles ha! hasta densidades tan altas como 3000 arboles ha,
(Ofori-Frimpong et al., 2010). Desde un punto de vista nutricional, y en un marco
de plantacién medio, las necesidades estimadas por hectarea giran en torno a 200
kg de nitrégeno, 25 kg de fésforo, 300 kg de potasio y 140 kg de calcio (Zhang y
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Motilal, 2016). Particularmente llamativo resulta la gran demanda de potasio,
elemento que confiere al cacao niveles importantes de tolerancia frente al estrés
hidrico (de Almeida y Valle, 2008).

Desde el momento de su siembra, el arbol del cacao requiere entre 3 y 5 afos
para rendir sus primeros frutos, pero su productividad se puede mantener durante
décadas (Zhang y Motilal, 2016). Durante el ciclo productivo, los frutos, vainas
portadoras de 40-50 semillas embebidas en una pulpa acida semidulce, tardan en
torno a medio afio para desarrollarse y madurar (Niether et al., 2018), lo que
implica que, de forma mayoritaria, se producen dos cosechas en el afio (Owolarafe
et al., 2007). Los niveles medios de productividad varian de forma considerable en
funcidn de los sistemas y condiciones de cultivo, fluctuando desde 80 kg ha hasta
4000 kg ha? (Jagoret et al., 2017). La etapa de recoleccidn, de corta duracién,
demanda una elevada mano de obra, requerimiento que se mantiene con
posterioridad, en el procesado inicial de los frutos. Dicho procesado incluye la
ruptura manual de las vainas y la separacion de los contenidos internos, semillas y
pulpa, también por via manual. Ese material interno es el que es sometido a la
accion microbiana durante la fase de fermentacién, durante la cual se generan la
mayor parte de los compuestos que, en etapas posteriores del procesado, van a
condicionar las propiedades organolépticas y, en consecuencia, la calidad del cacao
en su utilizacion comercial (Kongor et al., 2016).

1.4. CACAO: TRASCENDENCIA ECONOMICA.

A pesar de que la produccidn de cacao sigue siendo un proceso mayoritariamente
de cardcter tradicional, con escasa presencia de procesos mecanizados, desde hace
mds de una década se supera la barrera productiva de 4.10° t afiol. Los
movimientos exportadores del cacao, en cualquiera de sus formas, alcanzaron en
2017 los 8,6 billones de ddlares, y se prevé que en 2025 duplique ese valor, con una
tasa anual de crecimiento del 7,3% (Voora et al., 2019). Desde una perspectiva
laboral, el cacao supone la forma de vida y el sustento de 40-50 millones de
personas (Beg et al., 2017), distribuidas en numerosos paises, gran parte de ellos
en vias de desarrollo. En una elevada proporcién, estos productores primarios de
cacao son altamente susceptibles de padecer pobreza (Fountain y Hitz-Adams,
2018), lo que se debe, entre otros factores, a la enorme volatilidad de los precios
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(Tothmihaly, 2017) y a la concentracidn de la industria del procesado en un bajo
numero de multinacionales (Gayi y Tsowou, 2016; Oomes et al., 2016).

La volatilidad del precio del cacao es consecuencia mayoritaria de la
dependencia casi exclusiva que tiene este parametro de las fuerzas de oferta y
demanda, que propicia un ciclo continuo de ascenso/descenso en el coste del
producto (Figura 1.6.). El limitado numero de aplicabilidades del producto y la
completa ausencia de posibles sustitutos hace que exista una fuerte conexién entre
el precio del cacao y su ciclo productivo. La existencia de una elevada demanda
provoca un incremento en los niveles de produccién que, en un momento dado,
saturan el mercado y generan una caida en el precio que, si se prolonga en el
tiempo, fuerza a los agricultores a la busqueda de cultivos alternativos que les
garanticen un minimo de ingresos. Légicamente, esto conduce a una disminucién
de la produccién que, a su vez, da lugar a un ascenso del precio, con lo que el ciclo
se vuelve a iniciar (UNCTAD, 2006).
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Figura 1.6. Ciclos de conectividad entre produccién y precio del cacao (adaptado de Pipitone,
2018).

En la década de los 70 del pasado siglo, los paises lideres en el mercado del
cacao, tanto productores como procesadores, crearon bajo el auspicio de Naciones
Unidas la Organizacién Internacional del Cacao (ICCO), con el objetivo principal de
poner fin a los altibajos asociados a los precios y a la produccién del cacao y
conseguir un mayor grado de estabilidad. Sin embargo, la escasa disponibilidad de
fondos econdmicos y la ausencia del mayor consumidor a nivel mundial en la
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organizacién han impedido, hasta el momento, la consecucién de dicho objetivo
(Dand, 2011).

Tabla 1.2. Companiias multinacionales lideres en el sector de la produccién de derivados del
cacao (adaptado de Neilson et al., 2018).

Compafiia Ventas Demanda de Marcas
P (millones S) cacao (miles t)
Mars Inc Snickers, Galaxy,
(EE.UU.) 18.400 390 Mars, M&M’s
Mondeléz International Cadbury, Milka,
(EE.UU.) 16.691 450 Toblerone
Nestlé SA Kit Kat, Smarties
11.041 ! !
(Suiza) 04 430 Crunch
Ferrero Group Ferrero Rocher,
. 12 .
(Luxemburgo/Italia) 9.757 0 Kinder, Nutella
Hershey Foods Corp Hersheys, Kit
422 2
(EE.UU.) 7.4 00 Kat, Cadbury
Lindt &Sprimgli AG 4.171 100 Lindt
(Suiza)

*Los datos son referidos a la campafia 2014/2015

El segundo de los factores citados que propicia la enorme vulnerabilidad de los
productores primarios de cacao se encuentra en el bajo numero de empresas que
gestionan el mercado mundial (Tabla 1.2.) (Fold y Neilson, 2016). De forma
concreta, seis compafiias (Mars Inc., Mondeléz International, Ferrero Group, Nestlé
S.A., Hershey Foods Corp., y Lindt & Spriingli AG) acaparan las diez marcas de
chocolate mas vendidas y copan mas del 40% del uso de la produccion mundial de
cacao (Fountain y Hiitz-Adams, 2018). Aunque en algunos casos se apunta a la
enorme atomizacion de los productores cacaoteros y a su enorme dependencia de
este producto como unica fuente de ingresos como principales causas de los bajos
precios imperantes en el sector (Oomes et al., 2016), la realidad es que el control
de la industria procesadora de cacao reside en un numero muy limitado de
multinacionales (Beg et al., 2017). A pesar de la existencia de leyes anti-monopolio
y la penalizacion de practicas que lleven a la adopcidn de acuerdos entre empresas
para fijar precios minimos de adquisicién de la materia prima, lo cierto es que este
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es un factor a tener en cuenta a la hora de evaluar el porqué de la elevada
vulnerabilidad econdmica de los pequefios productores de cacao. En este sentido,
la accién de diversas ONGs, asi como la creciente tendencia por parte de los
consumidores de exigir productos mas sostenibles, tanto desde una perspectiva
ambiental como laboral, incluyendo en este ultimo punto criterios de comercio
justo (Nelsony Phillips, 2018), apuntan a la posible implantacidn, cada vez en mayor
medida, de practicas mas respetuosas en relacién con la economia de los pequefios
productores (Humphrey y Navas-Aleman, 2010). Asi, el porcentaje de cacao
originado bajo estas premisas, catalogado como cacao “certificado”, sobre el total
del gestionado por las empresas cacaoteras es cada vez mayor (Figura 1.7.). Por
otra parte, los paises productores, que desempeiian un papel practicamente nulo
en el procesado del cacao, aspiran a crear una industria transformadora que
permita incrementar el valor afiadido del cacao autdctono y, en consecuencia,
potenciar el escaso rendimiento econémico que obtienen los productores (Malan,
2018).

Empresas procesadoras
1.020 Barry Callebaut (36%)
950 Olam (26%) Empresas productoras
750 Cargill (42%) - 450 Mondeléz International (35%)
593 Ecom (38%) - 434 Nestlé (43%)
500 Sucden (19%) - 410 Mars (50%)
400 Touton (22%) BEEe ersheys (75%)
IOZ Cemoi (31%) ES Ferrero (70%)
IOO Cocoanect (25%) lzs Lindt (45%)

Figura 1.7. Empresas de procesado de cacao y comercializadoras de sus derivados: volumen
de cacao transformado, en t (x1000), y porcentaje sobre el total catalogado como cacao
“certificado” (adaptado de Fountain y Huetz-Adams, 2018).

El precio del cacao a nivel mundial se hace publico de forma diaria como la
media resultante de los valores fijados por los mercados agrarios de Londres y
Nueva York, aunque luego pueden existir ligeras variaciones atendiendo a
peculiaridades del pais de origen o de la fecha de adquisicién (Fountain y Huetz-

Introduccion 21| Pagina




Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

Adams, 2018). Precisamente, el importante papel que juega Reino Unido en el
mercado del cacao arroja sombras con respecto al futuro de este producto y su
viabilidad econémica, como consecuencia del Brexit. Si, ademas, se considera que
el pasado inmediato no ha sido especialmente favorable para la economia del
cacao, tiempo en el que se registrd6 una caida cercana al 50% en el periodo
comprendido entre 2015 y 2017 (Voora et al., 2019), resulta evidente la necesidad
de implementar actuaciones que mejoren las perspectivas econdmicas, tanto para
productores como para procesadores. Asi, junto a las medidas comentadas con
anterioridad referentes a la adopcion de practicas que garanticen la produccion del
denominado cacao “ de confianza”, con el valor afiadido que eso confiere desde
una perspectiva ambiental y de comercio justo, en los Ultimos afios se estan
realizando esfuerzos tendentes a diversificar la gama de productos en los que se
demanda utilizacién de cacao (Beg et al., 2017), no sélo en el sector alimentario,
sino también en el campo de la cosmética (Gyedu-Akoto et al., 2015; Fonseca-
Santos et al., 2017). Igualmente interesante seria incrementar el nimero de actores
implicados en el sector, de manera que no se favorezca la concentracion del
mercado en un numero limitado de compaiiias, factor que puede suponer un riesgo
en el futuro (Oomes et al., 2016).

Tabla 1.3. Geografia del consumo de chocolate y otros derivados del cacao (adaptado de
Poelmans y Swinnen, 2019).

Consumo (kg/capita) Valor (millones de S)

2004 2018 \Variacion 2004 2018 \Variacion
Europa Occidental 4,50 4,62 +3% 27.207 33.285 +22%
Europa Oriental 3,62 4,83 +34% 5516 11.519 +109%
América del Norte 510 4,27 -16% 13.999 22.249 +59%
América Latina 0,79 1,11 +40% 1.757 4.988 +184%
Asia Pacifico 0,06 0,13 +132% 1.525 7.148 +369%
Australia 3,63 4,63 +27% 1.229 2.254 +83%

Oriente Medio y Africa 0,42 0,51 +20% 779 1.494 +92%

En los ultimos afios, la demanda de productos derivados del cacao se ha visto
incrementada, especialmente en paises en vias de desarrollo (Poelmans y Swinnen,
2019), crecimiento que contrarresta con creces el descenso en consumo registrado
en algunos paises desarrollados, como es el caso de EE.UU o Alemania (Tabla 1.3.).
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En los préximos afos, y siempre y cuando se mantengan estas tendencias, es
posible que resulte dificil cubrir plenamente las necesidades de cacao. En tal caso,
las probabilidades de entrar en un nuevo ciclo de subida de precios como
consecuencia de la incapacidad para abastecer la demanda global serdn elevadas.

Desde un punto de vista climatico, factor de especial relevancia en un futuro
no excesivamente lejano, las previsiones de produccion para el cacao no parecen
ser negativas, dada sus demandas térmicas (Kozicka et al., 2018), aunque los
nuevos patrones de distribucidn de precipitaciones pueden alterar el marco
geografico de desarrollo de este cultivo, favoreciendo a aquellas regiones que
presentan un clima con altos niveles de humedad. Sin embargo, la productividad
no presenta margenes importantes de mejora en las actuales condiciones, con los
cultivos basados en las tres variedades tradicionales (criollo, forastero y trinitario),
las cuales probablemente presenten un elevado grado de sensibilidad a las plagas
en un potencial nuevo escenario propiciado por el cambio climatico. En este
sentido, la diversidad genética existente en la especie puede desempeiiar un
importante papel (Zhang y Motilal, 2016), lo que, considerando que dicha riqueza
se localiza mayoritariamente en América Latina, puede conceder a esta region un
papel destacado en lo concerniente a la generacidon de cacao con superiores
cualidades y mas resistente a la accidn de plagas (Kieck et al., 2016).

1.5. EL CACAO EN MEXICO.

El cultivo del cacao en México data de miles de afios atrds. Como ya se ha
comentado en epigrafes anteriores, existen evidencias que muestran como
diversos pueblos asentados en la zona desde tiempos ancestrales, tales como los
Olmecas, los Mayas o los Mokayas, ya se beneficiaban de los frutos de esta especie,
e incluso los Aztecas llegaron a utilizarlos como moneda de cambio (McShea et al.,
2009). También se asocia a México el desarrollo de las variedades tradicionales, a
través de la recombinacidn entre plantaciones nativas y genotipos de elevada
productividad externamente introducidos (Vazquez-Ovando et al., 2015). Ya en
épocas mas recientes, la importancia relativa del pais como productor de cacao ha
disminuido de forma considerable como consecuencia del dominio ejercido en las
Ultimas décadas por regiones de menor tradicién cacaotera, tales como Africay, en
menor medida, Asia y Oceania. En la actualidad, la aportacion de México a la
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produccién mundial de cacao no alcanza el 2% (Fluck, 2014), porcentaje que aun le
permite encontrarse entre los diez mayores productores del mundo (Slavova,
2017), a pesar de que los volumenes recolectados en los Ultimos afios han mostrado
una tendencia global descendente Figura 1.8.), si bien datos recientes registrados,
correspondientes a 2017, muestran un leve repunte (de 26.969 a 27.326 t) (Suarez-
Venero et al., 2019). No obstante, en el periodo previo comprendido entre 2003 y
2016, la reduccién en los niveles de produccién superé el 46% y el 26% en lo
concerniente al rendimiento (SAGARPA, 2017).
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Figura 1.8. Histdrico de la produccion y consumo de cacao en México en el periodo 2003-2016
y previsiones de futuro hasta el afio 2030 (SAGARPA, 2017).

Las razones que ocasionan la inestabilidad de los niveles de produccién del cacao
en México son variadas, aunque se relacionan mayoritariamente con la elevada
incidencia de fitopatdgenos registrada en los ultimos afios y, en concreto, la de la
especie Moniliophthora roreri, que ocasiona la podredumbre del cacao, principal
enfermedad de este cultivo, afectando en ocasiones hasta al 90% de la produccién
(Ortega Andrade et al., 2017). Otros aspectos que inciden negativamente sobre la
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produccién de este cultivo se relacionan con factores de comercializacién, tales como
el elevado nimero de intermediarios, los altos costes de produccién, que limitan su
competitividad internacional, la avanzada edad de los cultivos, la falta de formacion
en los trabajadores o la ausencia de ayudas publicas que potencien la productividad
(Molina Martinez y Ramos Martinez, 2020) y de rentabilidad, que hace insostenible
el mantenimiento de las explotaciones unifamiliares (Zequeira, 2012).
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Figura 1.9. Regiones productoras y con potencial productor de cacao en México
(https://cacaomexico.org/?page id=168).

Tabla 1.4. Comparativa de las principales regiones cacaoteras de México (Cacao México,
2009).

Estado Superficie Superficie Produccion Rendimiento
sembrada (h) cosechada (h) (t) (t/h)
Tabasco 41.117 41.117 16.560 0,40
Chiapas 20.203 20.203 7.855 0,39
Guerrero 240 240 196 0,81
Oaxaca 36 1 1 0,80
Total 61.595 61.510 24.612 0,40
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La contribucion del cacao al PIB agricola mexicano alcanza el 0,15%, acaparando
el 0,04% de la produccion de agroindustriales (SAGARPA, 2017). Las plantaciones de
cacao, que ocupan aproximadamente a 37.000 productores, se centran
fundamentalmente en la zona sur del pais, con los estados de Guerrero, Oaxaca,
Veracruz, Chiapas y Tabasco como zonas destacadas Figura 1.9., Tabla 1.4.). Estos dos
ultimos estados, ademds de ser los centros histéricos de produccion, concentran la
practica totalidad del cacao originado en México, con el 32,9% vy el 66,9% del total,
respectivamente (Figura 1.10.) (Grupo Hydro Environment, 2018), mientras que el
resto presenta, por sus condiciones climaticas, un importante potencial de futuro. En
el caso concreto del estado de Tabasco, las condiciones ambientales, con un clima de
tipo tropical humedo, caracterizado por temperaturas fluctuantes entre 17 °Cy 42 °C
y precipitaciones anuales en torno a 2000 mm, favorecen el desarrollo de un sistema
agroforestal adecuado para el cultivo del cacao, independientemente de la variedad
tradicional utilizada (Brito-Vega et al., 2018a). Este sistema, en el que los
especimenes de Theobroma cacao crecen en un marco forestal de caracter
preferentemente natural, coexiste con plantaciones deforestadas en las que son
especies como el platano, la mandioca o el maiz las que proporcionan sombra al
cacao (Brito-Vega et al., 2018b). El primero de los sistemas se considera mas
sostenible, tanto desde un punto de vista ecoldgico, ya que favorece un mayor
mantenimiento de la fertilidad del suelo, como productivo, dado que propicia un
marco de estabilidad para los productores, al coexistir el cacao con otras especies
comercialmente aprovechables (Lopez-Judrez et al., 2019).

50,000.00 I Chiapas @ Tabasco
40,000.00
30,000.00

20,000.00

10,000.00

0.00

Figura 1.10. Histérico de la produccién de cacao (t) en Tabasco y Chiapas, principales regiones
cacaoteras de México (Martinez-Salvador y Martinez-Salvador, 2020).
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Aunque durante mucho tiempo la variedad dominante en los sistemas
productivos mexicanos fue la del tipo Criollo, a la que se asocian mejores
propiedades organolépticas, a partir de la segunda mitad del siglo XX, y como
consecuencia de su alta sensibilidad a plagas y enfermedades, su utilizacién fue
decayendo, hasta el punto de que en la actualidad sélo supone el 2% de la
produccién. El tradicionalmente denominado tipo Forastero se ha impuesto de
forma mayoritaria, siendo las variedades Guayaquil, Calabacillo y Ceylan las
principalmente utilizadas (Andrade Aguirre, 2007). Precisamente, una de las
principales recomendaciones planteadas desde la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacidon en los planes estratégicos
dirigidos a la potenciacién del sector cacaotero se centra en la recuperacién de las
variedades originarias de la zona y en la creacién de un banco de clones regionales
(SAGARPA, 2017), dando asi protagonismo a las variedades autdctonas, de mayor
riqueza aromadtica. En este sentido, diferentes estudios apoyan la existencia de
variabilidad genética uUnica en las poblaciones de cacao en México, no sélo con
respecto a las procedentes de la zona sur del continente, sino incluso entre ellas
(Whitkus et al., 1998; Vazquez-Ovando et al., 2014). Se pretende, por tanto,
incrementar la competitividad mediante caracteres diferenciadores de calidad y no
tanto a través de los niveles de produccidn, sin despreciar tampoco este ultimo
criterio. Sin embargo, y a diferencia de lo que sucede en otros paises cacaoteros,
en México no existe un centro de conservacion regulado que gestione la diversidad
genética del cacao, especialmente en lo referente a cultivares ancestrales, y que
actie como banco de germoplasma, con potencial para mejorar las variedades
comerciales (Flood y Murphy, 2004). Ademas de las cuestiones relacionadas con la
conservacion de la diversidad genética, otras propuestas especificas para la region
productora de Tabasco contempladas en el documento estratégico y avaladas por
diferentes estudios (de la Cruz-Landero et al., 2015), con vistas a mejorar el sector
cacaotero son:

e Renovacion de las plantaciones, cuya edad media oscila entre 30 y 40 ainos
(Avendafio-Arrazate et al., 2011).

e Optimizacidn del manejo integral de plagas y enfermedades.

e Creacion de viveros adaptados a las demandas especificas del sector.

e Modernizacién de equipos e infraestructuras destinados al procesado del
cacao, principalmente en las etapas de fermentacién y secado, y a la
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elaboracion de derivados de caracter artesanal, tanto chocolate como otro
tipo de productos.

e Desarrollo de programas de asistencia técnica y capacitacién para los
procesos de produccion y de generacidon de derivados de alto valor
afiadido, que permitan mejorar el nivel formativo y la capacidad de gestion,
generalmente bajos, de los pequefios productores (Engler y Toledo, 2010).

e Establecimiento de canales de comunicacion que propicien la transferencia
de tecnologia y potencien la innovacién.

e Reconocimiento e impulso de procesos de certificacién organica.

e Implantacion de sellos de calidad.

El pasado reciente del cultivo del cacao y su produccidon en México no puede
considerarse especialmente satisfactorio, tal y como demuestran los diversos datos
productivos y econdmicos expuestos. Sin embargo, las causas que motivan estos
resultados negativos han sido identificadas y la voluntad, tanto de instituciones
publicas como de agricultores, apunta claramente a un importante cambio en la
gestion y el manejo del cultivo y de su posterior procesado, con vistas a optimizar
los sistemas productivos y propiciar la generacidon de productos de gran calidad,
capaces de satisfacer la actual demanda de derivados del cacao con un alto valor
afiadido, por los cuales el consumidor esta dispuesto a pagar precios superiores
(Caligiani et al., 2016). Las oportunidades que ofrece este sector dentro del
mercado global del cacao son especialmente interesantes, ya que no se encuentra
sometido a las fluctuaciones habituales del cacao tradicional y no se rige por las
directrices marcadas por los Mercados de Intercambio de Londres y Nueva York,
que controlan la comercializacién de este producto (Santander Mufioz el al., 2020).
Sin duda, este ultimo ha de ser el enfoque del sector cacaotero mexicano, al menos
en un futuro inmediato, dada la elevada capacidad productora de otras regiones,
principalmente en el continente africano.

1.6. PROCESADO Y TRANSFORMACION DEL CACAO.

Las propiedades intrinsecas del cacao imposibilitan su comercializacién directa. La
presencia de compuestos que le confieren un fuerte sabor amargo y astringente,
nada agradable al paladar, hacen obligatoria la realizacién de una serie de etapas
dirigidas a la transformacion de dichos compuestos (De Wuyst y Weckx, 2016), y
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qgue concluyen con la generacion de un producto final con adecuadas caracteristicas
organolépticas para su utilizacion en los procesos de elaboracion de productos tales
como chocolate, cacao en polvo o mantequilla de cacao. Las etapas habituales en
el procesado del cacao que conllevan cambios en sus caracteristicas incluyen
fermentacién, secado, torrefaccidon y molienda (Figura 1.11.). Las dos primeras se
ejecutan de forma mayoritaria en las zonas de cultivo y recoleccidon, mientras que
las dos ultimas suelen ser realizadas por las empresas alimentarias (Santander
Mufioz et al., 2020).

Agricultores y Comunidades Locales

Culitivo y Recoleccidn

' Desarrollo del cultivo H Recoleccidn de las vainas H Almacenaje de las vainas l—' Retiradas de los granos

Procesado inicial

I Fermentacion }—l Secado I
Operadores y Distribuidores a ‘
Comeavcializacidn y Transporbe
Distribucion H Almacenamiento —l Venta a los operadores H Transporte hasta los procesadores |
Grandes compaiiias
Tuesie y Molienda

l Almacenamiento en empresas I—l Torrefaccién }—' Molienda }_@

Produccion de chocolate y Consumidores

I Elaboracién del producto H Consumidor i

Figura 1.11. Etapas en la cadena de valor del cacao, desde el cultivo hasta su consumo
(adaptado de Ozturk y Young, 2017).

La recoleccidon del cacao ha de realizarse en el momento preciso de madurez,
ya que de lo contrario puede producirse la germinacion de las semillas (excesiva
madurez) o la afectacién negativa de la fermentacién y la correspondiente
reduccion en la produccidn (falta de madurez) (Gutiérrez y Pérez, 2015, 2015). Una
vez recolectados, las vainas de cacao son manualmente abiertas mediante la accidon
de un machete, en una operacion en la que se requiere una gran destreza, ya que
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se ha de evitar la afectacién de las semillas y la mezcla de estas con la placenta, ya
gue, en caso contrario, la fermentacion transcurriria de forma inadecuada. En este
sentido, y de forma previa a la fermentacién, parte de la pulpa ha de ser retirada,
dado que un exceso de disponibilidad incrementaria la concentracién de azucares
fermentable, lo que favorecia en demasia cierta actividad microbiana, dando lugar
a niveles indeseables de acido que incidirian negativamente en las cualidades
organolépticas finales (Afoakwa y Paterson, 2010). La eliminacién se puede
efectuar por via mecdnica o mediante la accién de enzimas pectinoliticas, y en
ambos casos, es aconsejable que el porcentaje retirado de pulpa esté entre el 10%
y el 30%, con preferencia del rango 20-25% (Kongor et al., 2016). El
almacenamiento durante un breve periodo de tiempo de las vainas tras la
recoleccidon y con anterioridad a su apertura puede también ocasionar ciertas
modificaciones quimicas, relacionadas principalmente con la reduccién de azucares
reductores y no reductores, grasas, proteinas y polifenoles (Santander Mufioz et
al., 2020) que posteriormente influirdn positivamente sobre el desarrollo de los
componentes organolépticos (Saltini et al., 2013; Shcwan y Fleet, 2014).

A continuacién se describen de forma detallada las distintas etapas incluidas en
el procesado del cacao, con excepcidn de la fermentacion, principal objeto de estudio
de esta tesis y razdn por la cual se tratard en mayor profundidad con posterioridad.

1.6.1. Etapa de secado.

Tras la etapa de fermentacidn, los granos portan un elevado grado de humedad
que, de no ser reducido, propiciaria el crecimiento de especies fungicas, prolongaria
en exceso la accion de especies microbianas propias de la fermentacion y
aumentaria el riesgo de alterar los granos durante la subsiguiente etapa de
almacenamiento (Aprotosaiae et al., 2016). Desde el 40-60% que suelen mostrar
las semillas al finalizar la transformacién bioldgica, la etapa de secado ha de rebajar
la presencia de agua hasta un nivel del 6-8% (Kongor et al., 2016). Un excesivo
secado que concluya con niveles inferiores a estos confieren una alta fragilidad a
los granos, que dificultan enormemente su posterior manejo (Guerrero, 2011).

Ademas de actuar minimizando determinados procesos o evitando la
presencia de especies indeseables, la etapa de secado también contribuye en
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positivo al desarrollo de las propiedades deseables del cacao. En concreto, durante
esta fase, se potencia el desarrollo del color a través de una serie de reacciones de
caracter oxidativo, ya existentes en la etapa fermentativa (Merkus, 2014). Los
compuestos de naturaleza polifendlica son transformados en quinonas mediante la
accion de las polifenol oxidasas, y estas, a su vez, experimentan procesos de
condensacién con grupos amino o sulfhidrilo libres, que desembocan en la
generacidon de compuestos pardos (Aprotosaiae et al., 2016). Adicionalmente, se
ha comprobado la formaciéon de los denominados compuestos de Amadori,
precursores necesarios para las reacciones de Maillard, que se dan durante el
secado y con posterioridad (Kongor et al., 2016) y que derivan de la interaccion
entre glucosa y aminoacidos libres.

Figura 1.12. Plataforma para secado natural del cacao
(https://www.virtualpro.co/infografias/secado-del-cacao).

Desde una perspectiva metodoldgica, el secado puede llevarse a cabo por via
natural, simplemente por exposicién de los granos fermentados a la luz solar, o por
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aplicacion de técnicas artificiales. La primera tiene mejor consideraciéon, dado que,
al contrario que las segundas, no sdlo no genera aromas desagradables (Bernaert
et al., 2012), sino que aportan ciertas caracteristicas de sabor. No obstante,
presenta el inconveniente de un bajo nivel de control, ya que depende de las
condiciones ambientales (Toker et al., 2020). La velocidad de secado también es
importante, ya que un proceso que transcurra excesivamente rapido puede
ocasionar que en la parte interna del grano quede cierto grado de humedad
(Guitiérrez, 2017), y que queden remanentes de acido acético excesivamente altos
(Saltini et al., 2013), mientras que en el caso contrario, no se adquirira la tonalidad
adecuada de color, se rebajara el nivel de acidez hasta niveles inadecuados y se
favorecera la contaminacion flungica (Bharath y Bowen-O’Connor, 2008; Zahouli et
al., 2010). En un proceso tipico de secado natural, los granos se extienden en capas
de 10 cm de altura, que son periédicamente rastrilladas y, cuando las condiciones
climdticas lo requieren, cubiertas con plataformas maviles. La duracion de esta
etapa suele extenderse aproximadamente siete dias. Los procesos artificiales se
dan en mayor medida en zonas en las que las precipitaciones son habituales. En
tales casos, las capas de grano se colocan sobre unas plataformas que, su vez, se
ubican sobre material lefioso ardiente. En algunas zonas, este sistema tradicional
ha sido sustituido por intercambiadores de calor, que evitan la adquisicién de las
tipicas caracteristicas del ahumado. En tales casos, las temperaturas aplicadas
oscilan entre 40 °C y 60 °C, aunque algunos autores postulan incluso valores en
torno a 70 °C (Rodriguez-Campos et al., 2012). Sea cual sea la temperatura
seleccionada, el proceso ha de realizarse de forma controlada para garantizar el
correcto desarrollo de las reacciones de influencia organoléptica (Alean et al.,
2016).

Por las caracteristicas de esta etapa, generalmente realizada al aire libre, ha
de prestarse especial atencién a la posible presencia de contaminantes microbianos
procedentes del entorno y de micotoxinas, dada la adaptabilidad de ciertas
especies fungicas a bajos niveles de actividad de agua (Copetti et al., 2011b).

