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Resumen: La produccién del cacao y sus productos derivados ha sido objeto de investigacién
debido a la buena consideracién que tienen entre los consumidores, no solo por propiedades
organolépticas, sino también por los beneficios como antioxidante que ofrece para la salud. En
los ultimos, afos la demanda del cacao ha aumentado significativamente, con un crecimiento
anual de 7,3%, y las previsiones plantean un aumento de 8,6 billones de ddlares desde 2017
hasta los 18 billones en 2025. La primera etapa de la produccion de chocolate, que es llevada a
cabo por campesinos autdctonos, radica en una fermentacidon microbiana de aproximadamente
siete dias, que permite la degradacién del mucilago que rodea los granos de cacao. El proceso
fermentativo, que muestra una gran complejidad, implica una sucesién de comunidades
microbianas, que comienza con una amplia gama de levaduras, a las que siguen bacterias del
acido l4actico y, finalmente, bacterias del 4cido acético. Durante este proceso, la temperatura
alcanza los 50 °C y se generan metabolitos microbianos, como etanol, acido lactico y acido
acético, que permiten la degradacion del tejido de los granos y provoca la creacién de
precursores del sabor. La fermentacién descontrolada y excesiva propicia un aumento de
hongos filamentosos y especies de Bacillus que, por lo general dan lugar a propiedades no
deseables. El conocimiento, cada vez mayor, del que se dispone en relacidon con los eventos
transformadores que se dan durante la fermentacion, ha permitido optimizar el desarrollo del
proceso, optimizacidon en la que se incluye la utilizacidon de inoculantes externos, y que ha
desembocado en la obtencién de productos de mayor calidad. No obstante, aun quedan
numerosos aspectos por mejorar y controlar, tanto desde una perspectiva logistica, como
bioldgica, lo que redundara en beneficio de los pequefios agricultores que, en gran medida,
sustentan el sector cacaotero.

Abstract: The production of cocoa and its derivative products has been the subject of research
due to their consideration by consumers both because of their good organoleptic properties and
antioxidant characteristics. In recent years, the demand for cocoa has increased significantly
with an annual growth of 7.3%, and forecasts suggest an increase of 8.6 billion dollars from 2017
to 18 billion in 2025. The first stage of the production of cocoa, which is carried out by farmers
in the area, is based on a microbial fermentation of approximately seven days, that allows the
degradation of the pectinaceous mucilage that surrounds the cocoa beans. The fermentation
process turns out to be complex and generally consists of a successive process of
microorganisms, beginning with a wide range of yeasts, followed by lactic acid bacteria and
finally by acetic acid bacteria. During this process, the temperature reaches 50 °C and microbial
metabolites, such as ethanol, lactic acid and acetic acid, are produced, which allows the
degradation of the grain tissue and cause the creation of flavor precursors. Uncontrolled and
excessive fermentation generates an increase in filamentous fungi and Bacillus especies that,
generally, cause off-flavors. The physiological functions of the currently dominant species are
reasonably better understood, thanks to which the fundamental importance of an orderly
microbial succession that allows obtaining an adequate cocoa aroma has been determined. Due
to the increase in our knowledge, the development of more optimized processes, including the
use of inoculant starters, which leads to the obtention of higher quality products. However,
there are some improvements that have yet to take place, from a logistic point of view but also
from a biological perspective. Such improvements will benefit small farmers which are the main
supporters of the cocoa sector.
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1. Interés y objetivos
1.1. Justificacién

En la actualidad, el mercado del cacao genera anualmente en torno a 8,6 billones de délares,
aunque la creciente demanda existente, especialmente en lo que respecta a productos de
elevada calidad, prevé crecimientos hasta los 18 billones para el afio 2025, con tasas de
incremento anual del 7,3%. Una de las principales caracteristicas del sector reside en el escaso
grado de control que se ejerce durante las etapas de cultivo y procesado inicial, lo que deja un
amplio margen de mejora. Una de las razones que se apunta para ello es el nivel econdmico de
los paises productores, mayoritariamente en vias de desarrollo (Voora et al., 2019), y del estatus
social y econdmico de los agricultores, que también son los primeros transformadores del grano
de cacao. Se estima que alrededor de 50 millones de personas asocian su modo de vida a este
cultivo, la mayor parte de ellas consideradas como de bajos recursos y con una elevada
propension a la pobreza, condicién que limita las opciones de sofisticacion de los protocolos de
procesamiento e incide directamente en la falta de homogeneidad de los productos generados
en las primeras etapas de procesado, tan importantes en las caracteristicas finales de los
derivados elaborados. Por otra parte, existen otros factores que contribuyen a esa variabilidad,
tales como el cultivar utilizado, la localizacién geografica del cultivo o la metodologia de
procesado, que a su vez condicionan la naturaleza de las comunidades microbianas actuantes.

Precisamente, el papel que desempefian los microorganismos a lo largo del procesado del
cacao, con especial incidencia en la etapa fermentativa, es objeto de estudio de una gran parte
de las investigaciones que se realizan en relacidon a este producto. De forma concreta, la
posibilidad de establecer cultivos iniciadores que controlen en mayor medida los eventos
metabdlicos que tienen lugar durante esta fase, unido a la optimizacidn y unificacién de los
sistemas de fermentacion, podrian permitir a los pequefios agricultores el desarrollo de
procesos mas estandarizados dirigidos a la obtencion de un producto de mayor calidad y a
limitacion de pérdidas. Una herramienta fundamental en el éxito de este tipo de estudios son
las tecnologias —Omicas, que facilitan la caracterizacién y el discernimiento de las poblaciones
microbianas involucradas en la fermentacién y, por tanto, el acceso a un mayor nivel de control.

El impacto de estas estrategias de mejora derivadas de un mayor conocimiento de la ecologia
microbiana asociada al procesado del cacao y, en especial, a su etapa fermentativa, incidiria
directamente en los propios agricultores, ya que son ellos los encargados de ejecutar esta etapa.
En este sentido, tales mejores se traducirian directamente en un incremento en el nivel de vida
de estas personas y, de forma global, en un comercio mas justo.

1.2. Objetivo

La presente revisidn pretende recopilar el conocimiento que, hasta el momento, existe en
relacidn con la ecologia microbiana asociada al proceso fermentativo del cacao, asi como en
torno a la secuencia cronolédgica de las distintas comunidades participantes y el posible
establecimiento de diferentes fases en funcidn de este criterio. Adicionalmente, se pretende,
evaluar el potencial de diversas especies como cultivos iniciadores, en funcidon de su peso
relativo en el proceso, tanto desde una perspectiva cuantitativa como cualitativa.

4|Pagina
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2. Introduccion
2.1. Generalidades

El origen del cacao se remonta hasta la cultura de mayas y aztecas. Fueron probablemente
ellos los que en el 400 d.C. cultivaron por primera vez la planta, y al igual todas las especies
vegetales domesticadas, la planta de cacao de la que se dispone hoy no es mas que el resultado
de un largo proceso de cruzamientos y selecciéon. Aunque no todos los pueblos precolombinos
le daban el mismo tipo de procesado al fruto del cacao, gran parte de ellos compartian
metodologias. Asi, el tratamiento mas comun implicaba la molienda de los granos secos, su
disolucién en agua y la incorporacién final de canela y pimienta, lo que generaba bebidas
altamente amargas, pero con grandes efectos vigorizantes y estimulantes. Esta bebida tuvo
varios nombres, pero fue “Xocolat” el que tendria impacto a futuro (Verna, 2013).

Los primeros movimientos expansivos del cacao se conectan con la colonizacién espafola,
evento que propicid la llegada de las primeras semillas al viejo continente. Su expansién tuvo
lugar de forma mas o menos rapida, convirtiéndose en comunes por toda Europa, especialmente
entre las clases altas, las bebidas a base de cacao. No obstante, tales bebidas fueron ajustandose
a los gustos de los nuevos consumidores, lo que condujo a un cambio en las especias
adicionadas, siendo sustituidas las de caracter picante por vainilla, azicar y canela. Esta nueva
receta, mucho mas sutil, se hizo popular entre las clases adineradas lo que genero el famoso
nombre de alimento de los dioses, Theobrama cacao, gracias al naturalista sueco Carl von
Linneo.(Cidell y Alberts, 2006).

El inicio de la comercializacion del cacao por territorios antes impensables se dio gracias al
desarrollo de motores a vapor, que permitié desarrollar la molturacion del cacao de forma
mecanica, y el desarrollo de prensas de cacao, llevado a cabo por el quimico holandés Conrad
Van Houten, que posibilitd la separacion entre el polvo y la manteca. Ambas innovaciones dieron
lugar a un procesado mas eficiente del cacao y a la generacion de derivados con caracteristicas
mas parecidas a los que conocemos en la actualidad. Adicionalmente, incrementaron los ritmos
de produccion y facilitaron la llegada de grandes volimenes al consumidor.