1.6.2. Etapa de torrefaccion.

Tras la etapa de secado, los granos de cacao son sometidos a una serie de
operaciones intermedias antes de proceder a la siguiente fase, la torrefaccion,
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realizada ya, de forma general, por las grandes empresas alimentarias. Las
operaciones intermedias incluyen limpieza, mezcla, pre-tratamiento térmico y
aventado (Predan et al., 2019). La tercera de estas operaciones, el pre-tratamiento
térmico, implica la aplicacién durante un muy breve intervalo de tiempo de una
fuente de calor de elevada intensidad (vapor saturado o radiacién infrarroja), de
manera que el calor se concentra en la superficie de los granos, sin alterar la zona
central, lo que propicia una facil separacién de la cascara del grano sin que se
produzcan otras reacciones de incidencia negativa sobre las propiedades
organolépticas (Beckett, 2009). Precisamente, el aventado subsiguiente consiste en
la separacion definitiva de la cdscara mediante una ruptura inicial realizada por
medios mecdnicos, de manera que esta queda separada de los cotiledones, y su
posterior separacidn, aprovechando la diferencia de densidad entre ambos
componentes, aplicando un flujo de aire de velocidad adecuada (Akinnuli et al,
2015). Opcionalmente, el proceso de torrefaccién se puede realizar sobre los
granos completos, sin descascarillarlos, lo que facilita considerablemente la
operaciéon de aventado y hace innecesaria la del pre-tratamiento térmico
(Gutiérrez, 2017). Existe una tercera alternativa, en la que los embriones ya
separados de la cdscara son finamente molturados hasta alcanzar el estado liquido
(Guitiérrez y Pérez, 2015). Adicionalmente, las operaciones dirigidas a la ruptura de
la cascara y a su separacion se pueden realizar tras la etapa de torrefacciéon, que en
este caso se ejecutaria sobre el grano completo.

La torrefaccién del cacao, grosso modo, consiste en la aplicacién de
temperaturas entre 130 °C y 150 °C durante 15-45 min (Zyzelewicz et al., 2016),
aunque las caracteristicas intrinsecas de cada proceso, tales como el destino final
del cacao o la variedad cultivar empleada, decidiran las condiciones exactas (Kongor
et al., 2016), dado que el efecto sobre el cacao varia de modo considerable en
funcién de la temperaturay el tiempo de tratamiento (Farah et al., 2012). Mediante
esta etapa se consigue disminuir aun mas el porcentaje de humedad, hasta
aproximadamente el 2%, se eliminan acidos volatiles no deseables, como es el caso
del acido acético, se produce la higienizacion microbiana del producto, y los
precursores generados durante la fermentacién interaccionan entre si, propiciando
asi la formacion de las propiedades organolépticas deseables en el cacao y sus
derivados (Santander Mufioz et al., 2020). Adicionalmente, se suele reducir la
presencia de compuestos polifendlicos, hecho que tiene aspectos tanto positivos
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(se reduce la astringencia) como negativos (se pierde capacidad antioxidante)
(Urbanska y Kowalska, 2019).

Aunque todos los eventos que tienen lugar durante la etapa de torrefaccién,
la adquisicion de caracteristicas de aroma y sabor muestran especial relevancia.
Compuestos de naturaleza peptidica y azlcares reductores generados durante la
fermentacién interaccionan via reacciones de Maillard, generando bases de Schiff.
Estas, a su vez, experimentan las reacciones de reordenacién de Amadori, dando
lugar a compuestos intermediarios que, con posterioridad, son transformados
mediante diversas rutas. Una de las mas destacadas es la conocida como
degradacion de Strecker que, a través de sucesivas etapas, concluye con la
generacion de compuestos volatiles orgdnicos, de importancia organoléptica., tales
como aldehidos y pirazinas (Huang y Barringer, 2011).

1.6.3. Operaciones adicionales.

Ademas de las etapas comentadas, de obligada realizacién, el procesado del cacao
hasta concluir en la obtencién de un producto con caracteristicas organolépticas
definidas puede incluir otra serie de operaciones opcionales tendentes a mejorar
tales caracteristicas. Una de dichas operaciones es la alcalinizacién, también conocida
como “Dutching”, en reconocimiento a la persona que lo realizé por vez primera, el
guimico holandés Johannes van Houten, y que consiste en la impregnacién del cacao
con una base débil, usualmente NaOH o K,CO3 (Li et al. 2014).

Este tratamiento, que también puede aplicarse de forma previa a la
torrefaccién (Nair, 2010), tiene como objetivo principal potenciar propiedades tales
como el color y el sabor vy, en el caso del cacao pulverizado, mejorar su nivel de
dispersabilidad en bebidas (Joli¢ et al., 2011; Kothe et al., 2013; Giacometti et al.,
2015). Obviamente, también se modifica el pH del producto, que pasa de valores
en el rango de 5,2-5,6 a niveles en torno a la neutralidad (Afoakwa, 2015). En caso
de ser necesario, tras finalizar el proceso se pueden adicionar pequefias cantidades
de acido acético o tartarico para equilibrar el pH (Gutiérrez, 2017).

El cambio de color (Figura 1.13.) es debido a reacciones que afectan a
polihidroxifenoles, concretamente a taninos, mientras que la potenciacion del
sabor se relaciona con una reduccién en los niveles de astringencia asociada a un
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incremento en el grado de polimerizacién de flavonoides. Este ultimo factor puede
incidir negativamente sobre las buenas cualidades atribuidas a los derivados del
cacao, parte de las cuales se relacionan con la capacidad antioxidante de este tipo
de compuestos, por lo que algunos productores optan por comercializar productos
con cacao sin alcalinizar (Zwir, 2012). Sin embargo, y desde otra perspectiva, el
tratamiento bdsico reduce la posible presencia de acrilamida, cuya formacién se
favorece durante las etapas anteriores de secado y torrefacciéon (Moreno-Trujillo et
al., 2013).

Antes de la alcalinizacion Después de la alcalinizacion

Figura 1.13. Adquisicion de color como consecuencia del tratamiento de alcalinizacién del
cacao  (https://www.seriouseats.com/2014/08/difference-dutch-process-natural-cocoa-
powder-substitute.html).

Otra de las operaciones a las que se somete al cacao es la molienda o molturacion,
generando de esta forma cacao en polvo o licor de cacao. En el caso de este ultimo,
para cuya produccion se utilizan molinos de piedra, de disco o de martillo, el calor
generado durante el proceso propicia que los compuestos grasos presentes en elevada
concentracion en los granos de cacao se fundan, dando asi lugar a un producto liquido
gue, posteriormente, puede ser refinado mediante calentamiento a 90-100 °C.
Adicionalmente, este tratamiento térmico elimina la posible presencia de
contaminantes microbianos. De forma previa a su comercializacion se enfria, con lo que
adquiere una consistencia semi-sélida, aunque también puede ser utilizado en la
elaboracion de chocolate, manteca de cacao o cacao en polvo.
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En la elaboracién del derivado del cacao de mayor importancia, el chocolate,
son habituales una serie de tratamientos dirigidos a la obtenciéon de un producto
homogéneo en su textura, y libre de caracteristicas organolépticas indeseables. Las
principales operaciones en ese sentido son de mezclado, refinado y conchado
(Toker et al., 2020). La primera de ellas, de gran influencia en las caracteristicas
finales del producto, se ejecuta en mezcladores continuos o discontinuos, en los
que se opera mediante combinaciones variables de tiempo y temperatura. Los
primeros son tipicos de grandes empresas chocolateras, en las que se manejan
grandes volumenes de mezclado dispuestos en amasadoras que dan lugar a una
textura plastica y consistente (Quifiones-Mufioz et al., 2011), mientras que en los
segundos, la operacion de mezcla se mantiene durante 12-15 min, a una
temperatura de 40-50 °C. Los ingredientes que se mezclan, dependiendo del tipo
de producto final que se desea obtener son: licor de cacao, manteca de cacao,
azulcar, grasa de leche y leche en polvo.

El principal objetivo del refinado es la adquisicion de una textura suave,
propiedad que se alcanza mediante el cribado de las particulas que sobrepasan un
determinado tamafio, generalmente 30 um (Sokmen y Gunes, 2006), aunque en
ocasiones se propicia la formacion de una doble capa con presencia de particulas
de distinto tamafo, lo que parece mejorar la textura del producto final,
especialmente en el caso de los chocolates negros.

El dltimo de los tratamientos, el conchado, confiere al chocolate sus
propiedades finales en cuanto a viscosidad, textura y sabor y garantiza que todas
las particulas queden perfectamente recubiertas por la fraccion grasa (Gutiérrez,
2017). En esencia, el conchado consiste en la agitacion del chocolate durante varias
horas a una temperatura superior a los 50 °C, ya sea mediante técnicas
tradicionales o en dispositivos especiales, denominados maquinas de conchado
(Figura 1.14.). Las condiciones del tratamiento favorecen la pérdida de humedad y
de ciertas moléculas volatiles no deseables, como es el caso del acido acético y
determinados fenoles (Beckett, 2008), y la oxidacidn de taninos (Reineccius, 2006),
ademads de propiciar cierto grado de caramelizacién y estabilizar la viscosidad.
Aunque son diversos los compuestos importantes desde el punto de vista
organoléptico que se ven afectados por las condiciones del conchado, los que se
ven afectados en mayor medida durante este proceso son las pirazinas (Liu et al.,
2015), por lo que es importante no prolongar indebidamente este proceso, ya que
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el descenso en
este  tipo de
moléculas puede
ser intenso (Toker
et al., 2019). En
este sentido, las
condiciones  del
proceso en cuanto

a tiempo y valores
térmicos varian en
funcién del tipo de
chocolate que se
produce. Asi, para

un chocolate con

Figura 1.14. Maquina de conchado de cacao leche, el proceso
(https://www.pinterest.es/pin/665688388640537520/).

se extiende entre
10hy16h,a49-52
°C, mientras que para un chocolate negro son 8 h a 70-82 °C. Si se quiere mantener
la viscosidad en niveles adecuados, se incorpora manteca de cacao o lecitina en la
parte final del proceso (Whitefield, 2005).

En términos generales, el proceso de conchado se desarrolla en tres fases
(Bordin Schumacher et al., 2009). Durante la primera o fase seca, en la que se
desarrollan los efectos iniciales de la friccion, la fraccidn grasa comienza a envolver
las particulas, se eliminan compuestos volatiles, y se pierde una fraccién de la
humedad. La segunda de las fases, conocida como etapa pastosa, se completa la
pérdida de humedad y se intensifican las propiedades organolépticas relativas al
sabor. En la tercera y ultima fase, denominada fase liquida, la pasta se licia y
homogeniza (Gutiérrez, 2017).

Tras el conchado, el cacao ha de ser atemperado, tratamiento con el cual se
alcanza una configuracién cristalina de la fraccidn grasa, factor responsable de la
apariencia lustrosa del chocolate. También se favorece la adquisicién de la textura
crujiente y la capacidad de fundirse en la boca (Greweling, 2007). El atemperado
tradicional transcurre en cuatro etapas: fundido completo a 50 °C, enfriamiento
hasta el punto de cristalizacidon a 32 °C, cristalizacion a 27 °C y transformacion de
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formas polimérficas inestables a 29-31 °C (Svanberg et al., 2011). En el caso de
chocolate con leche, el punto de cristalizacién disminuye como consecuencia de la
grasa presente en la leche, por lo que el valor térmico para la cristalizacién es
inferior (Afoakwa, 2015). En todas ellas es necesario controlar, ademas de la
temperatura, el tiempo y la agitacidn, factor este uUltimo que impide la generacién
de fases en la mezcla debido a la diferencia de densidad de los distintos
componentes (Gutiérrez y Pérez, 2015).

De forma previa a la cristalizacién, el chocolate ha de mantenerse liquido, por lo
gue se dispone en tanques con temperatura constante, 45 °C. Este valor térmico impide
gue se produzca solidificacidn, en caso de temperaturas inferiores, o de que se alteren
las caracteristicas organolépticas, si se aplican temperaturas superiores. Por otra parte,
también es crucial el control de la humedad, ya que su incremento favorece la
formacién de agregados que aumentan la viscosidad hasta niveles no deseables.

La ultima etapa antes de la distribucién y comercializaciéon implica el moldeado
del chocolate, etapa en la que se pueden incorporar diversos ingredientes, tales
como frutos secos, semillas o porciones de frutas (Gutiérrez, 2017). El chocolate, ya
sea atemperado o pre-cristalizado y fundido es depositado en moldes de metal o,
preferentemente plastico o silicona, ya que son mas econdmicos y su mayor
flexibilidad facilita la posterior extraccién (Ramirez, 2011), los cuales son operados a
través de un sistema automatizado de tuneles que se encuentran a 4-7 °C, si bien la
superficie de los moldes ha de estar caliente para evitar la formacion de cristales y
promover la fusiéon de aquellos que son inestables (Gutiérrez y Pérez, 2015). Para
evitar la formacién de burbujas, y propiciar la distribucién uniforme del chocolate los
moldes son agitados (Laughter et al., 2012). Los procesos a pequefia escala utilizan
refrigeradores a 5 °C, en los que los moldes con el chocolate permanecen durante
una hora. Una vez que se produce la solidificacidn, tiene lugar la extraccién de los
moldes. Este proceso puede ser automatizado, con maquinas que invierten los
moldes y depositan el chocolate sobre bandejas planas, o manual. Si el chocolate ha
sido bien atemperado en la etapa inmediatamente anterior, el chocolate presentara
las adecuadas caracteristicas de forma, color y brillo, ademas de mayor estabilidad,
resistencia térmica y periodo de vida util. En el caso contrario, el proceso de
extraccién se vera dificultado, pudiéndose incluso llegar a producir fracturas.
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1.7. DESARROLLO DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS: VARIABLES DE INFLUENCIA Y
COMPUESTOS IMPLICADOS.

El cacao y sus productos derivados, especialmente el chocolate, se encuentran
entre los productos mdas demandados por los consumidores. Entre otras
caracteristicas, tal éxito es debido, sin duda, a las propiedades organolépticas que
muestran (Figura 1.15.), que se concretan en unas cualidades sensoriales Unicas
cuando se funde en la boca (Torres-Moreno et al., 2012). Uno de los factores que
contribuye en mayor medida a esas excepcionales propiedades es el sabor que, en
el caso de los derivados comerciales del cacao, se desarrolla durante las etapas de
procesado post-cosecha (Afoawka et al., 2008), dado que el cacao natural se

caracteriza por un sabor amargo y una fuerte astringencia.

RUEDA DE

SABORES

'—‘-.-.-;_J’.
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Figura 1.15. Rueda de sabores del cacao y del chocolate (CAOBISCO-ECA-FCC, 2015).
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El desarrollo del sabor en el cacao procesado es un fenédmeno de gran
complejidad en el que influyen numerosos factores, tanto relacionados con
aspectos agrondmicos como procesales (Figura 1.16.), y su comprension requiere
un amplio conocimiento de los diferentes componentes implicados, tanto desde
una perspectiva individual como en lo referente a sus interacciones (Aprotosaiae et
al., 2016). Asi, es necesario considerar influencias causadas por variedad genotipica
del cacao, condiciones ambientales durante el cultivo, localizacion geografica
(factores agrondmicos), pre-acondicionamiento de la pulpa, proceso fermentativo,
secado (tratamiento post-cosecha), y torrefaccién y conchado (proceso productivo)
(Engeseth y Pangan, 2018).

. v
Cultivo | Almacenamiento de las vainﬁ Fermentacion

'

Secado |—— Transporte |

Variedad
Estacion

Duracién

Origen geogréfico

Temperatura

Método
Duracién
Microbiota

Método
Duracién

Temperatura

Duracién
Condiciones

Figura 1.16. Factores de influencia en la calidad del cacao a lo largo de su procesado primario
(adaptado de Saltini et al., 2013).

1.7.1. Factores que condicionan sabor y aroma.

En la etapa de cultivo, las variables con mayor influencia en las caracteristicas
organolépticas que potencialmente puede desarrollar el cacao procesado son la
variedad, las condiciones climdticas y el pais de origen. Como ya se ha referenciado
en epigrafes anteriores, las herramientas genéticas actualmente disponibles han
puesto de manifiesto la diversidad genética asociada a la especie Theobroma cacao.
No obstante, y desde una perspectiva estrictamente comercial, los cultivares
utilizados se consideran como pertenecientes a las variedades tradicionalmente
conocidas como Forastero, Criollo, Trinitario y Nacional (Giacometti et al., 2015),
las cuales difieren entre si en los niveles de proteinas, carbohidratos y polifenoles,
asi como en el grado de actividad enzimatica de las semillas (Santander Mufioz et
al., 2020). La primera de las variedades, Forastero, es considerada como ordinaria
en cuanto a su potencial organoléptico, ya que sus propiedades son limitadas como
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consecuencia de la menor presencia de compuestos aromaticos (Saltini et al.,
2013), lo que origina la ausencia de matices diferenciadores en el sabor que si se
pueden apreciar en los derivados obtenidos con otros cultivares (Aprotosaiae et al.,
2016). Por otra parte, genera derivados con valores de pH mas elevados que otras
variedades (Ortiz de Bertorelli et al., 2009). De forma genérica, se puede decir que
los chocolates derivados de esta variedad presentan sabores menos amargos, asi
como niveles inferiores de astringencia y acidez (Sukha et al., 2008).

La variedad Criollo se caracteriza por presentar de forma natural niveles
inferiores de polifenoles y superiores de pirazinas (Santander Mufioz et al., 2020),
lo que da lugar a productos con propiedades muy definidas en cuanto a amargor y
astringencia, y un fuerte perfil aromdatico, como consecuencia de altos niveles de
moléculas con caracter organoléptico (Ascrizzi et al., 2017). Estas propiedades, en
conjuncién con bajos valores de pH, confieren un perfil organoléptico particular a
los productos derivados de este cultivar, con un elevado potencial aromatico
(Aprotosiae et al., 2016). Es necesario, sin embargo, procesar de forma adecuada
las semillas de esta variedad, dada la intensidad de sus caracteristicas (Seguine et
al., 2014).

Las semillas de la variedad Trinitario, hibrida entre las dos anteriores, muestra
caracteristicas organolépticas mas parecidas a la Forastero, con la que comparte
los niveles de compuestos polifendlicos (Counet et al., 2004). De igual manera, los
productos obtenidos muestran también similares propiedades, con la excepcion de
unas notas de sabor a vino, que son Unicas entre los chocolates (Afoakwa et al.,
2008).

La ultima de las variedades tradicionales, Nacional, tipica de Ecuador (Rottiers
et al., 2019), es referenciada, al igual que la variedad Criollo, como de cacao fino
(Badrie et al., 2015), aunque presenta concentraciones considerablemente
inferiores de pirazinas (Toker et al., 2020). Los chocolates elaborados con esta
variedad muestran propiedades aromaticas de caracter floral y especiado (Kongor
et al., 2016).

Ademas de la variedad, durante el cultivo del cacao las condiciones a las que
se ve sometida la planta, asi como la localizacién geografica en la que se encuentra
la plantacion determinan en cierto grado la composicidon de las semillas y, en
consecuencia, la calidad organoléptica del producto generado (Trognitz et al.,
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2013), ademas de su potencial influencia positiva sobre la salud, debida
mayoritariamente a la presencia de compuestos bioactivos de naturaleza
antioxidante (Quelal-Vasconez et al., 2020). Las practicas agricolas difieren entre
zonas, de manera que factores tales como la duracién del cultivo, el marco de
plantacion o el protocolo de recoleccién, pueden ocasionar variaciones en las
concentraciones de ciertas moléculas, incluso perteneciendo a la misma variedad
(Lima et al., 2011a; Niether et al., 2017a). Las condiciones climaticas también se
muestran como un factor decisivo, especialmente en la actual situacion,
considerando el impacto que el cambio climatico tiene y tendra en el desarrollo de
la agricultura y, de forma concreta, en el cultivo del cacao (Farrell et al., 2018). En
este sentido, serd necesario buscar variedades que puedan adaptarse a las nuevas
condiciones, especialmente en lo que respecta al incremento de los valores
térmicos y la mayor incidencia de las sequias (Abdulai et al., 2018). No obstante, e
independientemente del reto que supone el cambio climatico en cuanto al cultivo
y a la calidad del cacao, esta ultima se ve también afectada por el entorno en el que
la planta se desarrolla. Asi, el nivel de radiacion solar, la pluviosidad o las
propiedades del suelo afectan parametros tales como la composicidon nutricional,
el contenido en grasas o los niveles de compuestos fendlicos y, por tanto, aunque
sea de forma indirecta, el perfil organoléptico del cacao procesado (Niether et al.,
2017b) o sus propiedades fisico-quimicas (Vieira et al., 2015), de gran importancia
a la hora de definir parametros tales como cristalizacién o consistencia. Asi, se ha
comprobado que en aquellos casos en los que la maduracién de la vaina se produce
en periodo de sequia, el nivel de compuestos fendlicos se incrementa (Wang et al.,
2016).

Tras la recoleccién del cacao, y de forma previa a la fermentacion, suele ser
practica habitual, aunuque no obligatoria, el almacenamiento temporal de las
vainas. Las condiciones en las que tiene lugar esta etapa pueden influir en mayor o
menor medida en el potencial organoléptico del producto, si bien tal hecho
permanece sin dilucidar, dada la escasa atencién que, hasta el momento se ha
prestado a esta operacion (Hinneh et al., 2018). Algunos estudios apuntan el efecto
que el almacenamiento tiene tanto sobre el apecto de las vainas como sobre su
composicion quimica (Nazaruddin et al., 2006; Guehi et al., 2010a), mientras que
su impacto sobre la comunidad microbiana presente, que regira la posterior etapa
de fermentacion, ha sido descrito recientemente (Hamdouche et al., 2019). Una de
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las opciones a las que se atribuye tal impacto es el desarrollo de especies
contaminantes que incrementan su presencialidad durante el periodo de
almacenamiento (Kedjebo et al., 2016). En el caso de la composicidon quimica, se
han referenciado incrementos en los niveles totales de alcoholes, con la excepcién
del etanol, cuando se prolonga el tiempo de almacenamiento, hecho que se asocia
a una mayor actividad levaduriforme, potenciada por una baja presencialidad de
bacterias del acido lactico, como consecuencia de una mayor disponibilidad de
oxigeno a medida que se aumenta la duracidn de esta fase (Afoakwa et al., 2014).
Por el contrario, ésteres y acidos parecen reducirse en funcién del tiempo de
almacenamiento, lo que puede deberse a un descenso en la concentracién de
sustratos precursores, azlcares y proteinas en el caso de los primeros (Afoakwa et
al., 2013), y etanol en el de los segundos (Hamdouche et al., 2019). En cualquier
caso, y debido a los escasos estudios realizados, los resultados son contradictorios,
y mientras unos apuntan a un posible efecto negativo del preacondicionamiento de
la pulpa mediante almacenamiento (Hinneh et al., 2019), otros postulan esta etapa
como una herramienta util en lo relativo a perfilar parcialmente las propiedades
organolépticas del producto final a través de la composicién quimica (Afoakwa et
al., 2014).

Tras lafermentacion, etapa fundamental en la adquisicién de propiedades y que,
como se ha apuntado previamente, se tratard de forma individualizada, la dltima de
las operaciones que se suele realizar por los productores es la de secado. En esta
etapa, los parametros que pueden afectar la presencia de compuestos
organolépticos son metodologia, duracion y temperatura (Toker et al., 2020). El tipo
de protocolo aplicado a la hora de implemetar el desecado de la pulpa fermentada
puede llegar a determinar el que el producto final obtenido alcance la calidad
deseada o no. En ese sentido, se valora en mayor medida un proceso tradicional de
secado al sol, ya que potencia las caracteristicas organolépticas asociadas a un buen
chocolate (Afoakwa et al., 2008), en contraposicion con los protocolos de caracter
artificial, que favorecen la aparicién de ciertos matices no deseados, tales como notas
de aroma a gasolina o a goma (Bernaert et al., 2012). En general, se recomiendan
procesos de secado a temperaturas no excesivamente altas y prolongados durante
mas tiempo, protocolos que limitardn sabores excesivamente acidos (Toker et al.
2020), si bien la duracién no ha de ser tanta como para propiciar la aparicion de
especies fungicas (Zahouli et al., 2010). En el caso de tratamientos artificiales, se ha
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comprobado que protocolos a 70 °C prolongados durante 8 h generan resultados
similares a los encontrados en procesos naturales en lo que respecta a modificacién
de compuestos de interés organoléptico (Santander Mufioz et al., 2020). Entre los
eventos que tienen lugar durante el secado, destacan el descenso en la concentracion
de polifenoles, como consecuencia de reacciones de pardeamiento, ademads de
difusibilidad (Aprotosaiae et al., 2016), el de alcoholes, por evaporacién vy
degradacion, y el de acidos grasos volatiles (Paramo et al., 2010), aunque se aumenta
el de acidos grasos en general, debido a la accidn de lipasas enddgenas de las vainas
(Afoakwa et al., 2014). En oposicidn, en tratamientos con valores térmicos entre 30
°Cy 50 °C, el nivel de pirazinas puede incrementarse (Rodriguez-Campos et al., 2011;
Utrilla-Vazquez et al., 2020). Al igual que otros tratamientos que son realizados por
los productores, el secado se caracteriza por una elevada heterogeneidad en sus
condiciones de implementacidn, las cuales, al igual que la finalizacién del proceso,
dependen totalmente del criterio del agricultor (Saltini et al., 2013), lo que puede
suponer un riesgo en cuanto a la idoneidad de las propiedades adquiridas por el
cacao.
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Figura 1.17. Reacciones de Maillard durante la etapa de torrefacciéon y ejemplos de moléculas
organolépticas formadas: a) tetrametilpirazina, b) 2-metilpropanal, c) 2-fenilacetaldehido
(adaptado de Teodorowicz et al., 2017).

La torrefaccidn o tueste es la ultima de las operaciones que contribuye de
forma importante al perfil organoléptico de los derivados del cacao. Esta etapa, ya
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perteneciente al procesado secundario llevado a cabo por las compaiiias
manufactureras, define en gran medida las caracteristicas del producto final. Al
igual que durante el secado, los elevados valores térmicos ocasionan un
decrecimiento de los niveles totales de polifenoles, por lo que la aplicacion de
temperaturas inferiores durante tiempos no excesivamente largos limita la pérdida
de este tipo de compuestos (loannone et al., 2015). Por el contrario, las
temperaturas elevadas generan mayores niveles de compuestos aromaticos
volatiles (Santander Mufoz et al., 2020), por lo que es necesario llegar a un
compromiso en relacién con las condiciones que permiten el equilibrio deseado
entre la adquisicion de las propiedades organolépticas adecuadas y el
mantenimiento de niveles deseables en compuestos con accién nutracéutica. En
este sentido, es necesario apuntar que una elevada presencia de polifenoles
también puede afectar negativamente las caracteristicas organolépticas, ya que
durante el tratamiento térmico pueden unirse a diversas moléculas protagonistas
en el desarrollo del aroma (Misnawi et al., 2004). En cuanto a la formacion de
compuestos organolépticos, las reacciones de Maillard (Figura 1.17.) desempefian
un papel fundamental en esta fase (Ho et al., 2014; Oracz y Nebesny, 2019), gracias
a las cuales los azucares reductores en conjuncién con aminas dan lugar a
compuestos tales como aldehidos y pirazinas (Saltini et al., 2013), aunque también
se forman alcoholes, cetonas, ésteres, éteres, furanos, pirroles o tiazoles (Kongor
et al., 2016). A modo ilustrativo, baste decir que hasta casi 600 compuestos
diferentes derivados de este tipo de procesosy con influencia en el aromay el sabor
se han identificado en el cacao una vez tostado (Engeseth y Pagan, 2018), entre los
cuales destacan  2-metilpropanal, 3-metilbutanal, 2-metilbutanal, 2-
fenilacetaldehido, benzaldehido, acetofenona, tetrametilpirazina, trimetilpirazina,
2,3-dimetilpirazina o 2,3-dimetil-5-etil-pirazina (Rottiers et al., 2019). Estos y otros
compuestos confieren al cacao procesado y sus derivados notas de sabor a
producto horneado, flores, frutas, caramelo o nueces (Santander Mufoz et al.,
2020). Sin embargo, no todas las transformaciones que tienen lugar durante esta
fase son deseables. Las condiciones de esta etapa promueven también la formacién
de cierto tipo de compuestos que, aunque no estan relacionados con el desarrollo
del aroma y el sabor, tienen una gran importancia por sus potenciales efectos
negativos sobre la salud humana. Es el caso de las aminas biogénicas (Oracz y
Nebesny, 2014) cuya formacion se ve favorecida por altas temperaturas, elevada
humedad y presencia de grupos aminos y carbonilicos.
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La ultima de las etapas en el procesado secundario del cacao que muestra
influencia sobre las propiedades organolépticas es el conchado. La aplicacion de este
tratamiento potencia el aromay el sabor, entre otros factores, mediante la reduccion
de compuestos que inciden negativamente sobre este aspecto (Afoakwa et al., 2008)
y la consecuente ganancia en peso relativo de los que permanecen, aunque si el
proceso se prolonga excesivamente, también decrece la presencia de moléculas de
interés (Owusu et al., 2012), especialmente en el caso de aldehidos, ésteres y
alcoholes. Durante un correcto proceso de conchado, no aparecen nuevos
compuestos de influencia organoléptica, pero si se incrementa la presencia de los ya
existentes (Counet et al., 2002), aunque algunos estudios apuntan en sentido
contrario (Toker et al., 2020). Otro de los eventos que promueve el conchado en
relacién con las propiedades organolépticas es la movilidad de las moléculas
organolépticas, que propicia una mayor uniformidad en su distribucidn (Ziegleder,
2009). Asi, las moléculas que se concentran entre las particulas de cacao y la manteca
de cacao, se reparten con el tercer componente presente, el azicar (Figura 1.18.).
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Figura 1.18. Redistribuciéon del sabor en la masa de cacao durante el proceso de conchado
(adaptado de Ziegleder, 2009).
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1.7.2. Integrantes del perfil organoléptico del cacao procesado.

La diversidad de compuestos que contribuyen al sabor y al aroma del cacao tras su
procesado es considerablemente elevada (Tabla 1.5.). El correcto balance entre todos
ellos determinard la idoneidad organoléptica de los productos comerciales que lo
incluyen en su formulacién, y dicho balance se alcanzard sélo si el procesado es el
adecuado (Engeseth y Pangan, 2018). En el epigrafe anterior se ha referido, grosso
modo, la secuencia transformativa en cada una de las etapas de procesado en lo que
respecta a la generaciéon de compuestos de influencia aromatica. En el presente
apartado, se relacionaran cuales son esos compuestos que, en mayor medida,
definen el perfil organoléptico del cacao procesado y sus productos derivados.

Las familias de compuestos con mayor peso en el desarrollo de las propiedades
de aroma y sabor incluyen acidos, alcoholes, aldehidos, amidas, aminas, cetonas,
ésteres, fenoles, furanos, hidrocarburos, pirazinas y terpenos (Braga et al., 2018).
De forma general, esas moléculas se forman a partir de una reducida variedad de
prescursores que, de forma mayoritaria, se identifican como oligopéptidos,
aminodcidos libres, azlcares reductores y cianidina-3-galactésido (Toker et al.,
2020), compuesto este Ultimo perteneciente al grupo de las antocianinas que, junto
a las proantocianidinas y las catequinas, constituyen la fraccidn polifendlica del
cacao (Aprotosaiae et al., 2016).

En el grupo de los acidos, el compuesto mayoritario es el acido acético, aunque
también contribuyen los acidos isobutirico, isovalérico y propidnico. De forma
mayoritaria, confieren aromas no deseables en productos de esta naturaleza, tales
como a jamdn, a mantequilla o a rancio, por lo que su reduccién en elevadas
proporciones durante etapas post-fermentativas se considera positivo (Paramo et
al., 2010; Rodriguez-Campos et al., 2012). Por el contrario, la presencia de
aldehidos y cetonas aporta aromas y sabores favorables tipicamente asociados al
chocolate y productos malteados, entre los que destacan notas florales. Principales
responsables de estas acciones son 2-metilbutanal, 3-metilbutanal, 5-metil-2-fenil-
hexenal o acetofenona. Adicionalmente, este grupo de compuestos contribuye a la
formacién de otro de los grupos de moléculas de importancia organoléptica, como
son las pirazinas (Ziegleder, 2009). Precisamente las pirazinas son las moléculas mas
influyentes en las propiedades organolépticas del cacao, producto al que dotan de
un aroma a nueces, a tierra y a tostado (Czerny et al., 2008). Se estima que el
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numero de pirazinas que participan en el desarrollo del aroma y el sabor del cacao
procesado se sitla en el margen 80-100 (Afoakwa et al., 2008; Engeseth y Pangan,
2018), entre las que destacan las alquipirazinas (Ziegleder, 2009) y, de forma
especial, tetrametil y trimetilpirazina (Ascrizzi et al., 2017; Rottiers et al., 2019),
pudiendo llegar la primera a suponer hasta el 90% de la totalidad de pirazinas
(Rodriguez-Campos et al., 2012). De hecho, la relacidn entre estos dos compuestos
ha sido propuesta como indice del grado de torrefaccién (Aprotosiae et al., 2016).
Adicionalmente, algunas pirazinas propician la formacién de aromas especificos en
conjuncién con otros componentes, como es el caso de la 2,3-dimetilpirazina en
relacion al 2-fenil-2-butenal (Fang et al., 2020). El segundo grupo de volatiles
aromaticos en importancia son los ésteres (Utrilla-Vazquez et al., 2020),
caracterizados por la generacién de notas frutales. Mayoritariamente, proceden de
la actividad levaduriforme que se da durante la etapa fermentativa (Toker et al.,
2020), lo cual presenta el incoveniente de que, en un elevado porcentaje, se
pueden perder durante las posteriores etapas de torrefaccidon y conchado (Ramli et
al., 2006), especialmente los ésteres de cadena corta (Meersman et al., 2016). La
molécula mas habitual dentro de este grupo es el 2-fenilacetato (Mohamadi Alasti
et al., 2019). También de la actividad microbiana durante la fermentacidn proceden
los alcoholes, aunque también se pueden generar como consecuencia de la
degradacion térmica de los aminodacidos (Aprotosiae et al., 2016). Este tipo de
compuestos también aporta matices frutales y florales al aroma del cacao
procesado, siendo el mas destacado el linalool, alcohol que también se encuadra
dentro del grupo de los terpenos (Rottiers et al., 2019). La presencia de esta
molécula es especialmente abundante en cacaos procedentes del continente
americano, dado que se asocia a variedades de cacao fino (Kongor et al., 2016).

Tabla 1.5. Compuestos volatiles de influencia en las propiedades aromaticas del cacao
procesado (adaptado de Aprotosiae et al., 2016).

Compuesto Aroma y sabor Compuesto Aroma y sabor
Alcoholes y Fenoles

1-Propanol Dulce, caramelo Trans-3-hexen-1-ol  Herbal, vegetal
2-Metil-1-butanol Frutal, uva 2-Heptanol Citrico
2,3-Butanodiol Aroma manteca de cacao 1-Feniletanol Miel, floral
2-Pentanol Vegetal 2-Fenil-etanol Miel, floral
1-Hexanol Frutal, vegetal Alcohol benzilico Dulce, floral
2-Hexanol Frutal, vegetal

48| Pagina Introduccion



Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

Tabla 1.5 (Cont.). Compuestos volatiles de influencia en las propiedades aromaticas del
cacao procesado (adaptado de Aprotosiae et al., 2016).

Compuesto Aroma y sabor
Aldehidos y cetonas

2-Fenil acetaldehido Miel, floral
2-Metilpropanal Chocolate
2-Fenilpropanal Floral
2-Metilbutanal Chocolate
3-Metilbutanal Chocolate
2-Fenil-2-butenal Dulce
4-Metil-2-feni-2-pentenal Cacao
n-Hexanal Vegetal
Acidos

2-Metilpropidnico Floral
3-Fenilpropidnico Dulce, rosa
Esteres

Etil acetato Pifia
Isobutil acetato Frutal
Isoamil acetato Frutal, platano

Bencil acetato
Metilfenil acetato

Floral, jazmin
Dulce, miel, jazmin

Etilfenil acetato Frutal, dulce
2-Feniletil acetato Miel, floral
Etil butirato Pifia
Etil lactato Frutal
Etil 2-metilbutanoato Frutal
Aminas, amides, nitrilos, purinas
Benzonitrilo Almendra
Lactonas
6-Octenolactona Coco
Terpenoides
Oxido de linalool (cis-

. Nuez
furanoide)
Geraniol Floral, frutal
Geranil acetato Rosa, lavanda

a-Terpenil formato Herbal, citrico
Furanos, furanonas, piranos, pironas
2-Furfural Almendra
5-Metil-2-furfural Dulce, caramelo
2-Furfuril acetato Frutal, platano
2-Acetil-5-metilfurano Nuez
2-furfuril propionato  Especia, floral

Compuesto Aroma y sabor
5-Metil-2-fenil-2-hexenal Cacao
2-Nonenal Vegetal
Vainilla Chocolate, dulce
2-Pentanona Frutal
2-Heptanona Frutal, floral
Acetofenona Floral

Floral, herbal
Frutal, herbal

2-Hidroxi acetofenona
4-Metil acetofenona

Acido cindmico Miel, floral
Etil 3-metilbutanoato Frutal

Etil valerato Frutal, pifia
Etil hexanoato Frutal

Etil octanoato Frutal, floral
Etil decanoato Pera, uva
Etil laurato Frutal, floral
Isoamil benzoato Balsamo, dulce
Metil salicilato Amargo, almendra
Metil cinamato Balsamico, fresa
Etil cinamato Dulce, canela
N-(2-fenetil) formamida Esencias
y-Decalactona Melocotén

Oxido de linalool
(trans-furanoide
Linalool (trans-piranoide)
Linalool (cis-piranoide)

Floral, citrico

Floral
Floral, vegetal

Furaneol
Maltol

Frutal, fresa
Nuez tostada

5,6-Dihidro-6-pentil-2-pirona Coco
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Tabla 1.5 (Cont.). Compuestos volatiles de influencia en las propiedades aromaticas del
cacao procesado (adaptado de Aprotosiae et al., 2016).

Compuesto Aroma y sabor Compuesto Aroma y sabor
Pirazinas

2-Metilpirazina Nuez, chocolate, coco 2,3-Dietilpirazina Nuez, cereal
2-Etilpirazina Manteca de cacahuete 2, 3-Dimetilpirazina Caramelo, cacao
2,5-Dimetilpirazina Cacao, nuez 2,3,5-Trimetilpirazina Cacao, nuez

2,6-Dimetilpirazina Nuez, café, vegetal 235 6-Tetrametilpirazina ~ Chocolate,cacao
2-Etil-5-metilpirazina Nuez, patata cruda 2,3,5-Trimeti-6-etilpirazina ~ Caramelo, dulce
Pirroles

Pirrol Nuez Pirrol-2-carboxialdehido Nuez
2-Acetilpirrol Chocolate, avellana

1.8. IMPORTANCIA DE LOS MICROORGANISMOS EN EL PROCESADO DEL CACAO. ETAPA
FERMENTATIVA.

No existe certeza en torno al origen del proceso de fermentacién en el procesado del
cacao, aunque se postula que se buscaba la obtencién de un producto con mejor
apariencia y preparado para la etapa de secado, gracias a la retirada de la capa
mucilaginosa que recubre las semillas como consecuencia de las temperaturas
alcanzadas durante esta fase (Amoa-Awua, 2015). En la actualidad, se conoce que,
efectivamente, el papel que desempefia la elevada temperatura que propicia la
actividad microbiana resulta fundamental en la transformacién del cacao. Para
alcanzar semejante valor térmico, es necesario que la masa de cacao permanezca
bien aislada, de modo que se prevengan pérdidas de calor, pero también lo es que
exista un adecuado flujo de aire que permita la existencia de condiciones aerdbicas
cuando son demandadas (Koffi et al., 2017b), por lo que es recomendable evitar la
acumulacidn de volimenes excesivamente grandes que favorezcan la compactacion.
Pero la influencia de la etapa fermentativa va mas alld de un mero cambio fisico. La
importancia que esta fase ostenta en el procesado del cacao es considerable, dado
gue es durante su desarrollo cuando se comienzan a dar las transformaciones que
desembocan en la generacién de un producto comercializable, la mayor parte de ellas
relacionadas con la adquisiciéon de unas adecuadas propiedades organolépticas,
aunque también se producen modificaciones de caracter estrictamente fisico-
guimicas (Pereira et al., 2016). Todas ellas, en mayor o menor medida, son
consecuencia de la actividad microbiana (Ganeswari et al., 2015).
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De forma natural, el cacao presenta unas caracteristicas que hacen inviable su
consumo. La elevada concentracion de polifenoles lo dota de una astringencia
indeseable, mientras que la de metilxantinas le confiere un sabor excesivamente amargo,
propiedad a la que también contribueyen los polifenoles (Romanens et al., 2018).
Durante el proceso fermentativo, una porcion de los polifenoles es eliminada, ya sea por
desaparicidon directa por difusion o mediante procesos oxidativos catalizados por
polifenol oxidasas (Camu et al., 2008a), mientras que las metaxantinas también difunden
(Jdnior et al., 2020; Pe
compuestos, se produce la formacién de otra serie de moléculas precursoras del aroma

dez et al, 2016). Paralelamente a la reduccién de estos

y el sabor, que seran transformadas en etapas posteriores, y que son principales
responsables de la adquisicion de las correctas propiedades organolépticas del cacao
procesado (Gutiérrez, 2017). En ese proceso biosintético, la actividad de diversas
comunidades microbianas resulta esencial, tanto en lo que respecta a su accién
individualmente considerada como en lo concerniente a su adecuada sucesion
(Hamdouche et al., 2015; Kouamé et al., 2015). Asi, en términos generales, se puede
considerar que, desde el punto de vista microbiano, la fermentacidn transcurre en
diversas subetapas coincidiendo con la identidad de la comunidad microbiana
predominante en cada momento. De inicio, las condiciones favorecen la acciéon de
levaduras en condiciones anaerdbicas, cuya principal consecuencia es la conversion de
azUcares en etanol. En coexistencia con las levaduras, se encuentran las bacterias del
acido lactico (BALs) que, aunque presentes desde el comienzo del proceso, pasan a ser
dominantes transcurridas aproximadamente 48 h de fermentacion. Este grupo es
responsable de la transformacién de azucares en acido lactico. Finalmente, las bacterias
del acido acético (BAAs) adquieren protagonismo en la parte final, cuando aumenta la
disponibilidad de oxigeno como consecuencia de la degradacién de la pulpa y la mayor
facilidad que eso supone para la entrada de aire. Su principal aportacidn radica en la
sintesis de acido acético a partir del etanol producido por las levaduras, accion en la que
ademas se genera gran cantidad de energia que da lugar a un importante ascenso
térmico (Fowler, 2009).

Las semillas de cacao estan constituidas mayoritariamente por una fraccién de
pulpa mucilaginosa, que recubre las semillas propiamente dichas, integradas por dos
cotiledones, cada una con su respectivo embrién. La pulpa se compone de un 10-15%
de azucares, 1-2% de pectina y polisacaridos andlogos, 0,5-2% de acido citrico y
pequefias cantidades de proteinas, aminoacidos, minerales y vitaminas (Amoa-Awua,
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2015; Nunes et al., 2020). Por su parte, los cotiledones estan formados por agua (32-
39%), grasas (30-32%), proteinas (8-10%), polifenoles (5-6%), almiddn y pentosas (4-
6% de cada), celulosa y sacarosa (2-3% de cada), teobromina (1-3%), cafeina (0,2-1%)
y acidos (1%) (Bertazzo et al., 2013). La composicion de la pulpa propicia la accion
microbiana, a partir de la cual se produce la degradacidon de parte de ella, generando
en el proceso alcohol, 4cidos y energia térmica (De Vuyst y Weckx, 2016). La
combinacion de estos tres productos provoca la afectacién de los cotiledones, que
acaban sufriendo muerte celular, lo que da lugar a su ruptura y a la liberacién de los
contenidos intracelulares, tanto sustratos como enzimas (Gutiérrez, 2017). Ambos
resultan fundamentales en la evolucidén organoléptica de las semillas, por lo que los
eventos que tienen lugar durante la fermentacién condicionan la obtencién de
productos con las caracteristicas deseadas (Figura 1.19.).
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Figura 1.19. Eventos bioquimicos en la semilla durante la fermentacién (adaptado de Fowler,
2009).

Las metodologias existentes para llevar a cabo la etapa de fermentacién, de
gran influencia en las caracteristicas del producto final obtenido (Kostinek et al.,

52|Péadgina Introduccion



Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

2008), son diversas, aunque las mas habituales son las que se realizan en pilasy en
cajas (Visintin et al., 2016). La primera de ellas, considerada como la mas
tradicional, implica la disposicion del material, las semillas de cacao, en pilas
recubiertas con hojas de platano o banano (Owusu, 2010). Su éxito entre los
agricultores radica en su bajo coste, la nula demanda de infraestructuras
permanentes y la facilidad de ejecucion (Aneani y Takrama, 2006). Basicamente,
consiste en la construccion de una plataforma levemente inclinada, al objeto de
facilitar el drenaje, en cuyo centro se situa el material a fermentar dispuesto en
forma cdnica, con una altura en esa zona central de entre 60 y 90 cm. La cobertura
tiene como finalidad preservar el calor y la humedad, asi como proteger el material
de la posible lluvia, aunque es importante prevenir la posible limitacién en la
disponibilidad de oxigeno que puede ocasionar (Ganeswari et al., 2015). El proceso,
que se suele extender durante unos 6 dias, muestra el incoveniente un alto grado
de heterogeneidad a causa de las diferentes condiciones que se dan entre las zonas
superficiales e internas de la pila. Parte de esta situacidn se puede revertir
implementando practicas de volteo que favorecen la exposicidn de todo el material
a todas las condiciones de temperatura y aireacién, generando asi un producto mas
homogéneo y con mejores propiedades (Guehi et al., 2010).

Figura 1.20. Cajas de fermentacion en pisos
(https://3dwarehouse.sketchup.com/mo
del/d5da9585b2e36e55630f6387981da7

24/cocoa-fermentation-box).

La fermentacién en cajas (Figura 1.20.), metodologia dominante fuera de
Africa (Beg et al., 2017), mejora las prestaciones del sistema de pilas al reducir las
posibilidades de contaminacion (Ganeswari et al., 2015), pero resulta mas costosa
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y laboriosa. El material mas ulizado para su construccidn es la madera de larga
duracion (Guda y Gadhe, 2017), aunque también se pueden utilizar materiales
plasticos. En la base y en las paredes de la caja se practican orificios que cumplen
el doble propdsito de permitir el drenaje y favorecer la aireacion. En muchos casos,
las cajas disponen también de una doble pared, en cuyo espacio intermedio se
dispone algun tipo de residuo agricola que confiera aislamiento (Amoa-Awua,
2015). Al igual que en el sistema de pilas, es habitual utilizar hojas de platano o
banano como cobertura e implementar practicas de volteo, que se suelen llevar a
cabo mediante transferencias de una caja a otra (Fowler, 2009). Dependiendo de la
region productora, otros sistemas utilizados, aunque en menor medida, son cestas,
bandejas, toneles o plataformas (De Vuyst y Weckx, 2016).

1.8.1. Comunidades microbianas y eventos bioquimicos asociados.

La comunidad microbiana presente en el material a fermentar, la mezcla de semillas
y pulpa, muestra una elevada complejidad en lo que respecta a su composicidn, tal
y como corresponde a la diversidad de fuentes de las que proviene, entre las que
se incluyen los trabajadores, la superficie de las propias vainas, las herramientas
utilizadas en las practicas post-cultivares, microfauna propia del entorno, e incluso
los recipientes en los que se lleva a cabo la fermentaciéon (Sarbu y Csutak, 2019).
Obviamente, no todas las poblaciones integradas en la comunidad exhiben el
mismo nivel de participacion en los eventos que acontecen durante la
fermentacidn, llegando algunas incluso a no ejercer ningun tipo de accién (Camu et
al., 2007).

Como se ha referido con anterioridad, los grupos micobianos portagonistas en
el proceso fermentativo, grosso modo, se limitan a tres: levaduras, BALs y BAAs, si
bien, y dependiendo del caso concreto, pueden contribuir de forma significativa
especies integradas en otros grupos, como es el caso de ciertos hongos
filamentosos o miembros del género Bacillus (Schwan et al., 2015).

El primer grupo que adquiere relevancia durante la fermentacién es el de las
levaduras. Las condiciones que se dan al inicio del proceso, presencia de azucares
fermentables, bajos niveles de pH y escasa disponibilidad de oxigeno, favorecen el
desarrollo de este grupo (Papalexandratou y De Vuyst., 2011), cuya principal
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influencia reside en la conversién de azucares en alcohol, la generacién de ciertos
precursores organolépticos y la degradacidon de la pulpa mediante la accidon de
enzimas pectinoliticas (Figueroa-Hernandez et al., 2019), ademas de promover un
ascenso en el pH como consecuencia de la metabolizacién del dcido citrico presente
en la pulpa (Kostine et al., 2008)). A medida que las condiciones del entorno van
cambiando con el avance de la fermentacién (ascenso de temperatura como
consecuencia de reacciones aerdbicas, incremento en la concentracidén de etanol,
o limitacion de fuentes carbonadas adecuadas (Daniel et al., 2009), su papel se va
limitando. Aunque su participacion siempre se ha considerado como imprescindible
para el correcto transcurrir de la fermentacién y la obtencién de un cacao
procesado con las adecuadas propiedades (Ho et al., 2014), lo cierto es que no es
hasta hace relativamente poco que se han empezado a dilucidar los detalles de su
actuacién, y aun, aquellos relacionados con su contribucién a la calidad final del
cacao procesado, no han sido totalmente esclarecidos (Jamili et al., 2016; Pereira
et al., 2017). De forma concreta, se postula que algunos de los compuestos
secundarios sintetizados por ellas, tales como alcoholes superiores, aldehidos,
cetonas o ésteres de dacidos grasos pueden actuar como precursores de las
posteriores propiedades organolépticas adquiridas por el cacao procesado (De
Vuyst y Weckx, 2016). También se reconoce en algunas especies capacidad para
producir compuestos antimicrobianos (Nielsen et al., 2015).

La diversidad de levaduras relacionadas con la fermentacidon del cacao es
relativamente alta (Tabla 1.6.), dado que la identidad de las especies dominantes se
encuentra influenciada por la geolocalizacidn y las condiciones especificas en las que
se desarrolla cada proceso (Sarbu y Csutak, 2019). El primer factor parece ser
especialmente determinante, como parece apuntar el estudio realizado por Ludlow
et al. (2016), en el que se habla de poblaciones levaduriformes especificas y con
caracteristicas genéticas diferenciadas en funcién de patrones geograficos en lugar
de poblaciones clénicas entre las distintas localizaciones pertenecientes a un mismo
pais en las que se da el cultivo. En la practica, este hecho se traduce en que se pueden
encontrar mds similitudes entre las comunidades eucariotas asociadas a
fermentaciones realizadas en distintos paises que entre las de un mismo pais, pero
distintas regiones. No obstante, el perfil genérico en lo que respecta a las especies
tipicamente mayoritarias suele ser bastante similar, con protagonismo de un bajo
numero de miembros de ese grupo en cada proceso en funcion de sus caracteristicas.
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Tabla 1.6. Especies levaduriformes identificadas durante la fermentaciéon del cacao en
diferentes localizaciones geogréficas (adaptado de Sarbu y Csutak, 2019).

Pais
Brasil

Cuba

Ecuador

México

Nicaragua

Republica Dominicana

Indonesia

Costa de Marfil

Ghana

Especies
S. cerevisiae, P. kluyveri, H. uvarum,
I. orientalis, D. etchellsii, K. ohmeri,
C. orthopsilosis, P. kudriavzevii, C.
magnoliae

P. manshurica, H. opuntiar, P.
kudriavzevii,  P.  kluyveri, C.
tropicalis, P. occidentalis, C.
orthopsilosis, P. terricola, T.
delbrueckii

S. cerevisiae, C. pelliculosa, T.

candida, C. tropicalis, T. holmii, C.
zeylanoides, T. castelli, K. apiculata,
H. guillermondi, K. marxianus, P.
membranifaciens, P. kudriavzevii

P. kudriavzevii, S. cerevisiae, S*.
crataegensis, H. guillermondii

H. uvarum/opuntiae, S. cerevisiae, P.
kudriavzevii, P. barkeri, K. humilis
C. inconspicua, H. guillermondii, Y.

lipolitica, C. zeylanoides, P. fermentans,
C. krusei, C. intermedia, H. valbyensis

C. krusei, C. tropicalis, S*.
fibuligera, S. cerevisiae

P. kudriavzevii, P. kluyveri, S.
cerevisiae, C. tropicalis, P.

galeiforms, G. geotrichum. W.
anomalus, H. opuntiae, P.
manshurica, P. sporocuriosa, |,
hanoiensis, C. insectorum, P.
kluyveri,  P.  fermentans, S.

chevalieri, P. membranifaciens, C
krusei, T. holmii, T candida

P. kudriavzevii, S. cerevisiae, H.

guillermondii, S*. crataegensis

Referencias

Pereira et al., 2012
Miguel et al., 2017

Maura et al., 2016

Ordofiez-Araque et

al., 2020

Hernandez-Hernandez
etal., 2016

Papalexandratou
al., 2019

et

Lagunes-Gavez et al.,
2007

Jamili et al., 2016
Ardhanay Fleet, 2003

Koffi et al., 2016
Koné et al., 2016
Hamdouche et
2015
Ravelomanana et al.,
1985

al,,

Daniel et al., 2009

C: Candida; D: Debaryomyces; G: Galactomyces; H: Hanseniaspora; I: Issatchenkia; K:
Kluyveromyces; P: Pichia; S: Saccharomyces; S*: Saccharomycopsis; T: Torulaspora; W:
Wickerhamomyces; Y: Yarrowia.
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La literatura en torno a la especie mds dominante es bastante contradictoria,
aunque si que existe unanimidad en la composicién ampliada del grupo
relativamente pequefio de levaduras importantes en la transformacion del cacao.
Los integrantes de ese grupo pertenecen mayoritariamente a los géneros
Saccharomyces, Hanseniaspora y Pichia (Schwan et al., 2015), siendo las especies
mas citadas Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora guillermondii, H. opuntiae,
Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans, P. kluyveri, P. manshurica, P.
membranifaciens, Issatchenkia orientalis, Kazachstania humilis, Candida
intermedia, o Wickerhamomyces anomalus (Schwan et al., 2015; De Vuyst y Weckx,
2016). S. cerevisiae es referenciada asiduamente como especie levaduriforme
dominante en la fermentacién del cacao, papel que se atribuye a su capacidad para
adaptarse a las estresantes condiciones que imperan en el entorno fermentativo y
a su elevado potencial fermentativo (Batista et al., 2015), lo que le permite mostrar
un mayor grado de desarrollo que otras especies y persistir a lo largo de todo el
proceso (Sarbu y Csutak, 2019). Tal es el caso que algunos autores la proponen
como la mds indicada entre las levaduras como candidata para ser utilizada en un
potencial indculo inicial (Schwan et al., 2015), ya que, ademas de las caracteristicas
mencionadas, sintetiza compuestos que actlan como precursores organolépticos
(Koffi et al., 2017b; Ordofiez-Araque et al., 2020), asi como sustancias de caracter
antimicrobiano (Mota-Gutiérrez et al., 2019). Por otra parte, su coexistencia con
algunas bacterias del acido lactico propicia en estas una mayor eficiencia en la
metabolizacion del acido citrico como consecuencia de la competencia por otras
fuentes carbonadas mas facilmente asimilables, tales como glucosa (Nielsen et al.,
2015).

H. opuntiage también es considerada como miembro destacado de Ia
comunidad levaduriforme asociada a la fermentacion del cacao (Papalexandratou
et al., 2013), aunque suele mostrar mejores prestaciones al comienzo del proceso,
cuando los niveles térmicos y de etanol no limitan su accion (Romanens et al.,
2018). Los procesos en los que especies de este género son prevalentes presentan
niveles inferiores de etanol que aquellos en los que es S. cerevisiae la levadura
dominante (Ho et al., 2014). Por el contrario, comparten con ésta la capacidad para
sintetizar compuestos de naturaleza organoléptica, tales como monoterpenos
(Serra et al., 2019) o ésteres, capacidad que también exhibe otro de los géneros
importantes en la biotransformacion del cacao, como es Pichia (Sarbu y Csutak,
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2019). La interrelacion entre miembros de estos dos Ultimos géneros parece tener

un cardacter negativo, probablemente como consecuencia de la competicion por los

sustratos carbonados o la sensibilidad hacia determinados metabolitos secundarios

que caracteriza a las especies de Hanseniaspora (Jespersen et al., 2005). Otras

habilidades metabdlicas incluyen el caracter fructofilico de Hanseniaspora

(Papalexandratou et al., 2013), y la capacidad pectinolitica de Pichia (Serra et al.,

2019).

Tabla 1.7. Principales BALs identificadas durante la fermentacion del cacao en diferentes
localizaciones geograficas (adaptado de Schwan et al, 2015).

Pais
Brasil

Ecuador

Australia
Rep. Dominicana
Indonesia

Costa de Marfil

Ghana

Especies

L. fermentum, L. cacaonum, L. mali, L.
brevis, L. plantarum, L. brevis, L. casei,
L. nagelii, Weisella sp., Streptococcus
sp., L** pseudomesenteroides, L**.

lactis, P. acidilacti,

L. fermentum, L.

amylovorus, L.

cacaonum, L. lactis, Streptococcus

salivarus, Weisella fabaria, L**.
pseudomesenteroides, Enterococcus
sp.

L. plantarum, L. fermentum, P. acidilacti,

L**, pseudomesenteroides

L. plantarum, L. brevis, L. paracasei

L. cellobiosus, L. plantarum, L. higardii

L. plantarum, L. fermentum, L. brevis,

L. paracasei, L.
pseudomesenteroides

pentosus,

L**,

L. fermentum, L. plantarum, L. mali, L.
collinoides, L. brevis, L*. lactis, L**.

pseudomesenteorides,
mesenteroides, P.

L**

Referencias

Garcia-Armisen et al.,
2010

Papalexandratou et al.,
2011c

llleghems et al., 2012

Pereira et al., 2012,
2013b
Papalexandratou et

al.,, 2011a

Dircks, 2009

Lagunes-Galvez et al.,
2007

Ardhanay Fleet, 2003

Lefeber et al., 2010
Papalexandratou et al.,
2011c

Carretal., 1979
Nielsen et al., 20073, b
Camu et al., 2007,

' 2008a

acidilacti,

Enterococcus sp., Weisella sp.

Garcia-Armisen et al.,
2010

L: Lactobacillus; L*: Lactococcus; L**: Leuconostoc; P: Pediococcus.
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Las poblaciones procariotas relevantes en el proceso se asocian
mayoritariamente a las bacterias del acido lactico (Tablas 1.7.-1.8.) y del acido
acético. Las primeras en actuar son las BALs, grupo que coexiste con las levaduras
al principio de la fermentacién, y que suelen adquirir preponderancia cuantitativa
a partir del segundo dia de fermentacidn (Fowler, 2009). Los eventos metabdlicos
derivados de su actuacidn se relacionan principalmente con la utilizacidn de los
azlcares y el acido citrico presentes en la pulpa y su conversién en acido lactico vy,
en menor medida, etanol y acido acético los primeros, y acidos lactico y acético,
acetaldehido, diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol el segundo (Ho et al., 2015).
Precisamente este doble papel en su interaccidn con compuestos de naturaleza
acida, consumo vy sintesis, les confiere un papel destacado en cuanto al control del
pH (De Vuyst et al., 2010), paradmetro fundamental a la hora de regular la actividad
enzimatica y, en consecuencia, la sintesis de precursores organolépticos (Voigt y
Lieberei, 2015). Adicionalmente, algunas especies muestran capacidad para
sintetizar manitol a partir de fructosa (Lefeber et al., 2011a). La diversidad de
especies integradas en este grupo referenciadas en el proceso no es excesivamente
alta, siendo Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum las mas habituales
(Ordofiez-Araque et al., 2020), con presencia secundaria, aunque puntualmente
pueden pasar a un primer plano, de L. bulgaricus, L. lactis, L. delbrueckii, L. casei, L.
brevis, L. cacaonum, Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc
pseudomesenteroides, Streptococcus thermophilus, Lactocococcus sp. vy
Pediococcus sp. (Schwan et al., 2015: Gutiérrez et al., 2017).