2.2. Origen y distribucidn actual

La localizaciéon geografica de los ancestros salvajes de la planta del cacao se distribuye entre
América del Sur y América Central, aunque no se puede ubicar con plena seguridad cudl es su
origen concreto, ya que segln otros autores dicho punto se encontraba en la zonas de influencia
de los rios Orinoco y Amazonas (Henderson et al., 2007). Los estudios genéticos desarrollados
en los ultimos afios situan la ubicacidon mas probable en zonas de Colombia y Venezuela, a partir
de las cuales se produjo la expansidon progresiva hacia América Central, gracias al comercio y al
movimiento humano.

Las variedades a partir de las cuales se dio la distribucion por el continente fueron dos. La
primera, variedad “criolla”, que provenia de Venezuela, dio lugar a la expansidn en direccion
norte hacia Mesoamérica, mientras que en zonas del Ecuador y el norte de Brasil, la expansion
se atribuyé a la variedad “Forastero” (Motamayor et al., 2002). Dado que los inicios de la
colonizacion se asocian mayoritariamente a la zona central del continente, fue la variedad
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“Criollo” la que, en principio, fue diseminada por los conquistadores europeos, principalmente
espafioles, portugueses y franceses, por diversos territorios que incluian numerosas islas del
Caribe, tales como Jamaica, Martinica y Trinidad. Los subsiguientes movimientos colonizadores
exportaron la semilla hasta Santo Tomé, en Africa Occidental, y desde alli se favorecié su paso
hacia la vecina Isla Principe y posteriormente hasta Ghana, que fue el punto de difusién para el
continente. Las condiciones en esta zona del planeta son muy similares a las presentes en el
territorio de origen, por lo que la implantacion del cultivo fue exitosa. Los holandeses se
encargaron de introducir la especie en Asia a través de la Isla Célebes, en Indonesia, y
posteriormente en Java, durante la segunda mitad del siglo XVI. A principios del siglo XVII, los
espafioles introdujeron la variedad “Criollo” en Filipinas, mientras que la llegada a Sri Lanka,
procedente de Trinidad, no se produjo hasta finales del siglo XVIIl. Desde este pais, ya
transcurrido cierto tiempo, se expandid hacia varios paises de Oceania (Bailey y Meinhardt,
2016).

Cocoa production and consumption

In thousand tonnes, 2017-18 @ Consumption 4 Production
| 732 1,852 154 176
| United States Europe | Africa | Japan
46 82 .
333 India China
Rest of Americas
351
189 .
900 280 ‘ 76
Ghana Indonesia | Australia
165 ‘
Brazil
317
270 Rest of South 2,000 618 88
Ecuador | America Céte d'lvoire Rest of Africa Rest of Asia

International Cocoa Organization/Fountain, A.C. and Hiitz-Adams, F. (2018) Cocoa Barometer 2018

Figura 1. Niveles de produccion y consumo de cacao (Cocoa Barometer, 2018).

Los principales productores de cacao se reparten entre América Latina y Africa Occidental.
En Africa encontramos a Costa de Marfil, Camerun, Ghana, Nigeria y Santo Tomé, mientras que
entre los productores en Sudamérica estan Ecuador, Belice, Brasil, Costa Rica, México, Peru.
Finalmente, en Asia destacan Indonesia, Malasia y Papia Nueva Guinea. Costa de Marfil es el
productor nimero uno del mundo, sin posibilidades de que algun pais lo alcance. Las casi 2000
toneladas que cosechan cada afo, y que van en aumento, representan mas que la totalidad de
todos los demds productores de Africa juntos. En 2018, el continente africano generé hasta el
76% de la produccidn mundial, frente al 16% de Latinoamérica y el 7% de Asia (Verna, 2013).
Cabe recalcar que del total de la produccién mundial, el 70% proviene de pequeiios productores

qgue no tienen mas de 5 ha e involucra, como ya se ha mencionado, un entorno laboral entre 40
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y 50 millones de personas. Es importante mencionar que la mayoria de los trabajadores de esta
industria son de escasos recursos, factor que posiblemente se deba a que los paises productores
muy pocas veces también son procesadores del producto, lo que reduce su margen de beneficio
(Ozturk y Young, 2017).