El segundo grupo bacteriano determinante en la fermentacidn del cacao es el
de las bacterias del acido acético, cuya principal caracteristica reside en su
capacidad para crecer a partir de etanol, compuesto que se acumula tras el
desarrollo de las levaduras y que, en conjuncién con el aumento del pH, los valores
térmicos y el incremento de la disponibilidad de oxigeno, crea las condiciones
adecuadas para estas bacterias (Hamdouche et al., 2019). Con posterioridad, se
postula que los cambios promovidos por su actividad metabdlica ocasionan la
difusién e hidrdlisis de las proteinas, evento fundamental en la formacién de
precursores organolépticos (Saltini et al., 2013). De forma concreta, su actividad
metabdlica consiste en la oxidacion de etanol y, en menor medida, acido lactico,
hasta acido acético y/o acetoina (Lefeber et al., 2010), aunque dependiendo de la
especie que se trate se producen otros procesos oxidativos, tales como la
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conversion de manitol en fructosa en ausencia de etanol (Moens et al., 2014) o la
de glucosa en acido glucdnico (Cleenwerck et al., 2008)), aunque esta ultima
transformacién en el entorno de la fermentacién del cacao no es de esperar, dada
la competitividad de levaduras y BALs y la disponibilidad de otras fuentes
metabolizables por las BAAs (Papalexandratou et al., 2011c). Adicionalmente, se
puede producir la superoxidacion de los 4cidos acético y lactico hasta didéxido de
carbono y agua, accidn que incidiria sobre el nivel de acidez de la masa fermentada
(Kersters et al., 2006). La presencia del dcido acético durante la fermentacion ejerce
un efecto antimicrobiano que permita controlar el desarrollo de microorganismos
no deseables que puedan influir negativamente sobre las propiedades
organolépticas del producto final (Schwan et al., 2015). En este sentido, y aunque
gran parte del acido generado se pierde, los niveles remanentes en etapas
posteriores contribuyen a limitar la acciéon de especies alterantes y la sintesis de
micotoxinas (Copetti et al., 2012). De forma casi exclusiva, las BAAs relacionadas
con la fermentacidon del cacao pertenecen al género Acetobacter, siendo A.
pasteurianus, con capacidad para persitir durante todo el proceso y mayor grado
de tolerancia alcohdlica y frente al pH (Moens et al., 2014), la especie que ostenta
mayor protagonismo (Lefeber et al., 2011). Otros miembros del género que han
sido aislados durante la fase fermentativa son A. aceti, A. fabarum, A. ghanensis, A.
lovanensis, A. senegalensis y A. tropicalis, ademas de detecciones puntuales de
Gluconobacter oxydans y G. xylinus (Moreira et al., 2013).

Ademas de la microbiota principal ya referenciada, otros grupos y especies
pueden adquirir protagonismo puntal en la fermentacién cuando se dan las
condiciones adecuadas. Entre las especies eucariotas, los hongos filamentosos
pueden aparecer en el tramo final del proceso, propiciando la aparicion de aromas
no deseables y causando alteracion (Schwan y Wheals, 2004), ademds de posibilitar
la presencia de micotoxinas (Copetti et al., 2014). De forma general, las especies
productoras de toxinas, no suelen alcanzar grandes niveles presenciales durante la
fermentacién, pero su presencia en esta etapa puede servir como inéculo que
propicie su posterior desarrollo hasta niveles preocupantes en etapas posteriores
(Gilmour y Lindblom, 2008). Entre las especies que se pueden encuadrar en este
grupo, destacan las pertenecientes a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium
(Copetti et al., 2011a). Recientemente, se ha asignado un papel menos negativo a
la presencia de estas especies filamentosas durante la etapa fermentativa, dado el
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potencial enzimatico que muestran, de interés en la degradacién de los compuestos
poliméricos existentes en las semillas, y la ausencia de condiciones ideales para la
sintesis de las toxinas (de Araujo et al., 2019)

Tabla 1.8. Principales BAAs identificadas durante la fermentacién del cacao en diferentes
localizaciones geograficas (adaptado de Schwan et al, 2015).

Pais Especies Referencias
Brasil Schwan y Wheals, 2004
A. aceti, A. cerevisiae, A. fabarum, A. Sg;gla—Armlsen et al.
ghanensis, A. lovanensis, A. malorum,
. Papalexandratou et al.,
A. pasteurianus, A. pomarum, A. 2011c

tropicalis, Asaia sp., G*. oxydansG. llleghems et al., 2012

_fgg;ia;g;ls ¢ oxydans, G Pereira et al., 2012,
yaars 2013b
Ecuador A. cerevisiae, A. fabarum, A.

ghanensis, A. lovanensis, A. malorum, Papalexandratou et al.,
A. pasteurianus, A. peroxydans, A. 201la
senegalensis, A. syzygii, G. oxydans

Australia A. pasteurianus, Asaia sp., G. oxydans Dircks, 2009

Lagunas Galvez et al.,
2007

Indonesia A. aceti, A. pasteurianus Ardhanay Fleet, 2003

Rep. Dominicana .
A. lovanensis

Costa de Marfil ~ A. ghanensis, A. pasteurianus, A.
senegalensis

Ghana Nielsen et al., 2007b
A. ghanensis, A. lovanensis, A. Garcia-Armisen et al.
pasteurianus, A. senegalensis, A. 2010
syzygii, A.tropicalis, G. oxydans Camu et al, 2007,
2008b

Lefeber et al., 2010

A: Acetobacter; G: Gluconobacter; G*: Gluconacetobacter.

El protagonismo que ostentan BALs y BAAs durante la fermentacién entre las
especies procariotas deja poco margen a que otras bacterias desempeiien un papel
relevante en el proceso. No obstante, y en determinadas condiciones, miembros
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del género Bacillus (Ordofiez-Araque et al., 2020) o incluso enterobacterias pueden
participar en mayor o menor medida en la biotransformacién de las semillas del
cacao. Las primeras, favorecidas por su capacidad para producir esporas, pueden
aparecer cuando los valores térmicos ascienden (Lima et al., 2011b), condiciones
en las que se ha detectado la presencia de B. cereus, B. circulans, B. coagulans, B.
licheniformis, B. megaterium, B. pumilus o B. subtilis (Ordofiez-Araque et al., 2020).
Ademas de la temperatura, la capacidad de metabolizar compuestos carbonados
presentes en la fermentacidn, especialmente durante la segunda mitad del
proceso, tales como acido lactico, acido acético y manitol, estimulan su desarrollo
en esta etapa (Sarbu y Csutak, 2019). También pueden participar en la degradacion
de los polimeros pectinicos (Ouattara et al., 2011) y contribuir a la presencia de
compuestos organolépticos, fundamentalmente a través de la produccion de
alquilpirazinas (Hamdouche et al., 2019) y, en un sentido negativo, de acidos grasos
de cadena corta (Figueroa-Hernandez et al., 2019). Esta ultima parte negativa
puede ser determinante, de manera que es aconsejable detener el proceso
fermentativo si Bacillus se convierte en grupo dominante (Nielsen et al., 2013), con
abundancias relativas por encima del 3% (Papalexandratou et al., 2019). Las
enterobacterias, el segundo de los grupos eucariotas que puede complementar el
microbioma del proceso fermentativo, suelen aparecer ya en el inicio de la
fermentacién, dada su presencialidad en el entorno del que proviene toda la
microbiota actuante (Camu et al., 2007; Nielsen et al., 2007). No obstante, suelen
desaparecer rapidamente o caer hasta niveles indetectables una vez que la
fermentacidn avanza (Garcia-Armisen et al., 2010; Schwan et al., 2015), aunque se
hipotetiza sobre su relevancia, en especial en procesos que implican cacao fino
(Papalexandratou et al.,, 2019). La asignacién taxondmica de las especies
detectadas es relativamente diversa, si bien de forma mayoritaria se relacionan con
los géneros Escherichia, Erwinia, Klebsiella, Kluyvera, Pantoea, Shigella (Garcia-
Armisen et al., 2010; Hamdouche et al., 2015; Pacheco-Montealegre et al., 2020),
aunque destacan las pertenecientes a Enterobacter y Tatumella (Papalexandratou
et al., 2019; Almeida et al., 2020). Las principales actividades que se les asignan se
relacionan con la pectinolisis, la metabolizacién del acido citrico y la produccién de
acido glucdénico, ademads de la asimilacion de los azucares presentes en la pulpa
(llleghems et al., 2015). La produccién de acido glucdénico no se considera de forma
muy positiva, hecho al que también se une la posible sintesis de aminas biogénicas,
tal y como sucede en otras fermentaciones alimentarias (Loret et al., 2005).
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1.8.3. Metodologias aplicadas en la identificacion del microbioma asociado a la

fermentacion del cacao.

El papel que los microorganismos desempefian en el procesado del cacao ya ha sido
puesto en valor a lo largo de la presente revision. Como en otros muchos procesos
alimentarios, asi como en diferentes entornos de caracter ambiental o animal, la
elucidacion de la comunidad microbiana permite alcanzar un mayor grado de
conocimiento de la funcionalidad de esos entornos y de los mecanismos a través
de los cuales discurre dicha funcionalidad (Mendes et al., 2011; Joshi et al., 2014,
Kim et al., 2015: Chen et al., 2017; Cao et al., 2017; Morgan et al., 2017; Coutinho
et al., 2018; Shin et al., 2018). En los ultimos afios, las metodologias disponibles
para descifrar la compleja composicién de las comunidades microbianas asociadas
a ambientes concretos han evolucionado de modo considerable. El advenimiento
de las técnicas moleculares, y en concreto el desarrollo de los protocolos de
secuenciacion masiva y de las —émicas, ha supuesto un avance sin precedentes en
la identificacidn de las especies participantes, asi como en el establecimiento de las
interacciones existentes entre distintos grupos poblacionales y en la asignacion de
funcionalidades (Gordial y Ronholm, 2018). En especial, la accesibilidad que este
conjunto de técnicas da al considerable porcentaje de microorganismos no
cultivables (Harwani, 2013), ha multiplicado exponencialmente el conocimiento en
torno a la composicion de las comunidades microbianas actuantes en diferentes
habitats y ha permitido descubrir la existencia de numerosas especies hasta el
momento desconocidas (Razzauti et al., 2015), asi como la reasignacién taxondmica
de muchas otras (Bennett et al., 2012). Pero a pesar de sus numerosas ventajas, las
técnicas no cultivares no han desplazado totalmente a las tradicionales técnicas
cultivares, pilar de la microbiologia durante gran parte de su existencia y que, aun
en la actualidad, contindan proporcionando servicios que otras metodologias no
pueden cubrir como, por ejemplo, la realizacion de estudios de caracterizacion
fisiolégica o de virulencia, que sélo son posibles a partir de cultivos aislados
(Vartoukian et al., 2010). De hecho, la mejora de las técnicas cultivares,
diversificando las condiciones de cultivo y la naturaleza del instrumental utilizado,
ha permitido cambiar el concepto de “no cultivable” por el de “aln no cultivado”
(Puspita et al., 2012). Ademas, ha dado lugar al nacimiento de la denominada
“culturédmica” (Lagier et al., 2012), metodologia mediante la cual es posible
identificar la presencia de ciertas especies dificilmente detectables a través de
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protocolos gendmicos, debido de forma mayoritaria a bajos niveles de
presencialidad (Greub, 2012), y que ha sido empleada con éxito en
complementacidn con estudios metagendmicos (Fournier et al., 2015).

Los métodos tradicionales de caracter cultivar se basan en la identificacién de
las colonias aisladas a través de sus caracteristicas morfoldgicas y de la deteccién
de moléculas asociadas de forma concreta a especies determinadas, crecidas en
condiciones especificas, que desarrollan algin tipo de cambio facilmente
visualizable en el medio de cultivo utilizado. Obviamente, no existe ninglin medio
universal que permita la identificacién de todas las especies existentes, por lo que
la caracterizacién mas o menos completa de la microbiota presente en un habitat
definido requiere la utilizacion de diversos medios y, ademads, la aplicacién de
diferentes condiciones de incubacién. En el caso objeto de estudio del presente
trabajo, los grupos microbianos de interés, como ya se ha mencionado, son BALs,
BAAs y levaduras. Las primeras pertenecen al denominado grupo de bacterias
fastidiosas, en lo que respecta a su desarrollo en condiciones de laboratorio, por lo
gue los medios empleados en su investigacion han de satisfacer todas las exigencias
nutricionales que estas especies muestran. Tales demandas son cubiertas por el
medio MRS (Agar de Man, Rogosa y Sharpe), con el que se obtienen buenos
resultados para especies del género Lactobacillus y, dependiendo del pH, para
Weisella, Leuconostoc y Pediococcus (Carr et al., 2002). El denonimado Medio 17
(M17) funciona para la mayor parte de las BALs cocdceas (Nielsen et al., 2015). La
utilizacidn conjunta de ambos medios, incubados en condiciones de microaerofilia,
permite obtener una imagen mas o menos completa de la composicion de la
comunidad acido lactica durante la fermentacion del cacao. Es necesario, no
obstante, prevenir el crecimiento de levaduras, propias de este entorno y
capacitadas para crecer en estos medios, suplementandolos con cicloheximida y
acido sérbico (Camu et al., 2007). En el caso de las BAAs, grupo también dificil de
crecer en laboratorio, los medios indicados son agar GYC (Glucosa, Extracto de
levadura, Carbonato), agar DMS (Desoxicolato-manitol-Sorbitol) y agar YPM
(Extracto de levadura-Peptona-Manitol) (Nielsen et al., 2007; Raspor y Goranovic,
2008). Al igual que en el caso anterior, la coexistencia en la masa fermentada de
cacao de otras especies puede favorecer la aparicion no deseada de poblaciones
mixtas, por lo que se hace nuevamente necesaria la incorporacién de sustancias
antimicrobianas que limiten su desarrollo, cicloheximida o pimiracina para las
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levaduras y nisina para las BALs (Nielsen et al., 2007; Raspor y Goranovic, 2008).
Finalmente, las levaduras ofrecen buenos rendimientos en medios tales como Agar
Extracto de levadura-Peptona-Glucosa, Agar Extracto de malta o combinacidn de
ambos. La presencia de BALs se evita mediante la presencia de cloranfenicol o
clorotetraciclina (Jespersen et al., 2005).

Una de las alternativas introducidas en los métodos cultivares dedicados a la
identificacion de especies microbianas y que mejora de forma significativa la
eficiencia de los sistemas mas tradicionales se basa en el desarrollo de perfiles
proteicos generados mediante protocolos de desorcidn/ionizacién mediante laser
asistida por matriz acoplada a un analizador tiempo de vuelo (MALDI TOF), una
técnica de espectrometria de masas que facilita el reconocimiento bioquimico de
bacterias y levaduras a nivel de especie, en un rango entre el 73% y el 92% (Bessede
et al., 2010; van Veen et al., 2010). Sus caracteristicas (rapidez, precisién y buena
relacidn coste-eficacia) (Carbonelle et al., 2012), propician incluso que se considere
una metodologia al nivel de la secuenciacion masiva (Urwyler y Glaubitz, 2015).
Aunque se ha usado principalmente en la investigacién de microorganismos de
interés clinico (Carbonelle et al., 2011; Croxatto et al., 2012; Patel, 2015; Angeletti,
2017), también se ha aplicado con éxito en otros campos, como en el caso de la
microbiota asociada a la fermentacion del cacao (Miescher Schwenninger et al.,
2016; Miguel et al., 2017).

Las técnicas no cultivares, asociadas mayoritariamente a metodologias
dependientes de 4acidos nucleicos, comprenden también protocolos de tipo
microscopico, aunque estos ultimos rara vez se utilizan en el estudio de la
microbiota del cacao procesado. La técnica de deteccidon microbiana mas aplicada
en este tipo de casos es la hibridacion fluorescente in situ (FISH), pero su utilidad
en procesos como la fermentacion del cacao es limitada, dado que no permite la
identificacion de todas las especies presentes, sino sélo la confirmacion de aquellas
para las cuales se ha realizado el disefio de la sonda fluorescente. En este sentido,
se podria aplicar en el seguimiento de microorganismos inoculantes o en la
monitorizaciéon de especies concretas (Xufre et al., 2006; Luxananil et al., 2009).
Pero, sin duda, las metodologias que en los ultimos afios han acaparado la atencion
de los investigadores relacionados con el estudio de microbiomas son las basadas
en acidos nucleicos (Cocolin et al., 2013). Su distribucién universal, por un lado, y
su especificidad, por otro, hacen de ellos moléculas ideales para la caracterizacion
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de poblaciones microbianas complejas (Cao et al., 2017). Otras propiedades que
caracterizan a este grupo de técnicas son su rapidez de diagndstico y, por supuesto,
su capacidad para detectar microorganismos no cultivables (Nielsen et al., 2015).
La investigacion del microbioma del cacao mediante técnicas basadas en acidos
nucléicos, ya sea total o parcialmente, se ha abordado mediante la implementacion
de librerias de clones (Garcia-Armisen et al., 2010), DGGE (Papalexandratou y De
Vuyst, 2011; Pereira et al., 2013b), RFLPs (Bisbal et al., 2009) o qPCR
(Schwendimann et al., 2105). La construccion de librerias clonicas se lleva a cabo
tomando como referencia genes vdlidos para ser considerados crondmetros
evolutivos y que permitan, por tanto, la caracterizacion taxondémica de las
poblaciones presentes. A la hora de secuenciar, es necesario seleccionar un nimero
adecuado de clones que genere una imagen representativa de la realidad del
habitat investigado sin que ello suponga un obstaculo a nivel logistico y econémico.
Sin embargo, esa no es una tarea sencilla, dado que la complejidad de la comunidad
microbiana asociada a la muestra determina el nimero de clones a escrutar, de
manera que no es conveniente establecer un protocolo Unico sin considerar las
caracteristicas que esta presenta. En ese sentido, suele ser habitual realizar un
escrutinio previo mediante alguna técnica molecular generadora de perfiles de
diversidad, que proporcione informacidon que facilite la toma de decisiones en
cuanto al nimero adecuado de clones a secuenciar (Nocker et al., 2007). Por otra
parte, y tal vez como consecuencia de este ultimo factor, se ha observado una cierta
tendencia de esta metodologia a subestimar la diversidad real del habitat (Larentis
y Alfreider, 2011). Las técnicas DGGE (Electroforesis en Gel con Gradiente
desnaturalizante) y RFLPs (Polimorfismo de Longitud de Fragmento de Restriccion)
se encuadran en el grupo de técnicas productoras de perfiles genéticos. La primera,
realizada en geles de acrialmida con presencia de un gradiente de concentracion de
urea y formamida, genera perfiles en funcién de diferencias de secuencia y en la
mayor o menor afinidad que esta muestra por los componentes del gel. La
secuenciacion se lleva a cabo sobre las diversas bandas que aparecen en el gel, que
son escindidas y convenientemente purificadas (Ercolini, 2004). La segunda, por su
parte, origina los perfiles electroforéticos a partir de los fragmentos obtenidos tras
tratar los productos de amplificacién con diferentes enzimas de restriccién y que,
ademas, suelen ser sometidos a secuenciacién (Viaud et al., 2000). La gPCR o PCR
cuantitativa transcurre de forma similar a la PCR tradicional, con la particularidad
de conocer en tiempo real el nivel de amplificacion, gracias a la utilizacién de

66| Pagina Introduccion



Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

marcadores fluorescentes. La representacion gréfica del incremento en la
fluorescencia vs. el nimero de ciclos genera un coeficiente, Cq, que permite
determinar el nivel inicial de ADN presente (Postollec et al., 2011). Obviamente,
cada gen diana ha de tener un marcador fluorescente especifico. Precisamente,
esta Ultima consideracién supone un importante obstaculo para la utilizacién de
esta técnica en la caracterizacidn de la comunidad microbiana, ya que no permite
obtener una visién completa de la comunidad microbiana, dado que resulta
imposible monitorizar todas las especies presentes. En ese sentido, esta técnica se
adectia mas al seguimiento de algunos microorganismos concretos, de especial
incidencia en el proceso (Schwendimann et al., 2015). Otras de las metodologias
comentadas requieren la aplicacion complementaria de protocolos de
secuenciacion para conocer identidades, dado que de inicio sélo generan patrones
diferenciadores, o resultan excesivamente costosas a nivel econémico y temporal.
Incluso, en algunos casos coinciden varios de estos factores.

En los dltimos anos, el rapido desarrollo de las técnicas de secuenciacion
masiva ha generalizado su utilizacidn, convirtiéndolas en el sistema de estudio
mayoritario gracias, entre otros aspectos, a la gran cantidad de informacién que
generan en un limitado periodo de tiempo y con un adecuado nivel de precision
(Figura 1.21.) (Metzker et al., 2010). En su contra, la complejidad bioinformatica de
la interpretacion de los datos crudos, que demanda un alto nivel de procesado, y la
relativamente escasa longitud de las lecturas generadas (Solieri et al., 2012),
desventajas que se solventan en las plataformas de tercera generacién, basadas en
la secuenciacion en tiempo real de una sola molécula de ADN (Van Dijk et al., 2018),
con lo que ademas obvian los inconvenientes asociados a la PCR. No obstante, y en
lo que que concierne a estudios de identidad de la comunidad microbiana asociada
a una determinada muestra, los cuales se basan fundamentalmente en la
amplificacion de un Unico gen (subunidad 16S del ARN ribosomal, en el caso de
bacterias, o la regién hipervariable ITS del cistrén ribosomal, en el de eucariotas),
algunos de los impedimentos asociados a las plataformas de segunda generacion
quedan relegados a un segundo término, ya que no se requieren complejas
operaciones de ensamblaje de secuencias dirigidas a la reconstruccidn de genomas
completos (Mayo et al., 2014). No obstante, en ocasiones, la escasa longitud de las
secuencias limita la identificacidén a niveles taxondmicos superiores al de especie,
aunque una correcta seleccién de la regién concreta del gen a la que se dirigen los
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cebadores puede incrementar la precision de la identificacion (Claesson et al.,
2010).

SECUENCIACION DE PRIMERA SECUENCIACION DE SEGUNDA SECUENCIACION DE TERCERA

GENERACION GENERACION GENERACION
AISLAMIENTO DELADN AISLAMIENTO DEL ADN AISLAMIENTO DEL ADN
(Paso 1) (Paso 1) (Paso 1)
FRAGMENTACION DEL ADN FRAGMENTACION DEL ADN FRAGMENTACION DEL ADN
(Paso 2) (Paso 2) (Paso 2)
CLONACION (Paso 3) LIGAMIENTO DE ADAPTADORES LIGAMIENTO DE ADAPTADORES
(Paso 3) (Paso 3)
R —— B E——— ]
S e )
x CREACION DE LA BIBLIOTECA DE CLUSTERS SECUENCIACION
SECUENCIACION (Paso 4) (Paso 4)
(Paso 4)
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D=
ENSAMBLAJE DE CONTIGS
(Paso 5) ALINEAMIENTO SISTEMA PACBIO SISTEMA
l (Paso 5) SMfRT NANOPORE
MAPEO GENOMICO MAPEO GENOMICO MAPEO GENOMICO
(Paso 6) (Paso 6) (Paso 5)

ATGCATGCATGCATGCATGCATGC ATGCATGCATGCATGCATGCATGC «.ATGCATGCATGCATGCATGCATGC

Figura 1.21. Protocolos de las sucesivas generaciones de secuenciacion (adaptado de Srivastav
y Suneja, 2019).

La primera plataforma de secuenciacién masiva comercializada, la 454 GS20
de Roche, data de 2005 (Tara et al., 2019) y, a pesar del escaso tiempo transcurrido,
la velocidad a la que este tipo de tecnologia avanza es tal, que esta plataforma ya
se considera obsoleta y fuera de uso (Rihtman et al., 2016). En la actualidad, y a
pesar de que ya se han desarrollado modelos mas sofisticados, la plataforma
mayoritariamente empleada es lllumina, disponible desde 2007 y sutituta de la
metodologia de pirosecuenciaciéon de los sistemas 454 gracias, sobre todo, a su bajo
coste (Sinclair et al., 2015). Esta plataforma se basa en protocolos de secuenciacién
por sintesis, en los que los cuatro nucledtidos son incorporados simultdneamente.
Otras plataformas existentes en el mercado son ABI-SOLID de Applied Biosystem y
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Polonator G.007 de Azco Biotech, en las que la secuenciacién se lleva a cabo
mediante reacciones de ligamiento, Genereader de Qiagen, basada al igual que
Illumina en secuenciacidn por sintesis, protocolo que también sigue lon Torrent de
Thermo Fisher Scientific, aunque en este caso, la deteccidn de la incorporacién de
nucledtidos es consecuencia de los minimos cambios de pH que esta accidon
produce. El sistema PacBio, ya perteneciente a la denominada tercera generacion
de secuenciadores masivos, se fundamenta en la secuenciacién en tiempo real de
una sola molécula, no se ha impuesto en el mercado debido a su alto coste y a su
alta tasa de error. Mas probabilidades de futuro parece tener la tecnologia
desarrollada por Oxford Nanopore, también asociada a la secuenciacién de una sola
molécula, pero con prestaciones claramente superiores a PacBio, tanto en lo

referente a coste como a fiabilidad y calidad.
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El proceso de fermentacion del cacao se caracteriza por la sucesion de diversas
poblaciones microbianas cuya actividad metabdlica permite que el producto final
presente las propiedades solicitadas por los productores y apreciadas por los
consumidores. La composicion de la comunidad microbiana participante, tanto
desde un punto de vista cualitativo como cuantitativo, el momento preciso en el
que intervienen los diversos grupos microbianos, y la contribucién que cada uno de
ellos realiza a la matriz fermentada se encuentra condicionada por una amplia
variedad de factores. Asi, las caracteristicas intrinsecas del proceso, ya sean
nutricionales, ambientales o fisico-quimicas determinan la microbiota propia de la
fermentacién. Pero, ademas, es necesario considerar otros aspectos sin relaciéon
directa con el habitat en el que se han de desarrollar las especies microbianas
durante la fermentacion, tales como variedad del cacao, localizacién geografica del
cultivo, operaciones pre y post-cosecha, metodologia fermentativa, etc. La
existencia de un niumero tan elevado de factores influyentes impide que se pueda
hablar de una comunidad universal en relaciéon con la fermentacion del cacao, lo
gue lleva a que cada proceso, en cierta medida, sea Gnico. En muchos sentidos, esta
variabilidad se considera negativa, ya que propicia una alta heterogeneidad en las
propiedades finales del cacao fermentado, ademas de no garantizar siempre un
minimo de calidad del producto final obtenido. Sin embargo, por otra parte, estas
diferencias, en caso de gestionarse de forma adecuada, pueden generar
caracteristicas Unicas que originen productos singulares. En cualquier caso, resulta
obvia la necesidad de examinar de forma individualizada cada proceso, de manera
que se pueda establecer la existencia de aspectos diferenciadores y su caracter
positivo o negativo.

En México, el tipo de proceso mayoritario en la industria chocolatera muestra
un caracter claramente tradicional, en el que la gestion se fundamenta de forma
casi absoluta en la experiencia de los manipuladores. Por otra parte, la variedad de
cacao preferentemente utilizada en el pais es la Criollo, cuya representatividad en
el global mundial es escasa. Sin duda, estas dos caracteristicas acenttian aun mas
las posibles particularidades del producto generado y justifican si cabe aun mas la
necesidad de definir los aspectos diferenciadores del sector cacaotero en México,
sobre todo si se considera el olvido al que ha sido relegado en los ultimos afios y la
practica ausencia de estudios que profundicen en semejante conocimiento. En este
sentido, el presente trabajo se plantea diversas hipdtesis, cuyo discernimiento

Hipdtesis y Objetivos 73| Pagina




Estudio del proceso de fermentacion de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

podria suponer una importante base cientifica en el desarrollo del sector cacaotero
en la regién de Tabasco, la mds destacada dentro del pais, asi como dotar de un
mayor grado de homogeneidad al producto fermentado, independientemente de
factores de procesado. Asi, la primera Hipdtesis a plantear seria é¢Existe realmente
una secuencia temporal en las poblaciones microbianas asociadas a la
fermentacion del grano de cacao? Derivada de esta primera hipdtesis surgen otras
dos, a saber ¢Tiene reflejo la posible secuencia temporal de las poblaciones
microbianas en la cronologia de las transformaciones experimentadas por los
compuestos presentes en la matriz de cacao? (Hipotesis 2) y éEs posible
establecer relaciones entre especies/grupos microbianos concretos y perfiles
organolépticos propios en el producto final? (Hipétesis 3). La obtencidon de
respuestas a estos cuestionamientos propiciara una mayor optimizacion del
proceso fermentativo, asi como un elevado grado de estandarizacion que permitiria
comercializar productos mas homogéneos y estables en sus propiedades.

OBJETIVO GENERAL:

En funcion de lo relacionado hasta el momento, el presente trabajo se plantea con
el Objetivo Principal de establecer los aspectos microbianos que definen el
proceso fermentativo del cacao, y su relacién con las transformaciones quimicas
y organolépticas que este experimenta durante dicho proceso.

Objetivos especificos:

El Objetivo General anteriormente citado se desglosa en los siguientes Objetivos
Especificos:

1. Establecer las condiciones fisico-quimicas que potencialmente condicionan
el establecimiento de las distintas comunidades microbianas asociadas al
proceso fermentativo y su influencia en las transiciones entre unas y otras
(Hipotesis 1).

2. Determinar la secuencia temporal de comunidades microbianas presentes a
lo largo del proceso fermentativo (Hipotesis 1).
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3. Analizar la formacidn de compuestos de interés organoléptico y su

cronologia durante el proceso fermentativo. (Hipétesis 2).

4. Evaluar la relacién entre comunidades microbianas y compuestos de interés

organoléptico (Hipdtesis 3).
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En la presente seccién se detalla el disefio experimental desarrollado al objeto de
responder las cuestiones planteadas en las hipdtesis y alcanzar los objetivos planteados.

3.1. PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

Tal y como se apunta en el apartado anterior, el presente trabajo se ha centrado en
la investigacion de la comunidad microbiana asociada a la etapa fermentativa y su
influencia en los cambios fisico-quimicos experimentados por las semillas del cacao
durante la evolucién del proceso. Asi, el disefio experimental desarrollado (Figura
3.1.) focaliza su accién en el seguimiento cronoldgico de la fermentacién y en el
analisis de las muestras extraidas a lo largo de ésta, llevando a cabo en todos los
casos estudios dirigidos a la deteccidn de los niveles presentes de las principales
moléculas implicadas en el proceso (sustratos nutricionales y metabolitos
microbianos), asi como al discernimiento de las comunidades microbianas
asociadas a cada una de ellas (procariota y eucariota). Adicionalmente, se
monitorizaron los parametros ambientales condicionantes de la actividad bioldgica.

CORTE Y
RECOLECCION

QUEBRADO DE LAS IVIAZORCAS

ANALIsIS Fisico-Quimicos

won
ANALISIS GLOBAL - INTERRELACIONES % i

ANALISIS METAGENOMICO
(MicroBIOMA)

Figura 3.1. Disefio experimental seguido a lo largo del trabajo.
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3.2. PROCESO FERMENTATIVO.

El desarrollo de la etapa fermentativa, realizada entre los meses de octubre de 2017

y enero de 2018, tuvo lugar en la localidad de Carlos Rovirosa, perteneciente al

municipio de Cunduacdn, en el estado de Tabasco, en México (Figura 3.2.).
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Figura 3.2. Captura de Google Maps de la localizacion geogréfica de la zona en la que se

desarrolld el cultivo y la etapa fermentativa.

La variedad de cacao

empleada fue la denominada
“Criollo Carmelo” (Figura 3.3.),
tipica de la zona, y que se
caracteriza por su semilla blanca y
su alta calidad, propiedad que le ha

hecho merecedora de diversos

premios y que propicia que el
material fermentado se destine a
mercados de elevada exigencia,

Figura 3.3. Semillas del cacao Criollo Carmelo
(ppfam.com/en/Cacao/Mexico/1306/).
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como son el europeo o el estadounidense. En concreto, la partida analizada en el
presente trabajo se dirigi6 al ultimo de los mercados citados.

Para la fermentacidon se cortaron y recolectaron aquellas mazorcas con el
adecuado grado de madurez y tamafio y, légicamente, libre de dafios fisicos. Se
dispusieron apiladas, formato en el que permanecieron hasta alcanzar el volumen
necesario para llenar el
fermentador, tiempo que
nunca sobrepasé los dos dias.
De forma previa a su
introduccion en la caja de
fermentacidn, se procedid asu
quebrado al objeto de extraer
las semillas (Figura 3.4.),
siempre evitando la afectacion

de éstas, ya que los granos

o . Figura 3.4. Quebrado del cacao.
dafiados reducen la calidad &

del producto final.

Como dispositivos de fermentacion se emplearon cajas de madera abiertas en
su zona superior y de un m® de volumen (1 m x 1 m x 1 m). El proceso se prolongd
durante seis dias, realizandose cada 24 h trasiegos entre fermentadores al objeto de
favorecer la aireacion y la homogeneizacion, y facilitar el drenado de exudados
residuales. Durante cada operacion de trasiego se extrajeron muestras conformadas
a partir de material procedente de nueve puntos diferentes de muestreo distribuidos
estratégicamente en las tres dimesiones, de forma que fuesen representativos de las
diferentes condiciones que se daban en la pila, tanto en lo concerniente a
temperatura como a disponibilidad de oxigeno (Figura 3.5.). La mezcla del material
proveniente de cada uno de los puntos se mezclé de forma adecuada, de forma que
se constituyd una Unica muestra final de 500 g. En cada caso, las muestras fueron
trasladadas en frio al Laboratorio de Quimica Sustentable de la Universidad Popular
de la Chontalpa, en Cardenas, Tabasco, donde fueron fraccionadas en proporciones
adecuadas para la realizacién de las diferentes analiticas planteadas, parametros de
caracter ambiental, metabdlico y microbiano. Las fracciones destinadas a la
realizacién de analisis externos fueron convenientemente mantenidas, en
refrigeracidén o congelacion, hasta su procesado.
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Figura 3.5. Distribucién tridimensional de los nueve
/m puntos de muestreo seleccionados en la

. L b conformacién de las muestras.
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3.3. ESTUDIO DE LAS MUESTRAS.

El material obtenido en los distintos dias de muestreo fue analizado al objeto de
obtener una caracterizacidn de sus propiedades finales, asi como de monitorizar su
evolucidn a lo largo del proceso. In situ se midié la temperatura con ayuda de un
dispositivo portatil ubicado a 20 cm (superficie), 45 cm (centro) y 70 cm (fondo). En
laboratorio se determind el pH y se cuantificd la acidez titulable, parametros
estimados tanto en pulpa como en cotiledones. En el primer caso, la medida se
estimé a partir de 10 g de muestra utilizando un pHmetro Hi 2209 (Hanna
Instruments, Woonsocket, Rl, EE.UU.) y de acuerdo al método 970.21 (2005) de la
Asociacién de Quimicos Analiticos Oficiales (AOAC). En el segundo, el analisis se
efectud también a partir de 10 g de muestra diluidos hasta 100 mL y titulados con
NaOH 0,1 N, segun el método modificado 935.57 (1996) de la AOAC.

3.3.1. Pardmetros metabdlicos.

La monitorizacidn de compuestos de diferente naturaleza, tanto en su composiciéon
guimica como en su funcionalidad en relacién con las poblaciones microbianas, se
llevd a cabo en el Laboratorio de Cromatografia del Instituto de Quimica,
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perteneciente a la Universidad Nacional Auténoma de México. En concreto, se
investigaron tres compuestos considerados por su capacidad para sustentar el
desarrollo microbiano, como son Glucosa, Fructosa y Acido citrico, y otros cuatro
procedentes de la actividad microbiana, y asociados a distintos grupos
poblacionales, como son Etanol, Manitol, Acido lactico y Acido Acético. El estudio
se realizd mediante técnicas cromatograficas utilizando un equipo Agilent 7890
dotado con automuestreador y detector de ionizacién de Ilama (Agilent
Technologies, Santa Clara, EE.UU.) en los casos del etanol y los monosacdridos, y un
cromatdgrafo Waters Alliance con automuestreador y detector de arreglo de
diodos (Waters Corporation, Milford, EE.UU.) para los acidos. Los monosacaridos
(Glucosa, Fructosa y Manitol) no son volatiles, por lo que, en principio, no son aptos
para ser procesados mediante cromatografia gaseosa. Sin embargo, si lo son sus
derivados silanizados, compuestos que fueron generados, permitiendo asi la
cuantificacion de las moléculas precursoras.

El estudio se efectud a partir de un extracto acuoso de las muestras obtenido
tras filtrar a través de papel Whatman #2 la suspensién generada al mezclar 13-14
granos de cacao dispuestos en 60 mL de agua MiliQ, y sometida a agitacion durante
5 min a temperatura ambiente en un bafio ultrasénico. El extracto asi preparado
fue mantenido a 0 °C hasta su posterior analisis. En el caso de los compuestos
monosacaridicos, los derivados silanizados se prepararon a partir de 1,5-4 mg de
muestra procedente del filtrado sometido a evaporacion, a los que se incorporo el
reactivo “Silylating mixture according to sweely” (Sigma-Aldrich, San Luis, EE.UU.)
en proporcién 1:100 (muestra:reactivo). La mezcla se agité vigorosamente y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 5 min, tiempo tras el cual se procedié a
la realizacién del analisis.

Las condiciones operativas especificas aplicadas en cada caso se detallan a
continuacién:

e ETANOL: se aplicd el método de estandar interno, utilizando como tal
acetonitrilo grado HPLC en concentracién 5,1 mg/, que fue afiadido a
alicuotas del extracto de la muestra en proporcién 1:0,1 (extracto:estandar
interno).

o Columna: WAX 30 m x 0,25 mm e.p 0,25 um.
o Gas portador: Helio.
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o
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Flujo: 1,0 mL/min (Split 100:1).

Temperatura de la columna: 50 °C durante 4 min y rampa de 10 °C/min
hasta 140 °C durante 3 min.

Temperatura del inyector: 150 °C.

Temperatura del detector: 200 °C.

Volumen de inyeccién: 1 pL.

Tiempo de adquisicién: 14 min.

e MONOSACARIDOS: estdndares de glucosa, fructosa, manitol, sacarosa y

galactosa se procesaron de igual forma a las muestras y se cuantificaron

paralelamente a estas.

@)

o O O

O O O O

Columna: Metil 5% fenilsiloxano 30 m x 0,25 mm e.p. 0,1 um.

Gas portador: Hidrégeno.

Flujo: 1,8 mL/min (Split 50:1).

Temperatura de la columna: 100 °C durante 1 miny rampa de 10 °C/min
hasta 220 °C.

Temperatura del inyector: 280 °C.

Temperatura del detector: 280 °C.

Volumen de inyeccién: 1 pL.

Tiempo de adquisicién: 13 min.

e Acipos: se construyeron curvas de calibracién a partir de soluciones de

concentracién conocida de los compuestos estudiados.

O

o O O O

Columna: Luna 250 x 4,6 mm, 5 pum.

Fase movil: Fosfato potasico monobasico 16 mM pH=2,2.
Flujo: 1,0 mL/min.

Volumen de inyeccién: 10 L.

Tiempo de adquisiciéon: 15 min.

3.3.2. Comunidades microbianas.

La secuenciacion masiva del ADN microbiano presente en el material sometido a

fermentacidn fue realizada en los laboratorios de la empresa ADM Lifesequencing,

localizada en Paterna, Valencia, Espaia. Las muestras extraidas durante el proceso

fermentativo fueron convenientemente conservadas a -18 °C, tanto en periodo de

almacenamiento como durante su transporte.
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La extraccion del ADN se llevd a cabo segun el protocolo descrito por Camu et
al. (2007) para semillas fermentadas de cacao. El ADN extraido fue limpiado y
concentrado mediante la aplicacién de AMPure® PB (Pacific Biosciences, Menlo
Park, EE.UU.), producto especialmente disefiado para la preparaciéon de materiales
genéticos destinados a andlisis de secuenciacidon masiva. La concentracién y calidad
del ADN contenido en el extracto purificado fueron evaluadas mediante un
espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE.UU.),
siendo utilizados con posterioridad los extractos de caracteristicas adecuadas para
la construccién de las correspondientes librerias gendmicas a partir de la region
hipervariable V3-V4 del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr (Klindworth et
al., 2013), en el caso de procariotas, y la regién ITS del cistrén ribosomal, en el de
eucariotas (Op de Beeck et al., 2014). En la Tabla 3.1. se especifican las condiciones
en las que se llevé a cabo la amplificacién del ADN presente en los extractos del
material fermentado.

Tabla 3.1. Condiciones de amplificacion: cebadores y ciclos de amplificacion utilizados.

Procariotas Eucariotas

Cebadores $-D-Bact-0341-b-s-17: ITS86F:
CCTACGGGNGGCWGCAG GTGAATCATCGAATCTTTGAA
S-D-Bact-0785-a-A-21: ITS86R:

GACTACHVGGGTATCTAATCC TTCAAAGATTCGATGATTCAG
Ciclo de amplificacion

Desnaturalizacion inicial 95 °C—5 min 95°C—-2 min
Desnaturalizacion 95°C—-40s 95°C-30s
Anillamiento 55°C—2 min | 25ciclos 55°C-30s 4.0
Extensién 72 °C — 1 min 72 °C =1 min ciclos
Extension final 72 °C—7 min 72 °C—10 min

El andlisis de secuenciacion masiva se realizd6 en una plataforma lllumina
MiSeq (lllumina, Ic., San Diego, EE.UU.), utilizando un protocolo de extremos
pareados aplicado sobre fragmentos de 300 pb. Para la resolucion de las secuencias
solapantes se recurri6 al software PEAR v.0.9.1 (www.exelisis-
lab.org/web/software/pear), mientras que para la eliminacion de los adaptadores

se empled el software CUTADAPT v.1.8.1. (Martin, 2011). Aquellas secuencias con
un nivel de calidad inferior a Q20, con un tamano por debajo de 200 pb o con
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presencia de secuencias quiméricas fueron eliminadas. Esta ultima seleccién se
ejecutéd mediante la implementacion de Chimera Uchime (Edgar et al., 2011). Las
secuencias seleccionadas tras la aplicacion de los citados criterios de exclusién
fueron agrupadas en clusteres, con un nivel de corte del 97%, utilizando el software
CD-HIT v.4.6.8. (Li y Godzik, 2006; Fu et al., 2012). Finalmente, fueron asignadas al
maximo nivel taxondmico posible de acuerdo con los resultados generados por la
herramienta de Alineamiento Local BLAST del National Center for Biotechnology
Information, NCBI (blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y su base de datos asociada,
GenBank.

3.3.3. Tratamiento estadistico, y andlisis de biodiversidad y filogenia.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, al objeto de garantizar la validez
estadistica de los datos. Aquellos de caracter fisico-quimico y metabdlico fueron
investigados mediante el test de Shapiro-Wilk al objeto de establecer el tipo de
distribucidon, normal o no, y en funcién de dicha informacion, se aplicaron los
analisis pertinentes para determinar la existencia de influencias significativas para
cada uno de los factores en estudio y la de grupos de homogeneidad entre los
niveles ensayados en cada caso. Asi, los factores que mostraron una distribucion
normal de los datos fueron sometidos a un Andlisis de Varianza y un Test de Rangos
Muiltiples, expresado este ultimo en forma de Minima Diferencia Significativa entre
medias de Fisher, mientras que los datos de distribucién no normal se analizaron
mediante los tests de Kruskal-Wallis y Levene. En todos los casos, los analisis se
realizaron a un nivel de confianza del 95%.

Los indices de Shanon-Wiener y Simpson (Tabla 3.2.), representativos de la
diversidad a, fueron calculados al nivel taxondmico de especie, aplicando para el
establecimiento de la asignacidn filogenética un umbral de homogeneidad del 97%.
La similitud de comunidades entre muestras, representativa de la diversidad B, fue
estimada mediante el indice de S@grensen-Dice, tanto en su versidon cualitativa,
considerando de forma exclusiva ausencia o presencia de OTUs, como en la
cuantitativa, calculada a partir de los datos de abundancia relativa de los OTUs
presentes (Tabla 3.2.). Las relaciones filogenéticas entre especies fueron estimadas
mediante la implementacién del método del Vecino Mds Proximo, utilizando para
ello el software Mega v.6.0 (Tamura et al., 2013).
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Tabla 3.2. indices usados para estimar la diversidad microbiana a lo largo de la fermentacién.

indice Diversidad Tipo Férmula
Shannon-Wiener a Uniformidad H = _Z p; logs p;
(Estructura)
Simpson a Dominancia D =1-— Zpiz
(Estructura)
Sgrensen-Dice
Cualitativo J. = 26
B Similitud ath

I _ 2pN
Squant = GN+bN

N = Numero total de individuos en la muestra, N;= nimero de individuos de la especie i-ésima, n =
tamafio estandarizado de la muestra.

pi=ni/Ni, ni: sumatoria del total de especiesy N = Zn.

a = nimero de especies en la muestra 1, b = nimero de especies en la muestra 2, ¢ = nimero de
especies compartidas por las dos muestras.

pN = suma de la abundancia relativa mas baja para especies compartidas, aN = nimero de individuos
en la muestra 1, bN = niumero de individuos en la muestra 2.

Cuantitativo

La existencia de relaciones monotdnicas o lineales entre variables, tanto de
tipo fisico-quimico como microbioldgico, fue investigada mediante la correlacién
de Pearson o Spearman, dependiendo de la naturaleza de los datos, tanto al 95%
como al 99%. Su representacidn grafica fue ejecutada mediante el Analisis de
Componentes Principales. La diferenciacidn entre muestras se analizé mediante
Analisis Discriminante y Andlisis de Conglomerados, este ultimo basado en la matriz
de similitud de Bray-Curtis. Todos los tratamientos estadisticos fueron realizados
con los paquetes estadisticos IBM SPSS Statistics v.23 (IBM Analytics, Armonk,
EE.UU.) y Statgraphics Centurion XVI v.16.1.17 (Statpoint Technologies, Inc.,
Warrenton, EE.UU.).
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A continuacion se incluyen todos los resultados obtenidos a lo largo de la fase
experimental, adecuadamente tratados para facilitar su interpretacién, vy
estadisticamente analizados, al objeto de propiciar una discusién fundamentada,
gue permita la extraccién de conclusiones claras.

4.1. PROCESO FERMENTATIVO: PARAMETROS FisICO-QUIMICOS.

Las condiciones en las que transcurre cualquier proceso fermentativo resultan de
especial importancia, dada la influencia que ejercen sobre el desarrollo microbiano
y el efecto selectivo que propician sobre la identidad de las especies participantes
en dicho proceso (Jamal et al., 2011; Romanens et al., 2018). A su vez, la comunidad
microbiana actuante, tanto desde una perspectiva cualitativa como cuantitativa,
marca los niveles de eficiencia de la transformacién bioldgica y las caracteristicas
generales del producto final de la fermentacién (Kadow et al., 2015). Asi, se puede
decir que los parametros fisico-quimicos, de manera mds o menos directa,
determinan la correccidn de los procesos fermentativos. Por tanto, el estudio de un
proceso fermentativo ha de confirmar, en primer lugar, la adecuacién de estas
condiciones al perfil habitual que presenta el proceso en ejecucién, al objeto de
sustentar la bondad de los restantes parametros analizados.

Uno de los parametros de mayor influencia en los procesos de caracter
microbiano es la temperatura (Huang et al., 2008). En el presente caso, y de
acuerdo con el andlisis realizado para conocer la naturaleza de los datos térmicos
(Test de Shapiro-Wilk, P=0,0077), estos no mostraron una distribucidon normal. Asi,
la existencia de influencias significativas de forma global y de niveles
significativamente separados se investigd mediante pruebas de Kruskal-Wallis y
Levene’s, respectivamente. En este caso, se observd que, de los dos factores
analizados, tiempo y nivel de profundidad, sélo la cronologia generd diferencias
significativas (P=1,40 10y P=0,7950, respectivamente).

La evolucion de la temperatura se muestra en la Figura 4.1. En el gréfico se
puede observar como los valores térmicos permanecieron estables en torno a los
23-24 °C durante las primeras 48 h de la fermentacién, con leves pero no
significativos incrementos en la zona superficial. En el tercer dia se produjo un
fuerte ascenso, particularmente a nivel superficial, donde se alcazaron niveles
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cercanos a los 40 °C. Esta temperatura se mantuvo con escasas variaciones hasta el
final de proceso, mientras que en zonas internas y profundas continuaron
ascendiendo hasta valores superiores a los detectados en superficie. No obstante,
solo las temperaturas internas se separaron significativamente en cada uno de los
muestreos finales.

—e—Superfiie —#—Centro Figura 4.1. Perfil térmico observado
durante la fermentacion (Distintas
letras dentro de una misma curva
implica la existencia de diferencias
significativas).
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El incremento de temperatura en un proceso fermentativo es consecuencia de
la transformacidon exotérmica mediante la cual, los sustratos fermentables son
convertidos en precursores organolépticos, gracias a la accién microbiana (Schwan
y Wheals, 2004). Aunque se han descrito procesos fermentativos de cacao en los
que el maximo incremento de temperatura tiene lugar entre las 24 y 48 h (Kouamé
et al., 2015), en la mayoria de casos se observaron perfiles evolutivos similares a
los registrados en el proceso aqui analizado (Lefeber et al., 2011a; Ganeswari et al.,
2015). Este perfil, en el que los valores térmicos alcanzados en la fase incial son
moderados y el principal incremento se produce en la parte final, se asocia a la
actividad metabdlica de cada uno de los grupos microbianos dominantes en cada
una de esas etapas, levaduras y bacterias del acido lactico en la primera mitad, y
bacterias del acido acético en la segunda (Lagunas-Galvez et al., 2007).

Otro de los parametros que condiciona los niveles de actividad en procesos
microbianos es el pH (Rani y Rao, 1999). Estrechamente relacionada con él se
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encuentra la acidez titulable o acidez total, concepto usualmente asociado a matrices
de caracter alimentario, especialmente frutas (Tyl y Sadler, 2017). El estudio de
normalidad realizado para los datos observados en cada caso arrojé resultados
diferentes, calificando como datos de distribucién normal los del pH (P=0,6119 para
pulpa y P=0,6520 para cotiledones) y no normal los de acidez titulable (P=3,94 10
para pulpa y P=0,0027 para cotiledones). Los analisis estadisticos aplicados para
conocer la existencia de influencias significativas y establecer niveles de significancia
fueron, por tanto, los correspondientes a cada tipo de datos.
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Figura 4.2. Evolucion del pH (linea continua) y de la acidez titulable (linea punteada) durante
la fermentacién (Distintas letras dentro de una misma curva implica la existencia de
diferencias significativas).

La evolucion del pH, tanto en pulpa como en cotiledones, se vio
significativamente afectada por la cronologia del proceso (Figura 4.2.). No obstante,
mientras en el caso de los valores observados para los cotiledones la tendencia
global fue de bajada, en el caso de la pulpa fue de ascenso. Asi, en relacidn con esta
ultima, se pasé de un nivel inicial de 3,85, propiciado probablemente por los altos
niveles de acido citrico presentes en esta estructura (Rodriguez-Campos et al.,
2011), a un valor final de 4,28, siendo el maximo detectado a lo largo de todo el
proceso. Valores iniciales inferiores a 4 y posteriores incrementos, tal y como se
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apunta en este estudio, han sido ya descritos en otros estudios (Lagunes-Galvez et
al., 2007), llegandose incluso en algunos casos a registrarse valores alcalinos. Esta
diversidad de resultados entre estudios parece asociarse con propiedades
especificas inherentes a cultivares geograficamente localizados (Kouamé et al.,
2015) y caracteristicas nutricionales del material de partida (Ganeswari et al.,
2015). Para cotiledones, la evolucién se produjo entre 5,04 al comienzo del proceso
y 4,64 al final, con un valor maximo de 5,42 tras 48 h de fermentacion. El descenso
en la segunda parte del proceso se asocia a la entrada de compuestos de naturaleza
acida al interior de los cotiledones (Copetti et al., 2012). Valores de pH por encima
de 5,5 al concluir el proceso fermentativo se consideran de forma negativa, ya que
chocolates elaborados con materiales con tales caracteristicas suelen mostrar
peores propiedades organolépticas (Afoakwa et al., 2008). En este sentido, el
producto final originado en el presente proceso muestra niveles adecuados.

La acidez titulable se mostrd estable en el caso de la pulpa, si bien el leve
incremento del valor final provocé la existencia de influencias significativas globales
por parte del factor tiempo (Kruskal-Wallis, P=0,0345). Las variaciones en los
cotiledones fueron, en cambio, mas marcadas, centrandose tales variaciones en los
dos Ultimos dias de fermentacion, pasdndose de 0,10 a 0,23 meq ac. acético g*. Tal
incremento diferencié significativamente esas muestras de las restantes y provocé
la existencia de influencias significativas globales por efecto del factor tiempo
(Kruskal-Wallis, P=0,0192). Por otra parte, esos mayores niveles de acidos totales
en cotiledones en la fase final de proceso son consistentes con la migracion de
compuestos de esta naturaleza comentada con anterioridad y, desde otra
perspectiva, favorece la existencia de determinadas reacciones que permiten una
mas adecuada fermentacion (Apriyanto, 2016).

4.2. PROCESO FERMENTATIVO: PARAMETROS ORGANOLEPTICOS Y NUTRICIONALES.

Las caracteristicas naturales que presentan las semillas del cacao, principal materia
prima utilizada en la elaboracién del chocolate (Ganeswari et al., 2015), limitan su
utilizacién directa (De Vuyst y Weckx, 2016). El proceso fermentativo promueve
cambios en la identidad y la concentracién de numerosos compuestos que
permiten su aplicabilidad a nivel alimentario (Garcia-Armisen et al., 2010), ya que
mejoran sus propiedades en cuanto a aroma, sabor, textura crujiente y en boca o
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capacidad para fundirse (Gutiérrez y Pérez, 2015). Asi, como consecuencia de la
accién microbiana se reduce la presencia de moléculas que confieren propiedades
no deseables, tales como acidez, amargor o astringencia (Saltini et al., 2013), y se
forman precursores del sabor que, en etapas posteriores del procesado, son
transformados quimica o enzimaticamente hasta las formas que contribuyen a
generar las propiedades organolépticas tipicas del chocolate (Kongor et al., 2016).

Los compuestos asociados a las propiedades organolépticas del cacao son
numerosos, habiéndose descrito hasta el momento una cifra superior a 600 (Cafrack
et al., 2014), incluyendo moléculas tanto de caracter volatil y no volatil, tales como
alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, acidos carboxilicos o pirazinas (Rodriguez-
Campos et al., 2011). Obviamente, no todos contribuyen en la misma medida v,
aunque existen importantes diferencias en las caracteristicas del producto final
generado en el proceso fermentativo en funcién de condiciones del proceso o
localizacién geogréfica (Lefeber et al., 2012), las propiedades principales de las
semillas fermentadas de cacao son atribuibles a un bajo nimero de compuestos. En
gran medida, las reacciones que promueven la formacion de estos precursores estan
propiciadas por materiales intracelulares y enzimas propias de los cotiledones
liberados al medio externo, gracias a la accion de compuestos tales como el acido
acético y el etanol (De Wuyst y Weckx 2016), generados por la actividad microbiana.
En este sentido, la monitorizacién de algunos de tales compuestos, junto con la
evolucién de las fuentes de carbono que sustentan el desarrollo microbiano, como
glucosa, fructosa y acido citrico (Camu et al., 2007), se postula como una estrategia
valida a la hora de estimar el correcto progreso del proceso fermentativo.

En las Figuras 4.3. y 4.4. se muestra la evolucién de los compuestos utilizados
a modo de indicadores del proceso fermentativo. En relacidon con los sustratos
nutricionales, y de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de la Prueba de
Shapiro-Wilk, sélo los datos asociados a la evolucidn de la fructosa mostraron una
distribucién normal (P=0,1424), siendo los correspondientes a glucosa y acido
citrico propios de distribuciones no normales (P=1,68 10y P=2,34 107%). En todos
los casos, los niveles presentes de estas fuentes carbonadas al finalizar el proceso
fermentativo fueron inferiores a los detectados en su comienzo, aunque sélo en el
caso de la glucosa tales variaciones dieron lugar a diferencias significativas (Prueba
de Kruskal-Wallis, P= 0,058). Para fructosa y 4cido citrico, a pesar de mostrar
descensos puntuales de consideracidn, no se observaron influencias significativas
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por accién del tiempo (ANOVA, P=0,0596: Prueba de Kruskal-Wallis, P=0,6448,
respectivamente), lo que probablemente sea debido a la variabilidad de las
repeticiones. No obstante, si se aprecid la existencia de grupos de homogeneidad
diferenciados como consecuencia de las importantes diferencias encontradas entre
muestras puntuales, especialmente en las comparaciones establecidas entre las
concentraciones correspondientes al inicio y al final del proceso.
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De acuerdo con la evolucidon observada para cada una de las fuentes
carbonadas estudiadas, el 4cido citrico sustentd el crecimiento microbiano al inicio
del proceso fermentativo, con escasa utilizaciéon de glucosa y fructosa. La rapida
desaparicién de este compuesto es un hecho habitualmente observado en los
procesos biotransformativos del cacao (Lefeber et al., 2011a), en los que incluso se
ha llegado a reportar su consumo de forma casi completa en 24-36 h (Afoakwa et
al., 2013). En el momento en que el acido citrico alcanzé concentraciones minimas,
hecho que aconteci6 tras tres jornadas de fermentacion, se observé el cambio en
el patrén de consumo. Asi, en el cuarto dia de proceso, se detectdé un fuerte
descenso en el nivel presente de glucosa, retrasandose ese descenso al quinto dia
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en el caso de la fructosa. Tal perfil de consumo de compuestos carbonados vy, en
concreto, el consumo diferencial de acido citrico, puede relacionarse con la
composicion de la comunidad microbiana en cada etapa del proceso y la
dominancia de poblaciones concretas en cada una de ellas (Kouamé et al., 2015).
Asi, el inicio del proceso suele estar dominado, en lo que respecta a la poblacidon
eucariota, por bacterias del acido lactico, muchas de las cuales, especialmente
heterolacticas, utilizan citrato como sustrato para la producciéon de ciertos
precursores organolépticos (Ho et al., 2015;). Por otra parte, otro de los grupos
mayoritariamente presente en la primera parte del proceso, las levaduras, también
pueden crecer a partir de acido citrico (Camu et al., 2007).

Dado que el citrato tiene consideracion de co-sustrato en este tipo de procesos
(De Vuyst y Weckx, 2016), su consumo suele mostrar patrones de evolucion
similares a otras fuentes carbonadas presentes (Camu et al., 2007; Lefeber et al.,
2011a). Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente estudio dibujan un
escenario diferente, segun el cual la utilizacién de otros compuestos carbonados no
se produce en paralelo, de manera que su consumo no tiene lugar de forma
importante hasta que la concentracién de citrato desciende a niveles
insignificantes. No obstante, y a pesar de no ser el comportamiento mas habitual,
otros estudios describen procesos en los que se da una utilizacidn preferencial del
acido citrico (Lagunes-Galvez et al., 2007; Lefeber et al., 2012). Tal diferencia puede
radicar en la composicion concreta de las poblaciones microbianas, ya que la
capacidad de asimilacién del citrato no es una propiedad de distribucidn universal
entre bacterias del acido lactico y, sobre todo, levaduras (Lagunes-Galvez et al.,
2007; Lefeber et al., 2012). Por otra parte, la sintesis de la citrato liasa, enzima
responsable de la degradacion del acido, se relaciona mayoritariamente con
entornos en los que los valores de pH son bajos y temperaturas moderadas
(Ouattara et al., 2017), condiciones que se dan en el inicio del proceso. En cualquier
caso, la utilizacién de citrato de forma importante es una caracteristica positiva en
las especies involucradas en la fermentacidn del cacao ya que, por una parte, su
asimilacidn en las etapas iniciales del proceso propicia un incremento del pH, lo que
favorece la actuacidn de otras especies de interés (Schwan y Wheals, 2004) y, por
otra, fortalece y diversifica la capacidad metabdlica microbiana, lo que, en segunda
instancia, influye sobre la calidad del producto final obtenido (Ouattara et al., 2014)
y en sus cualidades organolépticas (Laétitia et al., 2014).
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Una vez agotado el citrato, la accién microbiana se mantuvo gracias a la
utilizacién de glucosa y fructosa, con mayor utilizacién de la primera. En este caso,
la preferencia de un sustrato sobre otro puede ser consecuencia de las distintas
finalidades a las que se destinan por parte de determinadas especies participantes
en el proceso (Adler et al., 2013), ya que mientras la glucosa se deriva hacia el
mantenimiento del crecimiento, la fructosa sostiene el equilibrio redox.
Adicionalmente, en ciertas especies la glucosa puede ejercer un efecto represor
sobre la utilizacion de otras fuentes de carbono de caracter azucarado, como es el
caso de la fructosa (Ganzle, 2015).
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Figura 4.4. Evolucion de metabolitos asociados a la microbiota propia del proceso
fermentativo (Distintas letras dentro de una misma curva implica la existencia de diferencias
significativas).

Una de las actividades microbianas sustentadas por las fuentes nutricionales es
la sintesis de metabolitos, muchos de los cuales ejercen funciones como precursores
de compuestos organolépticos. Aunque la variedad de compuestos generada es
amplia, los mas destacados son acidos tales como acético y lactico, ademas de
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manitol y etanol (Gutiérrez, 2017). Los tres primeros son consecuencia mayoritaria
de la accién de la microbiota bacteriana, mientas que el etanol es producido en su
mayor parte por levaduras (llleghems et al., 2015). La sucesidon de dichas
comunidades microbianas a lo largo del proceso da lugar a un perfil especifico para
cada uno de los compuestos citados, con concentraciones maximas coincidiendo
cronolégicamente con la etapa de dominio de la poblacidn microbiana productora.

Desde el punto de vista estadistico, los datos encontrados para los compuestos
analizados se ajustaron a una distribucion normal en todos los casos, con la
excepcion del manitol (Tabla 4.1.). Los correspondientes anadlisis realizados para
determinar la existencia de diferencias significativas como consecuencia de la
cronologia del proceso mostraron la influencia de este factor en ambos acidos,
acético y lactico, asi como en manitol, quedando el etanol como Unico compuesto
cuyo valor fue independiente del tiempo.