El cacao de Latinoamérica, denominado cacao de fino aroma, se caracteriza principalmente
por su calidad. Este cacao es producido particularmente en la zona del Caribe, que acumula el
80% de la produccién de esta variedad, debido a sus caracteristicas climaticas tan especificas. El
restante 20% se encuentra cultivado en zonas de Asia, Africa y Oceania. Esta variedad
actualmente no representa un porcentaje importante en la produccién mundial, ya que
permanece en niveles secundarios de produccion. Una de las causas de esta escasa incidencia
radica en que en el pasado se ha dado prioridad a aumentar las fronteras agricolas de las
variedades ordinarias, destinando el cacao de fino aroma para uso especifico en recetas
tradicionales de alta calidad (Papalexandratou et al., 2019). No obstante, en la actualidad, el uso
de las variedades de fino aroma comienza a tener mayor acogida en mercados de todo el mundo.
La continuidad de esta tendencia dara lugar a que, en un futuro no muy lejano, se dé un
incremento en la relacién de produccién de esta variedad frente a las ordinarias, lo que podria
devolverle a Latinoamérica un protagonismo acorde a su papel historico en relacion con el
cacao.

2.3. Importancia econémica

A pesar de que el cacao sigue siendo un cultivo mayoritariamente utilizado con enfoques de
produccién de productos tradicionales, y su procesamiento en la mayoria de las zonas no ha
sufrido una tecnificacién considerable, este ha logrado superar una productividad anual de mas
de 4.10° t afio. En los Ultimos afios el comercio, oferta y demanda, ha aumentado
significativamente en torno a este producto, llegando a alcanzar en 2017 el valor de 8,6 billones
de dodlares, estimandose que para el 2025 se alcancen los 18 billones con tasas de crecimiento
anual de 7,3% (Voora et al., 2019).

5,000

4,500 |

4,000 |

3,500

3,000
Net Production

Thousandtonnes

2,500 |

2,000 -

Grindings
1,500

Figura 2. Situacion del mercado cacaotero. Tendencias en oferta y demanda (Pipitone, 2018).
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En otra escala, el comercio del cacao supone el sustento de en torno a 50 millones de
pequeios productores a lo largo de todo el mundo, aunque se distribuyen en su mayor parte
entre paises en vias de desarrollo. El nivel econdmico de estos productores primarios se sitla en
el umbral de la pobreza, dado el escaso beneficio que, en la actualidad, proporciona el cacao a
los encargados de producirlo. Este escaso margen de beneficio sea probablemente
consecuencia, por una parte, de la alta tasa de fluctuacién del precio final y, por otra, del
monopolio que ejercen las multinacionales del sector, encargadas del procesado final del cacao
fermentado. En relacién con este ultimo factor, sdlo seis grandes empresas (Mondeléz
International, Ferrero Group, Mars Inc., Nestlé S.A., Lindt y Spriingli AG, y Hershey Foods Corp.)
controlan mas del 40% de la produccion mundial de cacao, lo que favorece un control férreo del
mercado y de los precios de salida (Beg et al., 2017), que repercuten de forma directa sobre los
pequefios productores, sin que tal tendencia pueda ser evitada por las leyes antimonopolio que,
en principio, penalizan semejantes comportamientos por parte de las grandes empresas. En los
ultimos afos, y en un intento de romper la dependencia con respecto de estas multinacionales,
se ha desarrollado el concepto de “cacao certificado”, mediante el que se intenta potenciar
sistemas de produccion sostenibles, tanto ambiental como laboralmente, y practicas de
comercio justo, favoreciendo asi el desarrollo econémico de los pequefios productores. En este
sentido, incluso estas empresas dominantes comienzan a cubrir parte de su cuota de mercado
con cacao etiquetado como certificado, dado que supone un valor afiadido para una parte
importante de los consumidores. Adicionalmente, gran parte de los paises productores, que
hasta el momento habian desatendido las demandas del sector, dejando de lado esta actividad
econdmica, empiezan a implementar estrategias dirigidas a su potenciacion, entre las que se
incluye el establecimiento de una incipiente industria transformadora, de manera que se limite
la cuota exportadora y se incremente el valor afiadido del cacao nativo, permitiendo asi un
mayor beneficio econémico para los productores primarios (Oomes et al., 2016).

Tabla 1. Compaiiias multinacionales lideres en el sector de la produccion de derivados del cacao
(adaptado de Neilsen et al., 2018).

390 Snickers, Galaxy,
Mars, MyM’s
450 Cadbury, Milka,
Toblerone
430 Kit Kat, Smarties,
Crunch
120 Ferrero Rocher,
Kinder, Nutella
200 Hersheys, Kit Kat,
Cadbury
100 Lindt

8|Pagina



ESTUDIO DE LA ECOLOGIA MICROBIANA EN FERMENTACIONES DE CACAO

En el periodo comprendido entre 2015 y 2017 el cacao registrd una devaluacidn de su precio
hasta el 50%, lo que ratifico la necesidad de realizar mejoras referentes a la adopcién de
practicas que garanticen la produccién del cacao certificado y de confianza, y den lugar a un
comercio mas justo (Voora et al., 2019). En los ultimos afios, el interés también se ha centrado
en otros aspectos, tales como la diversificacién de la gama de productos en los que se requiere
el uso de cacao, o la busqueda de nuevos sectores de utilizacidon potencial, como la cosmética.
En ambos casos, se pretende aumentar el nimero de opciones disponibles, de modo que no se
propicie una concentracion del mercado en un nimero restringido aplicabilidades y, de forma
indirecta, se incremente también el nimero de compafiias implicadas, elemento este que puede
minimizar en un futuro los riesgos tipicos asociados a la limitacién de actores protagonistas
(Oomes et al., 2016).

La elaboracion de productos derivados del cacao ha aumentado en los ultimos anos, siendo
dicho aumento especialmente relevante en paises en vias de desarrollo. Si esta tendencia se
mantiene, sumado al consumo en paises desarrollados, como Alemania y Estados Unidos, en
poco tiempo se alcanzara un escenario en el que dificilmente se podran cubrir de forma plena
las necesidades de cacao, con el consecuente aumento de valor que eso supondra. Desde la
perspectiva climatica, factor esencial a tener en cuenta a corto plazo, las previsiones de
productividad y aumento de terreno dedicado a este cultivo, resultan ser esperanzadoras para
cubrir dichas demandas. El cambio climdtico, que influye sobre el nivel de precipitaciones y
propicia movimientos de tierra que pueden generar cambios en ciertas zonas geograficas de
cultivo, podria incidir sobre los niveles de productividad, tomando en consideracidn las tres
variedades tradicionales: Forastero, Criollo y Trinitario. Esta productividad se podria ver aun mas
afectada si se confirman posibles alteraciones en el grado de sensibilidad que la planta muestra
frente a diferentes plagas. La diversidad genética en un nuevo escenario como este podria
desempenar un importante papel para la adaptacién de las plantas, lo que, considerando que la
variabilidad se localiza primordialmente en América Latina, podria conceder a esta regiéon un
papel fundamental para la generacién de variedades con superiores cualidades y con resistencia
a la accién de nuevas condiciones y plagas (Kieck et al., 2016).

2.4. Caracteristicas botanicas y agronémicas

Theobrama cacao, nombre cientifico del arbol  Tabla 2. Clasificacién taxondmica del cacao.
del cacao, también es conocido como cacaotero. Es

una planta diploide de naturaleza perenne que, en

. . Plantae
condiciones de cultivo, alcanza los 5 m de altura,

mientras que de manera natural puede llegar hasta Tracheophyta

los 15 m. Su raiz es de tipo pivotante, Magnoliopsida

extendiéndose de manera longitudinal hasta 1,5 m,

y con escasa presencia de raices secundarias Malvales
laterales, las cuales se ubican principalmente Malvaceae
dentro de los primeros 30 cm del suelo. Mientras la

Theobroma

raiz longitudinal se encarga principalmente del
anclaje y sostén de la planta, las raices secundarias
se asocian a la captura de nutrientes (Hartemink, 2005).
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La planta de cacao demanda climas caracterizados por temperaturas y pluviosidades
moderamente altas, como es el caso de los bosques tropicales lluviosos (Yoroba et al., 2019). Se
localiza, por tanto, desde la cuenca del rio Amazonas hasta la regidn meridional de México, en
lo que respecta al continente americano y, en las zonas de expansidn, en las regiones
comprendidas en el denominado cinturén cacaotero, que abarca 20 ° al norte y el sur del
Ecuador (Verna, 2013). Las especies pertenecientes al género Theobroma son darboles
ramificados de hoja simple, que poseen frutos indehiscentes carnosos, es decir de mazorca.
Theobroma cacao es un arbol semicaducifolio, de tallo glabro o parcialmente pubescente, y sus
hojas son cartdceas o caridceas simples, enteras o también ligeramente sinuadas y con forma
general ovadas. Sus inflorescencias resultan ser cimosas, con flores hermafroditas y pentameras.