Tabla 4.1. Analisis estadistico (Prueba de Normalidad y Anélisis de Varianza/Mediana) de
los metabolitos generados por la actividad microbiana.
Estadistico de

Compuesto Shapiro-Wilk ANOVA Kruskal-Wallis
Valor de P Valor de P Valor de P

Acido Acético 0,3499 0,0001

Acido Ldctico 0,7733 0,0000

Etanol 0,0608 0,1094

Manitol 0,0038 0,0101

La relacidn entre la cronologia del proceso y los niveles presentes de los
metabolitos microbianos se ajusté a dos perfiles principales, segun los cuales las
concentraciones mas elevadas se detectaron bien a tiempo final, bien a tiempo
intermedio (Figura 4.4.). El primero de los perfiles se observé en los casos de acido
acético y manitol, mientras que acido lactico y etanol se encontraron en mayor
concentracion en la fase intermedia del proceso. Este patron de distribucidn es
habitual durante la fermentacién del cacao (Moreira et al., 2013; De Vuyst y Weckx,
2016), y es consecuencia logica de la sucesion de distintas poblaciones microbianas,
tal y como se ha mencionado previamente. Asi, las condiciones iniciales de la
fermentacién, tanto nutricionales como ambientales, favorecen el desarrollo de
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levaduras (Ganeswari et al., 2015). Este grupo microbiano, principal responsable de
las transformaciones que tienen lugar durante la primera fase del proceso (Ho et
al., 2104), favorece la produccion de etanol (llleghems et al., 2015), compuesto que
sera transformado por poblaciones bacterianas de importancia en etapas
posteriores. Los cambios asociados al desarrollo de las especies levaduriformes
generan un entorno propicio a la accidn de bacterias del acido lactico (BALs),
comunidad caracterizada por la sintesis de acido lactico, ademas de acido acético y
manitol en menor medida, a partir de citrato y azucares (Sandhya et al., 2016).
Tanto la generacidn de etanol por parte de las levaduras, como el desarrollo de las
bacterias del acido lactico, se ven favorecidos por los bajos niveles de oxigeno
disponibles (Pereira et al., 2012). La acumulacién de los metabolitos propios de
estas dos comunidades, asi como el incremento de la temperatura, crean el
entorno adecuado para el tercer de los grupos relevantes durante la fermentacion
del cacao, las bacterias del acido acético (BAA). Las especies pertenecientes a esta
comunidad se caracterizan por la oxidacion del etanol y del acido Ilactico
previamente acumulados por las levaduras y las bacterias del acido lactico hasta
acido acético (Gutiérrez, 2017). El tercero de los metabolitos acumulado, el
manitol, puede potencialmente ser utilizado por las BAAs para sintetizar fructosa,
pero la proporcion en la que se da dicha utilizacion es muy baja, en comparacion a
las otras dos moléculas, e incluso algunas especies del grupo no muestran esa
capacidad (Moens et al., 2014). De hecho, la utilizacidon del manitol como sustrato
por BAAs se suele producir Unicamente cuando las dos fuentes citadas estan
ausentes (llleghems et al., 2016), situacion que no se da en el proceso aqui descrito,
y en el cual no se observé ni un repunte en los niveles de fructosa, ni un descenso
en los de manitol. Perfiles semejantes a este ya han sido descritos con anterioridad
(Papalexandratou et al., 2013), y puede considerarse como positivo el hecho de que
no se produzca la generacion de fructosa a partir de manitol, ya que la acumulacion
de la primera en la parte final del proceso puede generar efectos negativos como
consecuencia de su potencial papel como sustrato nutricional util para el desarrollo
de hongos o bacterias alterantes, grupos microbianos nada deseables (Moens et
al., 2014). Por otra parte, y considerando otra perspectiva, el hecho de que el
manitol se asocie preferentemente a la actividad microbiana, es decir, tenga origen
fermentativo, y que sus niveles maximos se den en la parte final de la
biotransformacion, ha llevado a algunos autores a postular la utilizaciéon de este
compuesto como biomarcador del proceso (Megias-Pérez et al., 2018).
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4.3. PROCESO FERMENTATIVO: COMUNIDADES MICROBIANAS.

Los granos de cacao que se encuentran en el interior de la vaina presentan una
escasa e incluso nula poblacidn microbiana (Nielsen et al., 2007b). Sin embargo, ese
estado cambia en el mismo momento en el que dicha vaina es abierta, ya que a los
granos accede una diversa microbiota procedente del entorno con el que entran en
contacto y que incluye a manipuladores, superficie de la vaina, utensilios de
manipulacién, superficies, etc. (Visintin et al., 2016). En la correcta sucesion
poblacional, la cual depende de la concurrencia de las adecuadas condiciones
ambientales y nutricionales, dicha microbiota propicia un proceso
biotransformativo a cuya finalizacién se obtiene un producto final con propiedades
organolépticas mejoradas en relacidn con su posterior uso alimentario (Pereira et
al., 2012).

Las comunidades microbianas que determinan de forma mayoritaria la
idoneidad del proceso fermentativo son, en sucesién cronoldgica, levaduras,
bacterias del acido lactico y bacterias del 4cido acético (Moreira et al., 2013).
Puntualmente, pueden desempefiar cierta funcionalidad al final del proceso
especies pertenecientes al género Bacillus o al grupo de los hongos miceliares
(Schwan et al., 2015), microorganismos ambos que, como ya se ha dicho antes,
pueden conferir ciertas caracteristicas organolépticas no deseables (Arana-Sanchez
etal., 2015).

En el presente epigrafe se detallan los resultados obtenidos a partir del estudio
metagendmico realizado a partir de las muestras extraidas diariamente de las cajas
de fermentacién a lo largo de todo el proceso. Para una mayor compresién de los
datos y de su interpretacidn, el estudio se desglosa en funcién de la naturaleza de
las poblaciones analizadas, eucariotas y procariotas.

4.3.1. Estudio de la poblacion eucariota asociada al proceso fermentativo.

Las comunidades microbianas de interés en la biotransformacion del grano de cacao
se encuadran tanto dentro del grupo de los procariotas como de los eucariotas. Entre
estos ultimos, y considerando aquellos que ejercen una accion positiva, destacan las
levaduras, cuya actividad en la etapa inicial del proceso resulta fundamental,
propiciando la acumulacidn de etanol. El etanol favorece la lisis del embrién, lo que
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desencadena una serie de eventos bioquimicos de gran importancia en el desarrollo
de las propiedades organolépticas (De Vuyst y Weckx., 2015; Koné et al., 2016).
Adicionalmente, este alcohol puede posteriormente ser utilizado como sustrato por
las bacterias del acido acético, grupo que también desempefia un papel esencial en
la fermentacién y sobre el que las levaduras ejercen una segunda accion a través de
la relajacién de la estructura pectinica, lo que permite el grado de aireacion necesario
para el desarrollo de las BAA (Ho et al., 2014). Por otra parte, y aunque a menor escala
gue otras especies participantes, algunas levaduras participan en la sintesis de
precursores del sabor (Kostinek et al., 2008).

Dada la importancia de las levaduras en el proceso, su estudio ha sido centro de
atencion en numerosas investigaciones, las cuales ponen de manifiesto la existencia
de un factor geogréfico a la hora de establecer la identidad de las especies
dominantes (Koffi et al., 2017b). Asi, no es posible definir una poblacién universal que
caracterice el proceso, independientemente de su localizacién o sus caracteristicas,
lo que, a su vez, incide sobre las propiedades finales del producto generado y propicia
la existencia de matices especificos asociados a ambas caracteristicas. Por tanto, se
hace necesaria la realizacidn de estudios individualizados que desvelen la naturaleza
de la comunidad levaduriforme actuante en cada caso.

En el presente caso, el analisis metagendmico de la microbiota eucariota
asociada al proceso revela una comunidad relativamente diversa, en la que el
numero de OTUs asciende durante la primera mitad del proceso y desciende en la
parte final (Figura 4.5.). El nUmero maximo de OTUs se detectd en el tercer dia de
fermentacién (114), mientras que el menor correspondié al dia final del proceso
(62). Estas cifras de OTUs, que en el caso de especies procariotas serian
consideradas pobres, resultan elevadas en el caso de microoorganismos de
naturaleza fungica, en los que se suelen reportar comunidades con menor riqueza
de especies (llleghems et al., 2012; Mota-Gutiérrez et al., 2018). El nimero total de
OTUs diferentes acumulado, considerando la totalidad del proceso, ascendio a 240,
también superior a lo descrito en otros procesos (Serra et al., 2019). De estos, solo
21 fueron detectados a lo largo de todo el proceso, lo que parece apuntar a la
existencia de un nucleo poblacional permanente, microbiota residente, en
contraposicion a una poblacion de transicidn, considerablemente mas numerosa y
variable, que va cambiando en funcidn de su nivel de adaptacion a las condiciones
puntuales en las que se encuentra el proceso, tal y como describen Meersman et
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al. (2013). En dicho trabajo, se sefiala la posible importancia que esa microbiota
levaduriforme residente puede desempefiar en lo concerniente a la calidad
organoléptica final del producto de fermentacidon y en la minimizacidon de la
variabilidad existente entre procesos.

OTUs COMUNES: 21

o

D1

86
(60304) (a4603)

D1-D2: 36 D1-D3: D1-D4: 48 D1-D5: 43 D1-D6: 29
D2-D3: 47 D2-D4: 54 D2-D5: 44 D2-D6: 35

D4-D5: 55 D4-D6: 42

D5-D6: 38

Figura 4.5. Nimero de OTUs eucariotas detectado en cada uno de los dias de fermentacién
y OTUs compartidos entre distintos dias. Entre paréntesis se muestra el nimero de lecturas
asociado en cada caso.

Como se puede observar en la Figura 4.5., el nUmero de OTUs compartidos fue
superior entre los muestreos correspondientes a las fases intermedias. En el caso
de muestras sucesivas localizadas en las fases inicial y final, la microbiota comun
fue netamente inferior, casi semejante a los valores encontrados entre muestras
situadas en fases extremas. Esto concuerda con lo reflejado por el indice cualitativo
de Sorensen-Dice en los correspondientes emparejamientos (Tabla 4.2.).

Tabla 4.2. indices cuali y cuantitativo de Sorensen-Dice, en los cuadrantes inferior y
superior, respectivamente, para las comparativas pareadas entre muestreos eucariotas.

D1 D2 [E] D4 D5 D6
0,71+019 0,69+0,08 0,52+0,05 0,48+0,05 0,49+0,05
m 0,44+0,04 0,93+0,10 0,52+0,12 0,38%0,15 0,49+0,10
m 0,50+0,01 0,49+0,08 0,50+0,11 0,35+0,11 0,46+0,08
0,47+0,04 0,59+0,11 0,64+0,07 0,84+0,12 0,93+0,07
m 0,44+0,04 0,56%0,07 0,49+0,03 0,54+0,05 0,86+0,05
M 0,36+0,02 0,50+0,05 0,50+0,04 0,50+0,02 0,48+0,03
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Asi, el maximo nivel similitud se dio entre el tercer y el cuarto dia de
fermentacién, con un 64% de homologia entre los OTUs presentes, mientras que el
minimo se detectd entre los dias inicial y final, con un 36%. Sin embargo, estos
niveles de semejanza en cuanto a la identidad de las especies presentes no fueron
extrapolables cuando se consideraron ademads niveles poblacionales de tales
especies. De hecho, la semejanza de las comunidades correspondientes a los dias
tres y cuatro, pareja con mayor grado de homologia a nivel cualitativo, solo alcanzé
un 50%. En este caso, la mayor coincidencia se observé entre los dias dos vy tres,
93%, asi como entre los dias cuatro y seis, con valores altos, superiores al 80%,
mantenidos durante toda la etapa final de proceso, incluso superiores a los
encontrados en los dias correspondientes a la fase inicial. Sin duda, los datos
cuantitativos arrojan una imagen mas cercana a la realidad, dado que el grado de
influencia que ejerce una determinada especie sobre un proceso se encuentra mas
ligado a su abundancia relativa que a su mera presencia. En este sentido, la
comunidad fungica asociada al proceso parece cambiar de forma mas acentuada
durante la primera parte del proceso, para luego pasar, en la segunda mitad, a una
etapa mas estable y uniforme. Esa estabilidad de la comunidad fungica en la parte
de final del proceso probablemente no esté basada en una disminucién de la carga
poblacional eucariota, perfil usual en diversos procesos (Nielsen et al., 2007b;
Ganeswari et al., 2015), ya que el nimero de lecturas encontrado en los diversos
muestreos mostro, salvo en el dia final, un patrén de crecimiento. La ausencia de
esa reduccidn final en los niveles presenciales de especies levaduriformes puede
ser debido a los registros térmicos alcanzados en esa fase, en torno a 40 °C,
inferiores a los descritos en numerosos procesos (Lagunes-Galvez et al., 2007;
Meersman et al., 2013), y que no resultan lo suficientemente elevados como para
ejercer un efecto inhibitorio sobre este grupo microbiano (Daniel et al., 2009). Se
podria entender, por tanto, que, asociado a la evolucidn del proceso, se produce
un efecto selectivo por el cual, las especies mas adaptadas a las condiciones
ambientales y nutricionales van desarrollandose en mayor proporcion que el resto,
hasta hacerse dominantes (Samagaci et al., 2016). Ese efecto selectivo, por otra
parte, no implicaria la desaparicidn de las especies menos adaptadas, ya que estas
permanecerian de forma mayoritaria, sino de una redistribucién de las abundancias
relativas segun la cual gran parte de las especies menos adaptadas aparecerian de
forma testimonial, frente a los niveles dominantes del bajo nimero de especies
adaptadas.
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Esta hipdtesis parece ser sustentada por los indices de diversidad a (Figura
4.6.), ya que los valores correspondientes a la segunda parte del proceso muestran
una comunidad con los niveles mas altos de biodiversidad, ligeramente por debajo
de 2, seglin Shannon-Wiener, y los mayores valores para el indice de Simpson, entre
0,65y 0,70, indicativo de una poblacién mas heterogénea.

2,5
= Simpson

@ Shannon-Wiener

2,0 i

Y

1,0

0’5 j i i l
0,0 i i
1 2 3 4 5 6

Dia de fermentacién

Figura 4.6. Diversidad fungica observada a lo largo del proceso fermentativo, expresada
segun los indices de Shannon-Wiener y Simpson.

Los valores encontrados para los indices de Shannon-Wiener y Simpson fueron
similares a los descritos en otros procesos (Serra et al., 2019), lo que viene a ratificar
la normalidad del proceso en cuanto a su diversidad eucaridtica, con independencia
de la composicidn concreta de la comunidad. No obstante, resulta complicado fijar
un rango estandar de normalidad en este sentido, dado que la variabilidad en
procesos como este, en los que la microbiota actuante proviene de forma exclusiva
del entorno (Jamili et al., 2016), es alta, tal y como atestiguan numerosos estudios
(Daniel et al., 2009; Arana-Sanchez et al., 2015; De Vuyst y Weckx, 2016). En
cualquier caso, resulta complicado establecer comparaciones a través de indices de
biodiversidad, dado que no es un parametro habitualmente determinado es
procesos de fermentacion del cacao, mas focalizados en el discernimiento de las
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especies mas influyentes en las caracteristicas organolépticas y no tanto en la
diversidad de la micobiota.

El hecho de que, de forma mayoritaria, los estudios hayan centrado su
atencién en las especies mas determinantes es ldgico, ya que son las que van a
definir las acciones biotransformativas dominantes en el proceso y, por tanto, las
caracteristicas finales del producto y, en consecuencia, su calidad comercial
(Agyrifo et al., 2019). En ese sentido, el porcentaje de especies que alcanzan cargas
poblacionales significativas en relacidén con el total detectado suele ser bajo. En el
presente caso, de los diferentes 240 OTUs identificados, sélo 17 mostraron niveles
de abundancia relativa superiores al 0,1% en al menos uno de los dias de
fermentacion, reduciéndose la cifra hasta cinco cuando el limite se establecio en el
1%. Sin duda, un estudio mas exhaustivo de esas especies permite alcanzar un
conocimiento mas profundo de los posibles eventos que tienen lugar durante la
fermentacién y una mayor compresién de las correspondencias entre las especies
levaduriformes dominantes y la evolucion de los principales compuestos asociados
al proceso, indicadores de la correcta evolucién de este.

Tabla 4.3. indices cuali y cuantitativo de Sorensen-Dice, en los cuadrantes inferior y
superior, respectivamente, para las comparativas pareadas entre muestreos eucariotas,
considerando exclusivamente OTUs con abundancias relativas por encima de 0,1% en al
menos una muestra.

D1 D2 D3 D4 D5 D6
| D1 | 0,71#0,19 0,65+0,08 0,55+0,05 0,56+0,05 0,57+0,05
12| 0,87+0,05 0,95¢0,10 0,52#0,13 0,38+0,16 0,49+0,10
L2EL| 0,9440,02  0,940,05 0,53+0,11 0,43+0,11 0,56+0,08
0,94+0,00 0,94+0,05 1,00£0,06 0,8940,11 0,99+0,04
[PE 0,91#0,01  0,91#0,06 0,97+0,06 0,97+0,06 0,87+0,05
[Z40 0,91#0,00 0,91#0,07 0,97+0,06 0,9740,04 0,94+0,04

En el caso de la fermentacion aqui estudiada, los OTUs eucariotas dominantes
fueron los mismos a lo largo de todo el proceso, tal y como se deduce de los valores
recogidos en la Tabla 4.3., correspondientes al indice de Sorensen cualitativo. El
nivel de homologia hallado en lo que respecta a la identidad de los OTUs con un
0,1% de abundancia relativa al menos en uno de los dias de fermentacion fue
considerablemente alto. Asi lo confirma el hecho de que el porcentaje minimo
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encontrado fue del 87%, lo que parece significar la estabilidad de la poblacidn
levaduriforme a lo largo del proceso y confirma la hipdtesis anteriormente
planteada respecto a la existencia de una micobiota residente, asociada al proceso.
Sin embargo, los datos cuantitativos introducen matices importantes que muestran
un escenario distinto, en el que se pone de manifiesto la existencia de etapas
diferenciadas en cuanto a las especies dominantes. Asi, se puede hablar de dos
etapas en las que la comunidad eucariota mostré una elevada semejanza, dias 1-3
y dias 4-6, especialmente estos ultimos, si bien la homologia entre dias
pertenecientes a cada una de estas etapas, entre el 38% y el 57% no es nada
despreciable.

Las afiliaciones taxondmicas de los OTUs dominantes, asi como sus
abundancias absolutas y relativas, expresadas mediante el nimero de lecturas, se
muestran en la Figura 4.7. Todos ellos fueron asignados al filo Ascomycota, con una
Unica excepcién, el OTU menos abundante, que quedd encuadrado en el filo
Basidiomycota, concretamente en el género Malassezia, que pertenece a la familia
Malasseziaceae. A niveles taxondmicos inferiores, el mayor porcentaje de lecturas
se observé para las familias Saccharomycetaceae y Saccharomycodaceae, siendo la
primera dominante en la parte final del proceso y la segunda en la inicial, lo que
explica el cambio poblacional comentado anteriormente, y la diferenciacién del
proceso en dos etapas, de acuerdo con la identidad de las especies dominantes en
cada una de ellas. A la primera de las familias pertenecen los géneros Kazachstania
y Saccharomyces, mientras que Hanseniaspora y Saccharomycodes se encuadran
en la segunda. Estos fueron los géneros que, cuantitativamente, dominaron el
proceso. En el caso de los primeros, Kazachstania mostré un perfil ligeramente
creciente en los dias iniciales, que se incrementd forma espectacular en el dia 4y
se mantuvo constante hasta el final del proceso. Saccharomyces, por el contrario,
mostré su nivel maximo en el dia inicial, el cual se vio reducido en las siguientes 24
h en mas de un 50%, nivel que se mantuvo con ligeras fluctuaciones hasta el final
del proceso. Entre la familia Saccharomycodaceae, Saccharomycodes mostré un
perfil evolutivo similar a Kazachstania, si bien los niveles en este caso fueron
claramente inferiores, mientras que para Hanseniaspora se detectaron niveles
excepcionalmente altos en la primera mitad de la fermentacion, que descendieron
en la segunda de forma dréstica, pero manteniendo aun abundancias de
considerable importancia.
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Figura 4.7. Abundancias absolutas (nimero de lecturas) y relativas (tamafio de burbuja) de
los OTUs eucariotas dominantes para distintos niveles taxonémicos (filo, familia y género).
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Tal y como se ha referenciado previamente, la identidad de la comunidad
microbiana que regula el proceso de fermentacién del cacao no muestra una
distribucidn universal, ya que se ve afectada por factores tales como la localizacion
geografica, las practicas procesales o la variedad cultivar. No obstante, a pesar de
esas divergencias, es posible establecer una pequeiia comunidad de levaduras que,
de forma mayoritaria, puede ser definida como el nucleo eucariota de la
fermentacién del cacao. En ese nucleo se incluyen miembros de los géneros
Hanseniaspora, Pichia'y Saccharomycesy, en menor medida, Candida, Issatchenkia,
Kazachstania y Kluyveromyces (Daniel et al., 2009; Arana-Sanchez et al., 2015;
Batista et al., 2015; Gutiérrez, 2017; Koffi et al., 2017b). Como se observa, las
levaduras dominantes en el proceso aqui descrito se encuentran entre las
habitualmente referenciadas en relacidén con la biotransformacion del cacao, con la
excepcion de Saccharomycodes. Especies pertenecientes a este género, aunque no
son tipicas de la fermentacién del cacao, si se asocian a otros procesos
fermentativos propios de la industria alimentaria, como es el caso de la produccién
de bebidas alcohdlicas, y en especial la de cervezas con bajo contenido en alcohol
(Liu et al., 2011; De Francesco et al., 2015).

El estudio al maximo nivel taxondmico analizado, el de especie, reveld la
identidad de las levaduras que, desde un punto de vista cuantitativo, dominaron el
proceso (Figura 4.8.). Asi, Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora opuntiae
fueron detectadas durante todos los dias de fermentacidon, como ya se ha descrito
(Papalexandratou y De Vuyst, 2011), y siempre con abundancias relativas de
consideracion, aunque mas elevadas en la primera mitad del proceso. S. cerevisiae
fue la especie mayoritaria en el dia uno, con niveles superiores al 50%, mientras
que H. opuntiae alcanzd niveles maximos en torno al 70%, en los dias dos y tres. A
partir del cuarto dia, Kazachstania humilis tomd el relevo de ambas especies,
manteniéndose en abundancias relativas por encima del 40% hasta el final, en los
que coexistid con los niveles aun importantes de las dos especies anteriormente
mencionadas. En este segundo tramo también aparecid una cuarta especie,
Saccharomycodes ludwigii, cuya presencia en la fase inicial del proceso fue
meramente testimonial, sin superar nunca el 0,1% de abundancia relativa. En el
cuarto dia, inicio de la parte final del proceso, ya sobrepasé el 2% de abundancia
relativa, para situarse en torno al 7,5% en los dos dias finales. De forma conjunta,
estas cuatro especies dominaron de forma absoluta el proceso fermentativo, dado
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que la sumatoria de sus abundancias relativas en cada uno de los dias de
biotransformacion nunca fue inferior al 94,5%.

Wickerhamomyces pijperi

42% s — Saccharomycodes ludwigii

\— Hanseniaspora opuntiae

539, Hanseniaspora occidentalis

18% Ambrosiozyma neoplatypodis

Saccharomycopsis amapae
3%

Candida jaroonii

Candida intermedia

Saccharomyces cerevisiae

4% Kazachstania humilis

ﬂ': Pichia membranifaciens
Pichia deserticola

38%

Pichia terricola

Issatchenkia orientalis

1% Ceratocystis ethacetica

Fusarium solani

hat Malassezia restricta

—— = No i

0% 75%

Figura 4.8. Relaciones evolutivas inferidas de las secuencias pertenecientes a las especies
eucariotas con abundancias relativas superiores al 0,1% en al menos una de las muestras y
la evolucidn cronoldgica de sus abundancias relativas (Wickerhamomycetaceae;
Saccharomycodaceae; Saccharomycopsidaceae; Sin familia asignada; Saccharomycetaceae;
Pichiaceae; Ceratocystidaceae; Nectriaceae; Malasseziaceae).

En la Figura 4.9. se puede observar claramente la dominancia en el proceso de
estas cuatro especies, en la que se muestran los niveles de variacion entre los dias
inicial y final de cada uno de los OTUs con abundancias relativas superiores al 0,1%
en alguno de los dias de fermentacién. Claramente se aprecia que el resto de especies
no experimentaron fluctuaciones dignas de mencién, también como consecuencia de
su escasa presencia, por lo que no resulta aventurado suponer que la accidn de las
levaduras ha de ser principalmente atribuida a las cuatro especies mencionadas.
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§ No hit
| Malassezia restricta
| Fusarium solani
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Evolucion de las especies dominantes

Figura 4.9. Niveles de variacion entre los dias inicial y final de la fermentacién para las
especies levaduriformes dominantes.

Las caracteristicas de S. cerevisiae, en concreto, su tolerancia al etanol y su
capacidad para persistir a temperaturas relativamente elevadas (Ramos et al.,
2014), asi como su elevada capacidad fermentativa (Batista et al., 2015), le
permiten ser dominante y persistir en un proceso como el de la fermentacién del
cacao. De hecho, en numerosos procesos ha sido descrita como la levadura mas
abundante en el proceso, si no en su totalidad, si al menos en parte de él
(Jespersen et al., 2005; Papalexandratou et al., 2013; Arana-Sanchez et al., 2015;
De Vuyst y Weckx, 2016), y se le atribuye un papel importante en el grado de
calidad que alcanza el producto final (Lefeber et al., 2012) y en la produccion de
ciertos precursores organolépticos, especialmente compuestos volatiles
(Kostinek et al., 2008; Koné et al., 2016). Asi mismo, influye en el desarrollo de la
fermentacidén, a través de la degradacién de las pectinas presentes en la pulpa
(Schwan et al., 2015), accién que contribuye a disminuir el grado de viscosidad y,
por tanto, a facilitar la aireacion (Crafack et al., 2103) y a liberar glucosa, que
favorece la actividad fermentativa (Ozturk y Young, 2017). Por otra parte, se ha
visto que presenta una elevada variedad intraespecifica (Koffi et al., 2017b),
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factor que podria explicar en parte su distribucién universal en los procesos de
fermentacién del cacao, independientemente de su localizacién geografica y que
propiciaria su pertenencia a la denominada microbiota residente del proceso
(Meersman et al., 2013).

Al igual que S. cerivisiae, Hanseniaspora opuntiae redujo su presencia en la
segunda parte del proceso, a pesar de lo cual se mantuvo aun en niveles
suficientemente altos como para seguir ejerciendo cierta influencia en el proceso.
Sin duda, durante la primera parte del proceso, y atendiendo a los niveles
poblacionales estimados segun la abundancia relativa, H. opuntiae fue la especie
mas determinante. Esta levadura ha sido detectada como dominante
especialmente en procesos localizados en el continente africano (Daniel et al.,
2009; Hamdouche et al., 2015; Jamili et al., 2016), aunque también ha sido
destacada en fermentaciones realizadas en otras geografias (Pereira et al., 2013;
Romanens et al., 2018), por lo que se postula su distribucidn universal (Nielsen et
al., 2013), aungue no siempre sea la especie mas destacada. Tal y como se ha
apuntado en el presente estudio, su dominancia se asocia de forma mayoritaria a
la fase inicial del proceso (De Vuyst y Weckx, 2016), en la que las condiciones
concernientes a temperatura y niveles de etanol resultan mas adecuadas a sus
caracteristicas (Cafrack et al., 2013), asi como la presencia de elevadas
concentraciones de sustratos fermentables generadoras de altas presiones
osmdticas, a las que H. opuntiae muestra tolerancia (Fernandez Maura et al., 2016).
Adicionalmente, esta levadura no compite por los nutrientes utilizados por las
bacterias del acido lactico que coexisten en esa etapa (Romanens et al., 2018), por
lo que no se ve afectada por su presencia. No obstante, su persistencia con
posterioridad a la fase inicial, aunque sea a niveles claramente inferiores, también
ha sido reportada (Meersman et al., 2013), lo que pone de manifiesto su adaptacion
al ecosistema asociado a la fermentacion del cacao (Papalexandratou y De Vusyt,
2011), y la convierte en integrante de ese limitado grupo que constituye la
microbiota levaduriforme residente. En calidad de miembro destacado de la
comunidad eucariota, se ha relacionado positivamente con la formacién de
precursores organolépticos (Mota-Gutiérrez et al., 2108), y se postula como
fundamental para el correcto desarrollo del proceso fermentativo
(Papalexandratou et al., 2013; Ooi et al., 2020). De hecho, también es habitual en
otros procesos fermentativos de interés en el sector alimentario, tales como la
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produccién de vino, café o zumos (Fernandez Maura et al., 2016), procesos en los
gue desempefia, al igual que en el caso del cacao vy, entre otras propiedades, un
importante papel en relacién con la sintesis de compuestos de interés en el
desarrollo del aromay el sabor (Luan et al., 2018). Un valor afiadido de H. opuntiae,
al igual que sucede con otros microorganismos tipicos de la comunidad microbiana
del cacao, reside en su capacidad para actuar como agente de biocontrol frente a
especies de hongos filamentosos (Lara-Hidalgo et al., 2017; Romanens et al., 2019),
nada deseables en el proceso biotransformativo del cacao como consecuencia de
las malas caracteristicas que le puede inferir, tanto a nivel organoléptico como
higiénico-sanitario.