De la gran cantidad de flores que una planta puede arrojar durante su desarrollo, la mayor
parte de ellas no son fertilizadas, por lo que sdlo un nimero reducido de ellas se convertiran en
frutos (Bridgemohan y Mohammed, 2019). Las flores se autopolinizan de manera natura,l dado
que los estambres se encuentran rodeados por un anillo de estaminodios. Los insectos que
ayudan a la polinizacidn de esta especie son en su mayoria del género Forcipomyia (Mohamed
et al., 2017), pero también hay otros actores involucrados como las hormigas, y en muy pocos
casos el viento.

Como se ha mencionado en epigrafes anteriores, existen tres principales cultivares de cacao;
Criollo, Forastero y Trinitario. La variedad Criollo se caracteriza por arboles delgados en los que
los frutos presentan un revestimiento delgado y una pigmentacién rojiza. Las formas Criollo
exponen caracteres de depresién endogamica y suelen ofrecer rendimientos mas bajos, asi
como mayor susceptibilidad a plagas. En paises de Latinoamérica “Criollo’ ‘es cominmente
traducido como “nativo” o “popular” y agrupa no sélo las formas tipicas de Criollo, sino también
todos los cultivares tradicionales. Entre el 5y 10 % de la produccién mundial se origina a partir
de variedades Criollo (Graefe et al., 2017).

Los cultivares catalogados como Forastero comprenden las variedades de cacao que no son
Criollo ni de origen hibrido. Estas se identifican primariamente por su fruto verde, un pericarpio
grueso, un mesocarpio fuertemente lignificado, semillas ovaladas y levemente aplanadas y
cotiledones de color violeta (de Souza et al., 2018). Esta variedad se cultiva principalmente en
Brasil, América Central, Africa Occidental, y el Caribe, con cerca del 80% de la produccién

mundial.

La tercera de las variedades, Trinitario, es de origen hibrido entre las dos anteriores
(Wickramasuriya y Dunwell, 2018). Este es un grupo muy heterogéneo desde una perspectiva
genética, y presenta polimorfia desde el punto de vista morfoldgico, lo que no dificulta el
reconocimiento de caracteristicas comunes. Las plantas suelen ser muy robustas, con frutos
verdes o pigmentados y con semillas violeta claro u oscuro. Representan entre el 10y 15 % de
la produccion mundial.

Las exigencias climaticas de la planta marcan limites en lo que se refiere a los valores térmicos
Optimos para su desarrollo en el rango comprendido entre 20 °Cy 32 °C, con un minimo situado
en 10 °C, a partir del cual se crean serios dafios en la planta. Con respecto a la pluviosidad, el
rango idéneo se encuentra entre 1150-2500 mm anuales (Ramirez Gil, 2016); por encima de este
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rango se favorece la aparicién de enfermedades, mientras que por debajo, el agua seria escasa
para cubrir los niveles de evapotranspiracion. Otro factor que se debe considerar durante el
cultivo de cacao es el sombreado, factor esencial para obtener una buena productividad, dado
que estd involucrado en el mantenimiento de la humedad del suelo vy la fertilidad (Deheuvels et
al., 2014). En realidad, la ausencia de vegetacién acompafiante que proporcione sombra puede
tener también aspectos positivos, como la menor incidencia de enfermedades, por lo que es
necesario alcanzar un equilibrio o tomar decisiones adecuadas en funcidn de las condiciones
particulares (Graefe et al., 2017). Debido a este ultimo factor los sistemas de cultivo utilizados

se clasifican grosso modo de la siguiente manera:

1. Sistema de cultivo intensivo, llevado a cabo en ausencia de sombra o con sombreado
homogéneo. En este tipo de cultivo se seleccionan las variedades que se incorporan y se lleva
un amplio control de las cantidades de fertilizantes y fitosanitarios empleadas.

2. Sistema agroforestal, en este sistema el cacao coexiste con otras especies, las cuales
pueden tener una finalidad de ser explotadas comercialmente o no. Se asocia a la gran
mayoria de pequefios agricultores.

Habitualmente el volumen de cultivo varia entre 1000 y 1500 arboles por hectédrea. Las
necesidades nutricionales requeridas por hectdrea rondan en torno a 300 kg de potasio, 200 kg
de nitrégeno, 25 kg de fosforo y 140 kg de calcio. Algo que es especialmente llamativo es la gran
demanda de potasio, elemento que otorga a la planta la capacidad de tolerancia frente al estrés
hidrico (Gattward et al., 2012). El cacao requerira entre 3 y 5 afios para liberar sus primeros
frutos, pero su productividad puede extenderse varias décadas. Estos frutos contienen
alrededor de 40-50 semillas que estan rodeadas por una pulpa acida semidulce, denominada
mucilago, la cual tarda en torno a seis meses para desarrollarse y madurar, lo que restringe la
produccién a dos cosechas por afio. Finalmente, la productividad varia en funcién de las
condiciones de cultivo, aunque de forma general se producen entre 80 y 4000 kg ha (Jagoret
etal., 2017).

2.5. Composicion quimica del grano cacao

El grano de cacao muestra dos fracciones claramente diferenciadas en cuanto a su
composicion, que se corresponden con los cotiledones y la pulpa. Los primeros presentan un
porcentaje de agua entre el 32 y 39%, proteinas 8-10%, grasas 30-32%, polifenoles 5-6%,
almiddn 4-6%, celulosa 2-3%, teobromina 1-3% y cafeina 0,2-1% (Bertazzo et al., 2013). La pulpa
del cacao, también llamado mucilago, se compone de un 1-2% de pectina y otros polisacdridos
similares, 10-15% de azucares, 0,5-2% de acido citrico, asi como también cantidades de
proteinas, aminoacidos, vitamina y minerales, en menor proporcién (Meersman et al., 2017).

Numerosos estudios de cardcter nutricional en relacidn con las distintas variedades evidencian
de manera general que la grasa es el nutriente mayoritario (> 40%), seguida por los carbohidratos
(> 32%) y las proteinas (12-13%). No obstante, y a pesar de compartir ciertas caracteristicas
nutricionales, la composicidn varia segun el origen geografico. Los analisis estadisticos muestran
gue hay diferencias significativas entre variedades, principalmente en el contenido de humedad,
carbohidratos, fibra y grasa. Otros valores como el de las proteinas y cenizas no demuestran
valores de diferencia que sean significativos (Torres-Moreno et al., 2015).
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2.6. Procesado y transformacion

Las caracteristicas del fruto del cacao, especificamente sus componentes quimicos,
imposibilitan su comercializacidén directa. La presencia de moléculas que le confieren un sabor
astringente y amargo, hacen obligatorio su procesado de forma previa a su consumo (Afoakwa
et al.,, 2008). Las etapas de transformacion habituales incluyen fermentacién, secado,
torrefaccién y molienda, siendo las dos primeras efectuadas de forma mayoritaria por parte de
los agricultores en la misma zona de cultivo y recoleccidon, mientras que el resto del proceso
suele ser ejecutado por las empresas alimentarias (Santander Mufioz et al.,, 2020). A
continuacidn, se describen de forma concisa las diferentes etapas comprendidas en el procesado
del cacao. La fermentacién, en consideracién a su importancia en la definicion de las
propiedades finales del cacao procesado, se tratard en mayor profundidad.

2.6.1 Secado

Los granos de cacao fermentados presentan un elevado grado de humedad que, en caso de
no ser reducido, favorece el desarrollo de variedades fungicas, alarga en exceso la actividad
microbiana y eleva la probabilidad de alterar los granos durante la etapa de almacenamiento.
Adicionalmente, la etapa de secado propicia la volatilizacion de algunos compuestos que,
presentes en exceso, alterarian la calidad organoléptica del producto (Chinenye et al., 2010). El
objetivo del secado es reducir la humedad hasta un 8%, procurando no bajar del 6%, ya que
valores inferiores propician que el grano se torne fragil.

El proceso de secado también ayuda a desarrollar el color, a través de una cadena de
reacciones de caracter oxidativo. Los compuestos polifendlicos son convertidos en quinonas por
medio de enzimas polifenol oxidasas, y estos compuestos a su vez, se enfrentan a procesos
condensativos con grupos sulfihidrilo y amino libres que terminan en la formacién de
compuestos pardos (Aprotosoaie et al., 2016). Otros compuestos como los denominados de
Amadori, predecesores de las reacciones de Maillard, se dan a lo largo del secado y resultan de
la interaccién de la glucosa y aminoacidos.