Kazachstania humilis, |a tercera de las especies destacada en el proceso, no es
una especie desconocida en los procesos de fermentacion del cacao, pero no suele
ostentar papeles dominantes (Arana-Sanchez et al., 2015; Papalexandratou et al.,
2019), salvo en localizaciones muy concretas (Schwan y Fleet, 2015). Al igual que
sucede en el caso de S. cerevisiae, K. humilis muestra también una alta diversidad
intraespecifica (Huys et al., 2013), lo que puede favorecer su distribucidén universal.
Esta levadura, bien adaptada a entornos de alta acidez (Guerzoni et al., 2013),
exhibe también mayor tolerancia al acetato que otras especies habituales en el
proceso (Carbonetto et al., 2020), lo que favorece su presencia en estados
avanzados de la fermentacidon, como sucede en el presente caso, en los que la
acumulacidén de este compuesto se ve potenciada por la actividad de las bacterias
del acido acético. Ademas, sin alcanzar los niveles de S. cerevisiae, ha demostrado
capacidad para sintetizar ciertos niveles de etanol, asi como otros compuestos de
interés organoléptico, lo que resalta su potencial importancia en el proceso (Pereira
et al., 2012). Otro factor que puede sustentar su presencia en procesos de
fermentacién del cacao es su coexistencia con otro de los grupos microbianos
asociados a la comunidad de este tipo de habitats, como son las bacterias del acido
lactico (Fleet, 2007). Otra asociacion documentada en fermentaciones alimentarias
es la establecida entre Saccharomycodes ludwigii, |a Gltima de las levaduras para la
que se detectaron abundancias relativas de importancia, y bacterias del acido
acético (Malbasa et al., 2008). Tanto una como otras alcanzaron los mayores niveles
de presencialidad en la etapa final del proceso, lo que parece reafirmar esta
coexistencia. Esta levadura ya ha sido referenciada como integrante de la
microbiota asociada a la fermentacion del cacao, si bien no suele encontrarse entre
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las especies que juegan un papel primario (Daniel et al., 2009; Takrama et al., 2015).
Entre sus caracteristicas metabdlicas se encuentra, como sucede con otras especies
propias del proceso, la sintesis de etanol y de otros compuestos con propiedades
organolépticas (Romano et al., 2006).

El resto de especies eucariotas detectadas, pertenecientes
mayoritariamente a los géneros Candida y Pichia, ademas de Ambrosyozima,
Ceratocystis, Issatchenkia, Saccharomycopsys y Wickerhamomyces, se encuadran
dentro de la microbiota habitualmente descrita en relacidon con este tipo de
habitats (Ho et al., 2014; Schwan et al. 2014; De Vuyst y Weckx, 2016; Gutiérrez,
2017), aunque muchas de sus actuaciones se puedan considerar como
secundarias. Otras especies, como por ejemplo el hongo filamentoso Fusarium
solani, o la levadura Malasezzia restricta, integrante de la microbiota epidérmica
y que, en determinados sujetos actlia como agente estimulante de dermatitis
(Sugita et al., 2004), probablemente deban su presencia a las condiciones
especificas del entorno en el que se desarrollé el proceso y al contacto humano.
De hecho, en el caso de Fusarium, estudios previos han referenciado la presencia
de especies pertenecientes a este género en la parte final de la fermentacién
(Mounjoeunpou et al., 2008; Copetti et al., 2011b) y aunque muchas de ellas
sintetizan toxinas con capacidad para afectar a seres humanos y animales, con lo
gue su presencia supondria un importante riesgo, no es el caso de F. solani
(Munkvold, 2017).

4.3.2. Estudio de la poblacion procariota asociada al proceso fermentativo.

Las condiciones con las que comienza el proceso fermentativo de los granos de
cacao favorecen el dominio inicial de especies levaduriformes. Sin embargo, a
medida que estas van actuando, se produce un cambio en dichas condiciones, que
propicia el paso de una microbiota preferentemente eucariota a otra dominada por
especies procariotas (Agyrifo et al., 2019). En una primera fase, el grupo bacteriano
que se adapta en mayor medida al nuevo entorno, y que incluso coexiste con las
levaduras es el de las bacterias del acido lactico (BALs), cuya accién se traduce,
ademds de en la sintesis de importantes cantidades de acido lactico, en la
produccién de etanol, acido acético, glicerol, manitol, acetaldehido, acetoina,
diacetilo y butanodiol (Ho et al., 2015). Glucosa, fructosa y acido citrico son los
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sustratos que, de forma mayoritaria sustentan estas actividades metabdlicas
(Lefeber et al., 2011a). El cambio paulatino a condiciones aerdbicas, propiciado por
la creciente degradacion de la pulpa y su drenaje (Lefeber et al., 2010), y la
acumulacién de algunos de los compuestos citados, tales como el dcido lactico o el
manitol, estimulan el desarrollo de un tercer grupo microbiano, el de las bacterias
del acido acético (BAAs) (De Vuyst et al., 2015), las cuales ademas oxidan parte del
etanol acumulado a partir del metabolismo levaduriforme (Camu et al., 2007). Los
productos que resultan de estas actividades son, basicamente, acido acético y
acetoina (llleghems et al., 2016).

La presencia en concentraciones importantes de ciertos compuestos,
principalmente acido acético y etanol, en conjunciéon con las relativamente
elevadas temperaturas que derivan de la actividad metabdlica, propician la
muerte del embridn, lo que a su vez promueve la liberacién de contenidos
intracelulares susceptibles de ser transformados por accién de enzimas
hidroliticas en precursores organolépticos (Moreira et al., 2013). Paralelamente,
se reduce la presencia de compuestos tipicos del cacao que confieren
caracteristicas negativas, principalmente polifenoles (Wollgast y Anklam, 2000;
Balogu y Onyeagba, 2017). Resulta, por tanto, obvia la trascendencia de la
comunidad procariota en las propiedades finales que presenta el cacao
fermentado y la influencia que ejerce en la calidad del chocolate generado a partir
de él. Pero, tal y como se apuntd con respecto a la comunidad levaduriforme,
existen diversos factores (variedad de cacao, localizacién geografica, tipo de
fermentacidn, etc.) que determinan la composicidon concreta de la poblacién
bacteriana, independientemente de que existan ciertas similitudes genéricas en
relacion con la presencia de ciertas especies (Pacheco-Montealegre et al., 2020).
Y al igual que en el caso de la microbiota eucariota, no se ajusta a la realidad
asumir una comunidad bacteriana Unica en relacién con la biotransformacion del
cacao, lo que refuerza la necesidad de investigar proceso a proceso laimportancia
relativa de cada especie, no sélo para conocer de forma especifica la
fermentacién objeto de estudio, sino para contribuir aincrementar la informacion
global referida a este entorno y establecer de esta manera la existencia o no de
una comunidad “residente”.

El perfil evolutivo en lo concerniente al nimero de OTUs detectados a lo largo
del proceso se muestra en la Figura 4.10. En el grafico se observa claramente como
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la cantidad de OTUs procariotas ascendié desde el minimo detectado al inicio de la
fermentacidn (199), hasta su valor maximo asociado a las muestras procedentes de
las muestras correspondientes al tercer dia de biotransformacion (359). Los niveles
posteriores, aunque ligeramente inferiores, se mantuvieron en niveles cercanos a
los maximos. Este patrén confirma las fases habitualmente diferenciadas en la
fermentacién del cacao, segun las cuales la comunidad procariota adquiere mayor
protagonismo tras la actuacion de la comunidad levaduriforme, dominante al inicio
del proceso (Schwan et al., 2015; Figueroa-Hernandez et al., 2019).

OTUs COMUNES: 70

-

D1 D2 DS

199 247 333
(45065) (a5889) (5213¢ (47815) (45760)

D1-D4: 110

D1-D5: 106

D1-D2:112 D1-D3:

D2-D3: 149 D2-D4: 132 D2-D5: 132 D2-D6: 127

D4-D5: 194 D4-D6: 180

Figura 4.10. Numero de OTUs procariotas detectado en cada uno de los dias de
fermentacion y OTUs compartidos entre distintos dias. Entre paréntesis se muestra el
numero de lecturas asociado en cada caso.

El nimero total de OTUs diferentes detectados a lo largo de todo el proceso
fue de 829, una cifra superior a la encontrada en procesos similares (Serra et al.,
2019; Almeida et al., 2020), lo que dibuja un proceso de una gran riqueza
bacteriana desde una perspectiva global. Por otra parte, el hecho de que solo 70
de esos mas de 800 OTUs estuvieran presentes de forma continua refleja el
elevado dinamismo de la comunidad procariota, si bien la evolucién se produce
de forma escalonada, como apunta el hecho de que el nimero de OTUs
compartidos entre muestreos disminuyd de forma inversamente proporcional a
la distancia existente entre dichos muestreos. No obstante, un mayor nimero de
OTUs compartidos no necesariamente implica un mayor nivel de semejanza entre
las dos muestras comparadas, dado que en tal consideracion también es
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obligatorio tener en cuenta el nimero absoluto de OTUs presentes en cada una
de ellas, tal y como hace el indice cualitativo de Sorensen-Dice (Tabla 4.4.). De
acuerdo con los valores encontrados para este indice, el nivel de semejanza
existente entre las distintas muestras oscilé entre el 40% y el 50%, con la
excepcién de la fase final, los dias cuatro, cinco y seis, para los cuales el niumero
de OTUs compartido hizo ascender el grado de semejanza hasta el 55-59%. Desde
una perspectiva cuantitativa, en cambio, el hecho de compartir un mayor nimero
de OTUs no se correspondid con un mayor nivel de similitud. La toma en
consideracion de las abundancias relativas de cada una de las especies puso de
manifiesto una mayor semejanza entre las muestras correspondientes a la
primera parte del proceso que entre las muestras procedentes de la parte final,
lo que parece apuntar a la existencia de mayor dinamismo en ese tramo final en
lo que respecta a la comunidad bacteriana.

Tabla 4.4. indices cuali y cuantitativo de Sorensen-Dice, en los cuadrantes inferior y
superior, respectivamente, para las comparativas pareadas entre muestreos procariotas.

D1 D2 D3 D4 D5 D6
| D1 | 0,84%0,13 0,69+0,01 0,570,03 0,36:0,01 0,11%0,07
"F0 0,500,03 0,81+0,09 0,69+0,07 0,44+0,03 0,15+0,06
[ZERT 0,42#0,05  0,49%0,01 0,8040,04 0,49+0,04 0,21+0,09
0,41#0,05 0,45+0,02 0,510,01 0,620,02 0,36+0,09
"5 0,4040,05 0,45+0,02 0,510,05 0,58+0,01 0,68+0,09
"5 0,37+0,05 0,450,02 0,50+0,04 0,55+0,02 0,59+0,03

Los cambios experimentados por las poblaciones microbianas presentes a lo
largo de la fermentacion se han atribuido de forma mayoritaria a aspectos de
caracter nutricional (Lee et al., 2019). Recientemente, y complementando esta
argumentacion, se ha postulado que la dominancia cronoldgica de determinados
grupos microbianos puede también estar asociada a fendmenos de quorum sensing
y, especialmente, quorum quenching (Almeida et al., 2020). Estos eventos,
detectados para diversas especies de importancia en la fermentacién del cacao,
tanto eucariotas como procariotas, adquiririan mas importancia transcurridas las
primeras 48 h del proceso y facilitarian, en conjuncién con criterios nutricionales,
efectos estimulatorios o inhibitorios de determinadas poblaciones bacterianas.
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Este perfil bacteriano, segun el cual la comunidad bacteriana se mostré mas
estatica al inicio del proceso en contraste al mayor dinamismo detectado con
posterioridad quedd confirmado con los valores encontrados para los indices de
biodiversidad, especialmente el indice de Shannon-Wiener (Figura 4.11.). Sin
embargo, y en términos absolutos, no se puede decir que el proceso aqui descrito
presente una elevada diversidad, dado que en ningln caso los niveles fueron
superiores a dos. No obstante, coinciden con lo descrito para otros procesos de esta
naturaleza, en los que el rango fluctda entre 0,5 y 4,5 (Mota-Gutiérrez et al., 2018;
Serra et al., 2019; Pacheco-Montealegre et al., 2020).

235
== Simpson

@ Shannon-Wiener

2,0
% .
1,5

1,0

0,5 j i i i i
0,0 i
1 2 8 4 5 6

Dia de fermentacién

Figura 4.11. Diversidad procariota observada a lo largo del proceso fermentativo, expresada
segun los indices de Shannon-Wiener y Simpson.

En cualquier caso, y aunque los niveles de diversidad sean mas o menos
elevados, el numero de organismos que desempefian un papel determinante
suele ser escaso, por lo que adquiere mas importancia la presencia de tales
especies que el hecho de que exista una amplia variedad de especies. En relacion
con esas especies dominantes, los valores encontrados para el indice cualitativo
de Sorensen-Dice restringido a los OTUs presentes en al menos un 0,5% en
algunas de las muestras (Tabla 4.5.), muestran la practica inexistencia de

118 | Pagina Resultados y Discusién



Estudio del proceso de fermentacidn de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

variabilidad a lo largo del proceso. Asi, la composicién de la comunidad procariota
dominante, en lo que respecta a identidades, permanecié constante a lo largo de
todo el proceso. Sin embargo, eso no implicd que el dominio en las distintas
etapas correspondiese a las mismas bacterias, tal y como demuestra el indice
cuantitativo de Sorensen-Dice. En este caso, los valores encontrados dibujan un
proceso profundamente cambiante, de manera que, aunque los OTUs presentes
fuesen los mismos durante toda la fermentacion, la abundancia relativa de cada
uno de ellos varié de forma considerable en cada una de las etapas. Asi, un nivel
de homologia cualitativa del 91% entre las muestras correspondientes al primer
y ultimo dia de proceso, se traduce en sélo un 11% de semejanza cuando se
consideran términos cuantitativos. Sin duda, estos resultados definen un proceso
en el que los participantes bacterianos se encuentran ya en el material de partida
y permanecen a lo largo de todo el proceso, aunque el peso relativo de cada uno
de los integrantes de esa comunidad evoluciona de acuerdo con la cronologia del
proceso.

Tabla 4.5. indices cuali y cuantitativo de Sorensen-Dice, en los cuadrantes inferior y
superior, respectivamente, para las comparativas pareadas entre muestreos procariotas,
considerando exclusivamente OTUs con abundancias relativas por encima de 0,5% en al
menos una muestra.

D1 D2 D3 D4 D5 D6
| D1 | 0,85+0,14 0,71+0,02 0,59+0,04 0,37+0,01 0,11%0,06
i 0,97+0,03 0,84%0,10 0,71+0,08 0,44+0,03 0,14+0,07
WCERT 0,974#0,02  1,0040,08 0,830,04 0,50+0,04 0,20%0,09
0,940,03 0,970,06 0,97+0,04 0,6440,02 0,35£0,09
WGE 0,94#0,03  0,974#0,06 0,97+0,06 1,00£0,02 0,69+0,09
G730 0,91#0,04 0,94%0,05 0,94+0,02 0,97+0,05 0,97+0,05

A pesar de la mayor o menor diversidad descrita en relacion con la
microbiota procariota, la mayor parte de la bibliografia disponible coincide en
sefialar la dominancia de un nimero bajo de especies (Ardhana y Fleet, 2003;
Camu et al., 2007; Garcia-Armisen et al., 2010; Hamdouche et al., 2019). Se puede
afirmar que, de forma casi exclusiva, esas especies dominantes pertenecen a los
grupos de las bacterias del acido lactico y acético (Lefeber et al., 2011a;
Papalexandratou et al., 2011b), aunque puntualmente, bacterias pertenecientes
a otros grupos puede llevar a cabo acciones de interés o alcanzar abundancias
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relativas de cierta relevancia, como sucede con algunos representantes del
género Bacillus (Yao et al., 2105) o del grupo de las enterobacterias (Garcia-
Armisen et al., 2010).

En la Figura 4.12. se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la
asignacion taxonémica de los OTUs dominantes (presencias superiores al 0,5% en
al menos alguna de las muestras) a nivel de filo, familia y género, asi como sus
niveles de presencialidad absoluta (numero total de lecturas) y relativa
(porcentaje de lecturas con respecto al total obtenido para la muestra). En lo que
respecta al nivel taxonédmico superior, sélo tres filos tuvieron representacion
entre las especies dominantes: Actinobacteria, Firmicutes y Proteobacteria. No
obstante, sdlo las proteobacterias alcanzaron niveles de presencialidad
realmente dominantes, en especial en la parte final del proceso, etapa en la que
destacaron de manera sustancial sobre los representantes de cualquier otro filo.
Integrantes de los filos Firmicutes y, sobre todo, Actinobacteria, aparecieron en
concentraciones considerablemente inferiores, sin llegar a despuntar en ninguno
de los dias de fermentacidn. En este ultimo caso, la representatividad se limité a
un solo género, Cellulosimicrobium, mientras que Lactobacillus y Leuconostoc
fueron los géneros presentes entre los mayoritarios asignados al filo Firmicutes.
En cambio, las proteobacterias mostraron mayor variedad, con miembros
pertenecientes a los géneros Komagataeibacter, Klebsiella, Pantoea y Tatumella
y, sobre todo, Acetobacter. De acuerdo con los resultados recogidos en literatura,
la comunidad bacteriana en los procesos de fermentacion del cacao suele estar
dominada por miembros de los filos Proteobacteria y Firmicutes, mientras que la
presencia de los pertenecientes a Actinobacteria suele ser testimonial (llleghems
etal., 2012; Lima et al., 2012; Bortolini et al., 2016). Lactobacillus y Leuconostoc
forman parte de las poblaciones Gram positivas habitualmente asociadas a la
fermentacién del cacao (Serra et al., 2019), proceso en el que, como ya se ha
referido anteriormente, las Bacterias del Acido Lactico, grupo en el que ambos
géneros estan incluidos, desempefian un papel protagonista (De Vuyst y Leroy,
2020). En el caso del filo Proteobacteria, el grupo mas influyente suele ser el de
las Bacterias del Acido Acético, cuyo principal representante es Acetobacter,
género determinante en el proceso biotransformativo del cacao (Pelicaen et al.,
2019).
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Figura 4.12. Abundancias absolutas (niUmero de lecturas) y relativas (tamafio de burbuja) de
los OTUs procariotas dominantes para distintos niveles taxondmicos (filo, familia y género).
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La asignacion de los OTUs a nivel de especie, junto con la evolucién de sus
abundancias relativas, se muestra en la Figura. 4.13. La observacién de este grafico
permite deducir el nimero limitado de especies bacterianas que dominaron el
proceso. Asi, Unicamente cuatro fueron las especies que, en algin momento de la
fermentacién sobrepasaron el 10% de abundancia relativa. Curiosamente, sélo una
de ellas pudo ser identificada a partir de las secuencias depositadas en las bases de
datos utilizadas, quedando las tres restantes sin asignar a ningun nivel taxonémico.
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Figura 4.13. Relaciones evolutivas inferidas de las secuencias pertenecientes a las especies
procariotas con abundancias relativas superiores al 0,5% en al menos una de las muestras
y la evolucidn cronoldégica de sus abundancias relativas (Acetobacteraceae;
Enterobacteriaceae; Erwiniaceae; Promicromonosporaceae; Leuconostocaceae; Lactobacillaceae).

El OTU cuya secuencia encontré correspondencia con las bases de datos fue
Acetobacter pasteurianus, bacteria perteneciente al grupo de las Bacterias del Acido
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Acético, y que se asocia habitualmente al proceso de fermentacidn del cacao
(Papalexandratou et al., 2013; Moens et al., 2014; Visintin et al., 2016; Pelicaen et al.,
2019), hasta el punto de que se ha propuesto numerosas veces como especie
candidata para un potencial consorcio aplicado como indculo (Lefeber et al., 2012;
Crafack et al., 2013; llleghems et al., 2015). En el proceso aqui descrito, su presencia
fue testimonial en la fase inicial, inferior al 1%, mientras que en la final, su abundancia
relativa se fue incrementando de forma considerable hasta superar el 72%. Esta
evolucién concuerda con lo descrito para esta especie (Camu et al., 2007; Nielsen et
al., 2007b; Garcia-Armisen et al., 2010), cuyo protagonismo en el proceso se centra
de forma mayoritaria en la segunda mitad, cuando las condiciones nutricionales y
ambientales le resultan mas favorables. De forma concreta, esta especie puede
utilizar los sustratos derivados de la actividad metabdlica de las especies que le
preceden, tales como etanol, manitol y acido lactico (Moreira et al., 2013). Su accién,
ademas, resulta de gran importancia, ya que propicia las condiciones, incremento de
temperatura y acumulacién de acido acético, que dan lugar a la muerte de los
embriones (Lefeber et al., 2011a). Esta ultima accion, como ya se ha citado con
anterioridad favorece la liberacion de contenidos intracelulares, los cuales
desempeiian un papel primario en el desarrollo de las propiedades organolépticas.

Los tres restantes OTUs para los que se detectaron abundancias relativas de
importancia no pudieron ser asignados a ninguna afiliacion conocida, tal y como se
ha comentado previamente. Sin embargo, el analisis de sus relaciones evolutivas
con respecto a los restantes OTUs seleccionados por su nivel de presencialidad, los
asocia a los grupos dominantes del proceso. Asi, los OTUs identificados como
Claster 13 y Cluster 751 agruparon con representantes del género Acetobacter,
mientras que el OTU 17 lo hizo con miembros de las Bacterias del Acido Lactico. La
ausencia de referentes en las bases de datos no es un hecho tan infrecuente ya que,
a pesar de su constante enriquecimiento, la enorme diversidad procariota que se
presume propicia que un importante porcentaje de ella aun permanezca
inaccesible (Federhen, 2012). Por otra parte, no siempre se llega a definir una
afiliacion taxondmica estricta, quedando la identificacion limitada en algunos casos
a la integracion en un grupo o clister bacteriano especifico (De Vuyst et al., 2008;
Kostinek et al., 2008). En este caso, las relaciones filogenéticas situan los OTUs no
identificados relativamente cercanos a grupos procariotas de gran importancia en
la biotransformacién del cacao. El clister 17, relacionado con las Bacterias del Acido
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Lactico, mostrdé niveles de abundancia relativa considerablemente elevados,
especialmente en la primera parte del proceso, hasta el punto de que fue la especie
dominante durante los primeros cuatro dias. En este sentido, parece suplir la escasa
presencia de los representantes oficialmente asignados al grupo de las BALs, cuyos
niveles durante la primera parte del proceso fue testimonial y solo en el segundo
tramo de la fermentacion uno de ellos, Lactobacillus cacaonum, fue detectado en
porcentajes relativamente importantes, entre 1,5% y 4,2%. Lactobacillus es el
género mas comunmente relacionado con la fermentacion del cacao, aunque son
las especies L. plantarum y L. fermentum las que se destacan como conductoras del
proceso entre las BALs (Lee et al., 2019), con la primera dominando el inicio de la
fermentacidn y la segunda la parte final (Garcia-Armisen et al., 2010). L. cacaonum,
bacteria descrita por primera vez hace relativamente poco tiempo (De Bruyne et
al., 2009), se suele considerar una especie secundaria, tanto por los niveles en los
que se referencia como por asiduidad en el proceso (Schwan et al., 2015). Sin
embargo, las propiedades que caracterizan a esta especie permiten su adaptacion
a las condiciones que acompafian al proceso biotransformativo del cacao:
microaerofilia, tolerancia a la acidez y al etanol y capacidad para utilizar fructosa
(De Vuyst y Weckx, 2016; Romanens et al.,, 2018), lo que la habilita para ser
potencialmente importante en la fermentacién. Adicionalmente, sus capacidades
metabdlicas también le permiten contribuir a la generacién de compuestos
organolépticos, tales como la acetoina (Lefeber et al., 2011b). Por otra parte, la
presencia de L. cacaonum en las semillas del cacao, al contrario de lo que se supone
para la mayor parte de la microbiota existente en el inicio de la fermentacion,
puede no tener su origen en la etapa post-cosecha, tal y como ha apuntado algun
autor (Pacheco-Montealegre et al., 2020), que postula su asociacion directamente
con la planta y no con el habitat del entorno fermentativo.

La ultimas de las especies perteneciente al grupo de las BALs, Leuconostoc
pseudomesenteroides, alcanzo sus niveles maximos, con abundancias relativas entre
1%y 1,7%, en la parte intermedia del proceso. Al igual que otros miembros del grupo,
L. pseudomesenteroides puede desarrollarse en presencia de niveles relativamente
altos de etanol y muestra mayor capacidad de acidificacion que los habituales
miembros de Lactobacillus asociados al proceso (Visintin et al., 2016). Como ellos,
también puede utilizar fructosa y se desarrolla de forma dptima en condiciones de
microaerofilia (Romanens et al., 2018). Probablemente la conjuncion de todas estas
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caracteristicas sea la que propicia su mayor abundancia en la primera parte del
proceso y su posterior descenso en la parte final, lo que propicia que este sea el perfil
evolutivo de la especie en la mayoria de procesos (Camu et al, 2007,
Papalexandratou et al., 2013; Romanens et al., 2018). Desde una perspectiva
biosintética, L. pseudomesenteroides contribuye a la formacién de manitol (Wiselink
etal., 2002), uno de los sustratos que sustenta el desarrollo de las Bacterias del Acido
Lactico (Ho et al., 2015) y, en especial, de Acetobacter pasteurianus (Camu et al.,
2008b), principal representante de este grupo en el proceso aqui descrito.

El grupo de OTUs con abundancias relativas superiores al 0,5% se completd con
especies asignadas al filo Proteobacteria, ademas de Cellulosimicrobiun funkei,
perteneciente al filo Actinobacteria. Esta ultima fue la que mostrd niveles de
presencialidad mas elevados en este Ultimo grupo, con valores en tono al 1,4% en la
parte final del proceso. Esta actinobacteria muestra potencial para degradar
polimeros vegetales (Wang et al., 2018), por lo que no es sorprendente encontrarla
referenciada en procesos en los que se utilizan sustratos portadores de este tipo de
compuestos (Kim et al., 2016), como es el caso del cacao, si bien hasta el momento
no se conoce su presencia en este proceso. Adicionalmente, esta especie ha sido
propuesta como agente de control frente a toxinas usuales en el sector alimentario,
como es la aflatoxina B; (Kim et al., 2017), toxina de origen fungico que puede
aparecer en el cacao y sus derivados fermentados (Copetti et al., 2011). Entre las
proteobacterias no pertenecientes al grupo de las BAAs, su presencia en términos
cuantitativos no fue especialmente relevante, ya que sélo sobrepasaron de forma
puntual el 1% de abundancia relativa. Se detectaron cinco especies diferentes
pertenecientes al grupo de las Enterobacterias, Klebsiella oxytoca y Enterobacter
bugandensis, y tres representantes del género Tatumella (T. punctata, T. saachinensis
y T. terrea). Tanto unas como otras suelen formar parte de la microbiota secundaria
asociada a la fermentacién del cacao (Osturk y Young, 2017; Figueroa-Hernandez et
al., 2019; Pacheco-Montealegre et al., 2020), aunque el género Tatumella se ha
asociado a las fermentaciones en las que las variedades utilizadas pertenecen al
denominado grupo del cacao fino o de aroma (Papalexandratou et al., 2019), como
es el caso. El papel que estas especies pueden jugar no estd tan definido como en el
caso de los grupos que protagonizan el proceso (levaduras, BALs y BAAs). Se postula
gue pueden contribuir al consumo de citrato, asi como en el proceso de pectinolisis
(llleghems et al., 2015) y, en el caso de Tatumella, a la produccidn de acido glucénico

Resultados y Discusion 125|Pagina




Estudio del proceso de fermentacion de los granos de cacao (Theobroma cacao L.) en México

(Lefeber et al., 2011a; Papalexandratou et al., 2011a). Este Gltimo compuesto parece
mostrar capacidad para penetrar en el interior de las semillas (Papalexandratou et
al., 2019), junto con el acido acético y el etanol, por lo que podria contribuir también
en el proceso de liberacién de los contenidos intracelulares, tan importantes en la
formacién de las propiedades organolépticas del cacao. Adicionalmente, también
puede ser utilizado como sustrato por las BAAs (Schwan et al., 2015) e incluso por
algunas levaduras (Peinado et al., 2003), aunque las primeras también pueden
sintetizarlo en aquellos casos en los que existe una elevada disponibilidad de glucosa
(Moens et al., 2014). Desde otra perspectiva, no es deseable la acumulacién de
cantidades importantes de este compuesto, dado que, por un lado, limita la
disponibilidad de azucares fermentables para actividades mds deseables y, por otro,
incrementa la acidez a niveles no adecuados (De Vuyst y Weckx, 2016), por lo que
productos finales con altos niveles de este acido se suelen asociar a procesos
inusuales en los que las comunidades microbianas y su orden de sucesién se alejan
de lo esperado (Papalexandratou et al., 2011a). Asi, la presencia de miembros del
género Tatumella en bajas proporciones se puede considerar, hasta cierto punto,
como un factor positivo en el proceso.
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Figura 4.14. Niveles de variacién entre los dias inicial y final de la fermentacién para las
especies procariotas dominantes.
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La evolucidn poblacional de las especies dominantes, recogida en la Figura
4.14., ilustra de forma clara que el proceso mostré un alto grado de estabilidad en
lo que respecta a la comunidad procariota presente en los dias inicial y final del
proceso, con la clara excepcién de A. pasteurianus y los OTUs no identificados
correspondientes a los clusteres 13 y 17. El perfil mostrado en ambos casos fue
opuesto, de manera que mientras la BAA pasd de concentraciones testimoniales al
inicio de la fermentacion a suponer mas del 70% de la poblacién bacteriana en el
dia final, los dos OTUs no identificados desaparecieron, en el caso del clister 13, o
redujeron su presencia hasta sélo un octavo de la abundancia inicial, en el del
cluster 17. Previamente se ha comentado, a partir del andlisis de las relaciones
filogenéticas entre las especies detectadas, que el clister 13 agrupa con las BAAs,
mientras que el cldster 17 lo hace con las BALs. Atendiendo a este resultado, se
puede postular la sustitucion del cluster 13 por A. pasterianus, probablemente
como consecuencia de la mejor adaptacion de ésta a las condiciones que se van
dando a medida que avanza la fermentacidn, tal y como ratifican las numerosas
referencias en las que aparece citada y que la destacan como una de las especies
mas importantes en la biotransformacion del cacao (llleghems et al, 2013; Moens
et al., 2014; Visintin et al., 2016; De Roos y De Vuyst, 2018; Pelicaen et al., 2019).
En el caso del clister 17, la disminucién observada puede adjudicarse a su potencial
pertenencia al grupo de las BALs, que suelen desempeiiar un papel mds destacado
en las fases iniciales del proceso (Viesser et al., 2020).

4.3.4. Relaciones microbiota/pardmetros fisico-quimicos.

Las transformaciones que experimenta el cacao durante el proceso
fermentativo y, por tanto, la adquisiciéon de caracteristicas que influyen sobre la
calidad del producto final y sus derivados, estan condicionadas por diversos
factores. La significancia de tales factores adquiere proporciones relevantes como
consecuencia de la falta de homogeneidad asociada al proceso, dado que, en un
porcentaje muy elevado, tales procesos se llevan a cabo de forma artesanal y con
un bajo grado de tecnificacion (Santander Mufioz et al., 2020). La variedad de
cacao, la localizacion geografica, la metodologia de procesado o las practicas post-
cosecha determinan en gran medida el transcurrir de la fermentacién y, en especial,
la naturaleza cuali y cuantitativa de la comunidad microbiana actuante (Lee et al.,
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2019). Esta, a su vez, es responsable de los cambios acaecidos durante el periodo
de fermentacion, por lo que la concurrencia de las adecuadas poblaciones
microbianas en el momento correcto propicia la desaparicién de los compuestos
indeseables y la acumulacion de los deseables (Aprotosoaie et al., 2016; Pacheco-
Montealegre et al., 2020). Asi,
una parte, la eliminacién de sustratos que confieren al cacao su tipico sabor

a actividad de dichos microorganismos provoca, por

astringente y, por otra, facilitan la modificacién de macromoléculas y la posterior
acumulacién de precursores de compuestos organolépticos (Kadow et al, 2015).
Existe, por tanto, una relacidn de interdependencia entre microorganismos y
compuestos (Figura 4.15.).
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Figura 4.15. Comunidades microbianas y eventos bioquimicos acaecidos durante el proceso
de fermentacién del cacao (adaptado de Kadow et al., 2015).

Como en todos los procesos en los que se establecen relaciones de
dependencia entre los distintos elementos participantes, el sentido de la relacion
no es la misma en todos los casos. Incluso, no todos los elementos muestran
dependencia entre si. En este sentido, las herramientas de andlisis estadistico
permiten discernir ambas casuisticas, la existencia real de correlaciones pareadas
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entre elementos y el sentido de dichas correlaciones, asi como el establecimiento
de grupos constituidos por elementos que ejercen efectos similares, ademas de su
potencial influencia en el proceso.
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Figura 4.16. Analisis de componentes principales de los pardmetros microbianos vy fisico-
guimicos estudiados durante el proceso.

El Analisis de Componentes Principales, una de las herramientas estadisticas
citadas, muestra que la contribucidon acumulada de los dos componentes principales
alcanzo un 57,95% (Figura 4.16.). Los elementos con mayor grado de influencia en el
caso del componente principal 1 fueron Glucosa y Manitol, entre los parametros
fisico-quimicos, y los Clusteres 17 y 1 y las dos especies de Acetobacter, lambici y
pasteurianus, entre las variables microbianas. En el caso del componente 2, las
variables con mayor grado de contribucién fueron pH, Acido lactico y Acidez titulable,
y Saccharomyces cerevisiae, Claster 751 y Tatumella saanichensis entre los
parametros fisicos-quimicos y microbianos, respectivamente. Sin duda, este analisis
pone claramente de manifiesto el destacado papel que desempefiaron en el proceso
variables de tipo metabdlico, quimico y microbiano. Entre las primeras, glucosa y
manitol ejercieron una clara influencia, la glucosa sustentando la actividad
microbiana, y el manitol como producto de ésta. En el caso de variables de caracter
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guimico, las tres mas relevantes de acuerdo con el analisis realizado se relacionaron
con los niveles de acidez, lo que ratifica la importancia de este parametro en el
desarrollo del proceso (Guehi et al., 2010b; Kadow et al., 2015). Finalmente, y en lo
que respecta a la comunidad microbiana, ademas de los OTUs sin asignacion
taxondmica, se significaron tres microorganismos claramente vinculados con la
fermentacién del cacao, como es el caso de miembros del género Acetobacter y
Saccharomyces cerevisiae. Las primeras, caracterizadas por la produccién de acido
acético y el aumento de la temperatura, resultan esenciales en la parte final del
proceso y condicionan diversos eventos fundamentales en etapas posteriores a la
fermentacién (Romero-Cortés et al., 2012). S. cerevisiae, en cambio, resulta mas
determinante en la fase inicial del proceso, periodo en el que participa de forma
destacada en la produccion de etanol (Batista et al., 2015), sustrato vital para el
posterior desarrollo de las BAAs (Ramos et al., 2014), aunque también contribuye a
la produccién de compuestos organolépticos (Mota-Gutiérrez et al., 2018).

El analisis de correlaciones (Tabla 4.6.) permite conocer las interdependencias
existentes entre los distintos elementos de interés en el proceso, asi como la
significancia o no de la evolucidn cronoldgica de cada uno de ellos. En relacién con
este Ultimo aspecto, los valores encontrados para el coeficiente de Spearman
ayudaron a diferenciar entre aquellos pardmetros que mostraron una tendencia
clara y definida durante el desarrollo del proceso y los que no variaron o lo hicieron
sin adecuarse a un perfil evolutivo concreto. En este sentido, destaca la fuerte
correlacién negativa existente entre el tiempo y los tres compuestos analizados
(acido citrico, glucosa y fructosa) a los que se les asigna el papel de fuentes
nutricionales. El sentido inverso de dicha correlacién confirma su reduccion a
medida que la fermentacién transcurria, lo que confirma la utilizacion de los tres
compuestos por parte de la microbiota presente. En cambio, manitol y acido
acético, dos de los compuestos atribuidos a la actividad biosintética microbiana,
mostraron una relacién directa, significativa al 99%, con la cronologia del proceso.
Por el contrario, los dos restantes compuestos generados por la microbiota propia
del proceso, acido lactico y etanol, no se relacionaron de forma significativa con el
tiempo, probablemente como consecuencia de que su produccidon se asocia
mayoritariamente a la fase inicial del proceso y son posteriormente utilizados por
las poblaciones dominantes en la fase final, bacterias del acido acético, lo que da
lugar a un perfil cambiante a lo largo del proceso.
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Tabla 4.6. Matriz de correlaciones de Spearman. En verde, correlaciones positivas y en rojo, negativas; mayor intensidad de color representa
significancia a P<0,01 y menor a P<0,05.

2|3|4 22 29 | 30 33 | 34 [ 35 | 36 39 |40 [ 41| 42| 43 | 44
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(C. funkei
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Desde una perspectiva microbiana, las importantes variaciones de especies
tales como Hanseniaspora opuntiae, Saccharomycodes ludwigii o Kazachstania
humilis, entre los OTUs eucariotas, y Acetobacter pasteurianus y los clisteres 13y
17, entre los procariotas, generaron correlaciones cronoldgicas significativas, tanto
directas como inversas. Pero adicionalmente, se pusieron de manifiesto otras
asociaciones significativas para especies con niveles de abundancia
considerablemente mas modestos. Este fue el caso de los miembros de los géneros
Pichia y Lactobacillus, de Acetobacter lambici y de Cellulosimicrobium funkei. La
importancia de especies integradas en los dos géneros citados, especialmente
Lactobacillus, en la fermentaciéon del cacao ha sido descrita con anterioridad
(Ozturk y Young, 2017), si bien en el caso de Pichia, las identificadas en el presente
proceso no son las encontradas habitualmente en fermentaciones de esta
naturaleza (Figueroa-Hernandez et al., 2019). Igualmente sucede con A. lambici,
bacteria de reciente descripcion que se asocia principalmente a procesos de
produccién de cervezas ldambicas (Spitaels et al., 2014). Y mas inusual aun es el caso
de C. funkei, bacteria que, como ya se ha mencionado en apartados anteriores, no
ha sido referenciada en relacién con la biotransformacion del cacao, aunque si el
grupo al que pertenece, el de las actinobacterias, filo que puntualmente se ha
relacionado con dicho proceso (llleghems et al., 2012; Lima et al., 2012; Bortolini et
al., 2016; Viesser et al., 2020).

Especialmente interesante, por lo que implica en cuanto a la caracterizacién
del proceso, puede resultar el establecimiento de correlaciones entre los
principales compuestos que lo definen y las especies microbianas participantes. Asi,
en el caso de los sustratos nutricionales, dichas correlaciones pueden poner de
manifiesto la identidad de las especies mayoritariamente implicadas en su
utilizacién y, por tanto, principales responsables de los cambios asociados a su
metabolizacion. En este caso, tal papel fue desempenado por los clisteres 1, 13 y
17, unicos OTUs positivamente relacionados con las tres fuentes carbonadas
analizadas (acido citrico, fructosa y glucosa), lo que confirma su importancia en el
proceso. Por otra parte, la conexién directa entre estos microorganismos y los
sustratos nutricionales parece confirmar, ademas de su versatilidad metabdlica, su
afiliacion a los grupos microbianos apuntados por el estudio filogenético, BALs y
BAAs. Por el contrario, los OTUs asignados a estos grupos en funcién de su
homologia con secuencias depositadas en bases de datos (L. cacaonum, L.
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fermentum, L. plantarum, A. lambici y A. pasteurianus), mostraron una fuerte
relacion inversa con tales compuestos, lo que probablemente sea consecuencia de
una mayor adaptacién a las condiciones imperantes en la parte final del proceso,
en la que la disponibilidad de los sustratos carbonados considerados mostré sus
niveles minimos. La distribucién porcentual de especies pertenecientes a un mismo
grupo en distintas etapas de la fermentacion no es un hecho insélito, dado que las
caracteristicas propias de cada una de ellas propician la existencia de pequeias
diferencias en lo que respecta a las condiciones nutricionales dptimas de desarrollo
(Miescher Schwenninger et al., 2016). Asi, en el caso de las BAAs, A. pasteurianus,
aunque muestra capacidad para adaptarse al entorno asociado a cada una de las
etapas, se desarrolla de forma mucho mds intensa en la segunda mitad del proceso,
cuando las condiciones ambientales y nutricionales le suelen resultar mas
favorables (llleghems et al., 2016). Por el contrario, otras especies del género, tales
como A. fabarum, A. ghanensis o A. senegalensis, aparecen mas frecuentemente al
inicio de la fermentacidon (Moens et al., 2014), lo que podria ser consecuencia de
una posible menor tolerancia a condiciones de mayor acidez (Pacheco-Montealegre
et al. 2020). En cualquier caso, y aunque su participacion se asocia
mayoritariamente a las etapas mas tardias del proceso, las BAAs pueden aparecer
desde el inicio del proceso (Romero-Cortés et al., 2012). En lo que respecta al grupo
de las BALs, L. fermentum puede ser desplazado por especies levaduriformes u
otras especies bacterianas en cuanto al uso de glucosa y fructosa (Papalexandratou
et al., 2019), lo que podria explicar su relacién inversa con ambos compuestos en
el presente proceso. Por otra parte, se han descrito diferencias entre cepas de esta
especie en cuanto a la utilizacion de compuestos tales como fructosa o la eficiencia
en la asimilacién de glucosa (Adler et al., 2013).

Los principales metabolitos resultantes de la actividad microbiana analizados
en el presente trabajo (acidos acético y lactico, etanol y manitol) mostraron, en
general, los perfiles de correlaciones esperados, con alguna excepcion,
principalmente centrada en el etanol. En este caso, y en contra de lo esperado, la
correlacién entre este compuesto y la especie productora por excelencia,
Saccharomyces cerevisiae, fue de caracter negativo, siendo de caracter positivo
para las especies Lactobacillus cacaonum y Tatumella saanichensis. La escasa
abundancia de la enterobacteria a lo largo de todo el proceso relativiza la
importancia de este resultado, mientras que en el caso de L. cacaonum, pertenece
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al grupo de las BALs que presenta tolerancia al etanol (De Vuyst y Weckx, 2016), lo
gue puede explicar su desarrollo en detrimento de otras especies del mismo grupo
en presencia de concentraciones de alcohol relativamente importantes. En el caso
de la levadura, se podria considerar el efecto contrario al comentado en el caso de
T. saanichensis, es decir, la elevada abundancia de S. cerevisiae a lo largo de todo
el proceso, siempre superando el 18% del total de la poblacién eucariota, permitiria
la produccidn de etanol en niveles importantes, incluso cuando se observaron
reducciones en su presencialidad en relacion con el inicio del proceso, punto en el
gue mas del 50% de la comunidad eucariota se correspondia con esta levadura. De
esta manera, coincidirian perfiles opuestos en ambas variables, descenso en la
abundancia relativa de la levadura e incremento en la concentracion de etanol, que
explicarian el inesperado signo de la relaciéon entre dos pardmetros con toda
probabilidad asociados.

La produccion de 4acido lactico se relaciond positivamente de forma
mayoritaria con microorganismos procariotas, tales como miembros del género
Tatumella, y Klebsiella oxytoca, ademds de representantes de la LABs, como
Leuconostoc pseudomesenteroides vy Lactobacillus cacaonum. Kazachstania
humilis, entre las especies eucariotas, también mostrd correlacién directa con este
compuesto. Ademas de mostrar una elevada tolerancia a valores bajos de pH
(Guerzoni et al., 2013), esta levadura ha sido descrita asiduamente en masas
panarias, habitat en el que suele establecer asociaciones mutualistas con
representantes del género Lactobacillus (De Vuyst et al., 2016), hecho que puede
ser responsable, de forma indirecta, de esta interdependencia con el 4cido lactico.
Las restantes especies citadas, tanto enterobacterias como BALs, son reconocidas
productoras de este metabolito (De Bruyne et al., 2009; Sangproo et al., 2012). En
el caso de las ultimas, las dos destacadas aqui, si bien no suelen ostentar en papel
protagonista entre las BALs participantes en la fermentacién del cacao, en
ocasiones han sido referidas como mayoritarias (Papalexandratou et al., 2011a).
Dada que esa es la situacion en el proceso aqui descrito, es légico que sean
principales responsables de la produccidn de acido lactico.

Los niveles de acido acético, como era de esperar, mostraron una fuerte
correlacién positiva con las dos especies integradas en el género Acetobacter, dado
que es la principal actividad metabdlica asociada a dichas especies (llleghems et al.,
2016). En concreto. A. pasteurianus, tal y como sucede en el proceso aqui descrito,
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ostenta en numerosas ocasiones el papel protagonista entre las BAAs y, como
consecuencia, en la produccién de acido acético (Adler et al., 2014). Aunque menos
reconocida, la actividad de las BALs en relaciéon con la produccién acido acético
también puede alcanzar niveles de consideracidn, tal y como parece desprenderse
de los resultados mostrados por el andlisis de correlaciones, aunque las vias
sintéticas sean diferentes a las desarrolladas por las BAAs (Ho et al., 2018). Las
levaduras también han sido referenciadas como microorganismos productores de
acido acético (Swiegers et al., 2005), hecho corroborado en el presente proceso, en
el que tres especies levaduriformes (P. membranifaciens, P. deserticola y S.
ludwigii) se relacionaron positivamente con este acido.

El dltimo de los compuestos analizado, el manitol, mostré correlaciones
positivas con practicamente todas las especies procariotas con abundancias
relativas superiores al 0,1%, con la excepcidn de los OTUs sin asignacion definida,
los cuales, como ya se ha mencionado con anterioridad, dominaron el inicio del
proceso y redujeron su presencia de forma significativa en la segunda mitad del
proceso, etapa en la que aparece el citado compuesto, por lo que el caracter
negativo de su interrelacion no debe resultar sorprendente. De igual manera,
tampoco ha de extraiar el signo también negativo de la relacién con las fuentes
carbonadas analizadas (citrato, fructosa y glucosa), dado que son los sustratos que
posibilitan su sintesis. Entre las especies que dieron lugar a relaciones positivas se
encontraron tanto BALs, como BAAs y enterobacterias. Son las primeras las que
tradicionalmente han sido vinculadas a la produccion de manitol (Pereira et al.,
2013b), mientras que las segundas ven potenciado su crecimiento por la presencia
de este compuesto (Almeida et al., 2020; Pacheco-Montealegre et al., 2020). Este
ultimo factor explica también la deteccion de una fuerte correlacion positiva entre
manitol y acido acético, tal y como han postulado otros autores (Camu et al., 2007;
De Vuyst et al.,, 2015). En el caso de las enterobacterias, su accidon en la
biotransformacién se asocia fundamentalmente con la hidrdlisis de la fraccion
pectinolitica (De Vuyst y Weckx, 2016), aunque se ha apuntado la posibilidad de
qgue puedan intervenir en otros aspectos, dada su permanencia durante toda la
fermentacidn (Garcia-Armisen et al., 2010). Ademas de especies procariotas, las
correlaciones positivas con el manitol se detectaron también en relacion con
algunos representantes eucariotas, sobre todo pertenecientes al género Pichia.
Aunque las levaduras se asocian mayoritariamente a la produccién de etanol, su
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capacidad para sintetizar manitol ha sido referenciada (Takrama et al., 2015), por
lo que no es descartable su implicacién en esta actividad, especialmente a la vista
del resultado derivado del analisis estadistico.

A partir de los andlisis de correlaciones y de componentes principales se
pudieron también establecer las conexiones entre especies microbianas. Asi, los
resultados obtenidos permitieron la creacién de dos grupos principales, el primero
de ellos constituido por P. terricola, A. neoplatypodis, W. pijperi, H. occidentalis, H.
opuntiae, C. ethacetica, C. jaroonii y los OTUs procariotas sin asignacion, especies
cuyos niveles de abundancia relativa fueron claramente superiores en la primera
parte del proceso. En oposicion, el segundo grupo, caracterizado por mostrar
mayor presencialidad en la mitad final de la fermentacién, quedd integrado por P.
membranifaciens, P. deserticola, K. humilis, S. ludwigii, A. pasteurianus, A. lambici,
C. funkei, E. bugadensis, L. fermentum y L. plantarum. Dos de las especies mas
influyentes en funcién de sus abundancias relativas, S. cerevisiae y L. cacaonum,
generaron perfiles de correlaciones diferenciados que, aun compartiendo algunas
de las asociaciones incluidas en los grupos establecidos, no compartieron la
suficiente cantidad de correlaciones como para considerar su integracién en
cualquiera de ellos. La complejidad de las comunidades microbianas en el proceso
de fermentacién del cacao, tanto en lo que respecta a su actividad metabdlica como
a la naturaleza de las relaciones que establecen entre ellas, es realmente elevada
(Mota-Gutiérrez et al., 2019). Si se considera, ademas, que se hipotetiza sobre la
posible trascendencia que pueden alcanzar especies escasamente representadas
(Mota-Gutiérrez et al., 2018), la comprensidn de la ecologia microbiana del proceso
se incrementa alin mas. Aunque el conocimiento con respecto a esta fermentacion
es cada vez mayor, son muchas las incdgnitas que aun quedan por resolver,
especialmente si se tiene en cuenta la variabilidad que muestra y que propicia la
existencia de importantes diferencias entre las poblaciones microbianas detectadas
(Ardhana y Fleet, 2003). No obstante, es légico suponer el establecimiento de
relaciones de interdependencia entre distintas especies, ya sean pertenecientes al
mismo grupo microbiano o no, tal y como sucede en otras fermentaciones de tipo
alimentario (Vogelmann y Hertel, 2011; Furukawa et al., 2013; Fiorda et al., 2017,
Zheng et al., 2018), en las que se referencian numerosas interacciones directas
entre levaduras y BALs, asi como entre BAAs y otras especies, e indirectas entre la
mayor parte de ellas.
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Otro aspecto de interés revelado por los sucesivos andlisis realizados, tomando
en consideraciéon la totalidad de variables analizadas, tanto de caracter fisico-
guimico como microbiano, fue la diferenciacion del proceso en dos etapas
principales que, a su vez, quedaron estructuradas por dias. Asi se infiere de los
analisis de conglomerados y discriminante, recogidos, respectivamente, en las
Figuras 4.17.vy 4.18.
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0. % Similarity 50, 100

Figura 4.17. Andlisis de conglomerados obtenido a partir de la matriz de similitud de Bray-
Curtis, considerando abundancias relativas de especies microbianas y variables fisico-
quimicas.

A lo largo del presente documento se ha hecho referencia constante a la
existencia de dos etapas diferenciadas en el proceso fermentativo.
Tradicionalmente, en bibliografia, se describen fases en el proceso asociadas
mayoritariamente a la concurrencia de determinadas comunidades microbianas y
a las acciones de ellas derivadas (Samagaci et al., 2014; Hamdouche et al., 2015). El
anadlisis aqui realizado avala claramente la separacidn del proceso en etapas, e
incluso establece niveles internos de separacion correspondientes a cada uno de
los dias durante los cuales se prolongé la fermentacion.
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Figura 4.18. Diferenciacion cronoldgica del proceso fermentativo segun analisis
discriminante.

De acuerdo con los resultados derivados de ambos andlisis estadisticos, las dos
etapas diferenciadas estarian constituidas, en el caso de la primera, por los dias del
uno al tres, y en el de la segunda, por los dias del cuatro al seis. Dentro de la primera
fase, el principal cambio se aprecié transcurridas las primeras 24 horas de
fermentacién, tiempo tras el cual las condiciones alcanzaron cierto grado de
estabilidad, lo que propicié una menor diferenciacidn entre el segundo y el tercer
dia. En ese punto se produjo nuevamente un cambio en las propiedades de la matriz
fermentativa que dio lugar al paso a la segunda fase, iniciada durante el cuarto dia,
y que, aunque con menor intensidad, se prolongé hasta el quinto dia, momento en
el que el proceso comenzd a estabilizarse. Si se superponen los graficos
representativos de los analisis de componentes principales y discriminante (Figura
4.19.), es posible establecer potencialmente las variables que, de forma mas
intensa, influyeron sobre cada una de las fases diferenciadas. Asi, durante el primer
dia, se observé una clara dominancia de especies eucariotas, con especial
relevancia de S. cerevisiae y la accidn del clister 13 como Unico OTU procariota
presente. Por otra parte, el acido citrico parece ser la fuente nutricional que
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sustentd de forma mayoritaria la accion microbiana durante este primer dia de
fermentacién. En el segundo dia, la influencia de las levaduras caydé de forma
dréstica, quedando reducida a la accion de H. opuntiae, perteneciente a un género
gue muestra mayor tolerancia a la presencia de acidos y a la incidencia de
temperaturas mas elevadas (Sarbu y Csutak, 2019). Fueron los clusteres 1, 4y 17,
de naturaleza bacteriana, los que dirigieron esta etapa de la fermentacion,
utilizando para ello preferentemente fructosa y glucosa. Con posterioridad, en el
tercer y Ultimo dia de esta etapa, el Unico cambio resefiable fue el papel
protagonista que adquirid el cluster 751. Este patrén evolutivo, con dominancia
inicial de levaduras, escasa presencia de bacterias, que rapidamente desplazan a
las especies eucariotas, y todo ello apoyado en la energia proporcionada por los
principales sustratos asociados al cacao (citrato, fructosa y glucosa), es el
habitualmente descrito para este tipo de procesos (Moreira et al., 2013; Mota-
Gutiérrez et al., 2018), si bien cada caso puede mostrar matices diferenciadores en
cuanto a la identidad de las especies participantes (Meersman et al., 2013; Koffi et
al., 2017b).
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T. punctata @ etzhol @ !
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L. pseudontesenteroides
@ T.terrea
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Manitol @ C. funkei [ ] @ Cluster 1
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Figura 4.19. Potencial relacién entre las fases diferenciadas en el proceso y las variables de
interés fisico-quimico y microbiano.
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La segunda fase principal, iniciada en el cuarto dia de fermentacidn, se asocio
a la presencia de BALs y proteobacterias, y la acumulacién de etanol y acido lactico,
condiciones que cambiaron en la parte final del proceso, dias quinto y sexto. Asi, la
fermentacién concluydé con la fuerte aparicidon de las BAAs asignadas al género
Acetobacter, la recuperacion de especies levaduriformes, K. humilis y miembros del
género Pichia, y la sustitucion de L. cacaonum y L. pseudomesenteroides por L.
fermentum vy L. plantarum. Desde el punto de vista metabdlico, etanol y acido
lactico dejaron paso a manitol y acido acético. Estos dos compuestos se asocian de
forma mayoritaria a la actividad biosintética de BALs y BAAs (Santander Mufoz et
al., 2020), respectivamente, lo cual es coherente con la evolucién de las
poblaciones microbianas descrita. Las especies procariotas concurrentes en esta
parte final del proceso estan consideradas entre las bacterias mas influyentes en la
biotransformacidn del cacao (Viesser et al., 2020) y, aunque ya han sido localizadas
en esta misma etapa en otros procesos (Mota-Gutiérrez et al., 2018), en el caso de
las BALs se asocian mas a la parte intermedia (Papalexandratou et al., 2011b). No
obstante, si que se ha constatado el hecho de que L. cacaonum o L.
pseudomesenteroides, de forma mayoritaria, aparecen en etapas mas tempranas
del proceso que L. fermentum (Papalexandratou et al., 2013; De Vuyst y Weckx,
2016). En el caso de las levaduras, aunque no suelen ser especies de referencia en
la finalizacidn del proceso (Daniel et al., 2009; Papalexandratou y De Vuyst, 2011),
si que se han descrito procesos en los que determinados miembros de este grupo
aparecen en niveles relativamente importantes (Jespersen et al., 2005; Batista et
al., 2016). K. humilis fue la especie que destacé sobremanera en esta etapa vy, si
bien no se considera como integrante habitual de la microbiota levaduriforme
asociada a la fermentacion del cacao, sus caracteristicas le permiten una buena
adaptacion a las condiciones propias de este entorno (Pereira et al., 2012) y, en
especial, a las imperantes en la parte final del proceso (Papalexandratou et al.,
2019).

La variabilidad existente en relaciéon con la fermentacién del cacao, tanto
desde una perspectiva tecnoldgica como cultivar, dificulta la estandarizacion del
proceso y la universalizacion de las condiciones en las que transcurre. No obstante,
y a pesar de las diferencias encontradas, resulta indiscutible la identificacion de una
serie de aspectos globales que se repiten, independientemente de las
caracteristicas de cada proceso. Tales aspectos se relacionan con la presencia de
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determinados compuestos, que confieren valor organoléptico al producto, con los
procesos metabdlicos que propician la sintesis de dichos compuestos, y con las
comunidades microbianas responsables de tales procesos. Sin embargo, un andlisis
mas detallado, que profundice en las particularidades de cada fermentacion,
permite establecer matices propios que confieren a cada producto final
propiedades diferenciadoras. En el presente caso, y en lo que respecta a las
comunidades microbianas actuantes, las particularidades del proceso aqui descrito
se centran en el peso relativo de la poblacién levaduriforme, con incidencia en la
etapa final de una especie poco habitual, como es el caso de Kazachstania humilis,
y la aparentemente baja presencia de Bacterias del Acido Lactico. No obstante, este
ultimo aspecto es necesario matizarlo, dada la deteccion de OTUs sin asignacién
taxondmica, pero evolutivamente relacionados con este grupo, lo que podria
suponer la deteccion de nuevas especies con relevancia en las condiciones
fermentativas especificas de este proceso. Sin duda, es necesario poner en
consideracion la especificidad del proceso en lo que respecta a presencia y, sobre
todo, relevancia de microorganismos poco habituales, no sélo para comprenderlo
en mayor medida, sino para gestionar de modo mas eficaz la optimizacion de la
fermentacién, especialmente en lo concerniente a la potencial utilizacién de

inoculantes.
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A partir de los resultados obtenidos, y tras los analisis correspondientes, las

conclusiones extraidas son las siguientes:

1.

Las condiciones en las que se ha realizado el proceso, tanto en lo
concerniente a aspectos referidos a etapas previas a la fermentacion como
a los que se relacionan con el propio proceso fermentativo, se han
mostrado adecuadas para permitir el correcto desarrollo de éste.

Las caracteristicas imperantes durante el proceso propician la existencia de
dos fases claramente diferenciadas, de tres dias de duracién cada una de
ellas y asociadas a diferentes grupos microbianos y compuestos quimicos.
La primera etapa, en la que destacan especies levaduriformes y bacterias
sin asignacién taxondmica definida, pero evolutivamente cercanas a
bacterias del acido lactico y del dcido acético, se caracteriza principalmente
por una importante actividad catabdlica, sustentadas por los sustratos
carbonados presentes, acido citrico, fructosa y glucosa.

La segunda etapa, inicialmente dominada por bacterias del dcido lactico y
enterobacterias y posteriormente por bacterias del acido lactico y del acido
acético, ademas de algunas levaduras, queda definida por la acumulaciéon
de metabolitos procedentes de la actividad microbiana, tales como acido
lactico y etanol en la primera parte, y acido acético y manitol en la segunda.
Entre la comunidad levaduriforme, Saccharomyces cerevisiae vy
Hanseniaspora opuntiae controlan el proceso en su fase inicial, mientras
que en la final destaca Kazachstania humilis. En el caso de la poblacion
procariota, ademads de las especies sin asignacién taxondmica, destacan
Acetobacter pasteurianus entre las bacterias del acido acético, vy
Lactobacillus cacaonum entras las del acido lactico.

La presencia de especies sin asignacion taxondmica y con especial
relevancia en el proceso confirma un patréon habitual referenciado en la
fermentacion del cacao, como es el hecho de mostrar caracteristicas Unicas
en cuanto a la identidad de las especies que ostentan el liderazgo del
proceso.

El papel relevante jugado por OTUs no identificados, asi como por especies
poco habituales, ha de tenerse en cuenta a la hora de optimizar las
condiciones en las que se desarrolla el proceso, especialmente en lo que
respecta a la utilizacién de algunas de ellas como potenciales inoculantes.
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CONCLUSION GENERAL:

La individualidad asociada a los procesos fermentativos de las semillas de cacao
gueda confirmada con los resultados observados en el presente estudio, en el que
la presencia de las comunidades microbianas habitualmente descritas en el
proceso, asi como su cronologia, se ve matizada por la identidad de las especies
concretas que dirigen las principales transformaciones. En este sentido, la escasa
informacién disponible en México en relacidn con este proceso, acentua la
relevancia de los datos obtenidos, los cuales pueden contribuir de forma
significativa a las estrategias recientemente implentadas en relaciéon con la
recuperacion del sector cacaotero en el pais azteca.
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ANEXO DE FIGURAS
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las especies procariotas con abundancias relativas superiores al 0,5% en al

menos una de las muestras y la evolucion cronoldgica de sus abundancias P.122
relativas.

Figura 4.14. Niveles de variacion entre los dias inicial y final de la fermentacion b 126
para las especies procariotas dominantes.

Figura 4.15. Comunidades microbianas y eventos bioquimicos acaecidos b 128
durante el proceso de fermentacion del cacao.

Figura 4.16. Analisis de componentes principales de los parametros b 129

microbianos vy fisico-quimicos estudiados durante el proceso.
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Figura 4.17. Anadlisis de conglomerados obtenido a partir de la matriz de
similitud de Bray-Curtis, considerando abundancias relativas de especies P. 137
microbianas y variables fisico-quimicas.

Figura 4.18. Diferenciacion cronoldgica del proceso fermentativo segun

anélisis discriminante. P.138
Figura 4.19. Potencial relacidn entre las fases diferenciadas en el proceso y las b 139
variables de interés fisico-quimico y microbiano.
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Tabla 4.4. indices cuali y cuantitativo de Sorensen-Dice, en los cuadrantes

inferior y superior, respectivamente, para las comparativas pareadas entre P. 117
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Tabla 4.6. Matriz de correlaciones de Spearman. En verde, correlaciones
positivas y en rojo, negativas; mayor intensidad de color representa P.131

significancia a P<0,01 y menor a P<0,05.
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