Figura 3. Gama de colores desarrollado por los granos de cacao después de la etapa de secado. De
izquierda a derecha: marrén, marron-purpura, purpura y pizarra (Sulaiman y Yang, 2015).

El secado por via natural da lugar a mejores resultados, dado que, a diferencia del secado
mediante hornos, no genera aromas desagradables. Sin embargo, el secado por via natural
posee un bajo nivel de control, y por tanto suele ser poco sostenible, ya que es dependiente de
las condiciones ambientales. Otro factor a tomar en consideracién es la velocidad de secado, ya
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gue una excesiva rapidez produce que la parte interna del grano permanezca con un indeseable
porcentaje de humedad y con restos de acido acético altos (Kongor et al., 2016).

Una vez que los granos son extendidos en capas de 10 cm de altura, se dejan a exposicidén de
las condiciones climdticas aproximadamente siete dias, rastrillando y moviendo el grano cuando
es necesario. En zonas de produccion donde las precipitaciones son continuas, las capas de
grano se extienden sobre plataformas que se exponen a calor. Las temperaturas aplicadas se
encuentran entre 40 °Cy 60 °C, factor que debe ser constantemente controlado para avalar el
adecuado desarrollo de las caracteristicas organolépticas (Alean et al., 2016).

2.6.2. Etapa de torrefaccion

Una vez que el grano de cacao estd seco, se somete a un proceso de torrefaccién, lo que
involucra una limpieza, un tratamiento térmico y un aventado. El tratamiento térmico, cuya
realizaciéon depende de la variedad de cacao implicada, se aplica por un breve intervalo de
tiempo y con alta intensidad, con temperaturas entre 130 y 150 °C y tiempos de exposicion de
15 a 45 min (Belitz et al., 2009). Las caracteristicas del tratamiento propician que sea la zona
superficial la afectada en mayor medida, mientras que la regién central experimenta un menor
grado de alteracion. Asi, se limita la aparicién de reacciones no deseadas y se favorece la
separacion de la cdscara. De forma adicional, esta etapa también ayuda a eliminar o reducir la
presencia de compuestos no deseados, tales como los acidos volatiles, especificamente acido
acético, o compuestos polifendlicos. Esta ultima accién tiene un efecto claramente positivo en
lo referente a la reduccion de los niveles de astringencia (Jinap et al., 2004), pero también puede
afectar negativamente al reducir capacidad antioxidante (loannone et al., 2015).

Durante esta etapa también se ven afectadas las propiedades organolépticas, tanto en lo que
respecta al aromay el sabor, como al color y a la textura (Zyzelewic et al., 2016). Asi, compuestos
de naturaleza peptidica y otros como los azlcares reductores, interaccionan mediante
reacciones de Maillard y generan bases Schiff. A su vez, estos compuestos experimentan
reacciones de reordenamiento de Amadori, generando compuestos intermediarios que seran
transformados mediante diferentes rutas (Oracz y Nebesny, 2019). Una de estas rutas, de
especial relevancia es la de Strecker que, tras varias etapas, finaliza con la produccién de
compuestos volatiles organicos, como aldehidos y pirazinas, que son de gran importancia
organoléptica (Huang y Barringer, 2011).

2.6.3. Procesos adicionales

Junto a las etapas cldsicas que se dan durante el procesado del cacao, existen una serie de
tratamientos adicionales que se aplican en funcidn de las caracteristicas del cacao utilizado o de
las propiedades que se desean en el producto final (Ogunsina et al., 2017). Gran parte de estos
tratamientos se relaciona con la potenciacion de propiedades como sabor y color, ademas de
fortalecer las caracteristicas del producto. Uno de ellos es la impregnacién del cacao con una
base, como NaOH o K,COs (Rodriguez et al., 2009), proceso conocido como “Dutching”, el cual
también mejora la capacidad de dispensabilidad en bebidas del cacao pulverizado. Este proceso
mejora las caracteristicas del cacao procesado, ya que actla reduciendo la astringencia
relacionada con el aumento en el nivel de polimerizaciéon de los flavonoides, lo que puede
afectar directamente a la calidad sensorial del producto (Huang y Barringer, 2011).
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Adicionalmente, promueve el oscurecimiento del grano de cacao y el incremento de los valores
de pH (Valverde et al., 2020).

En la molienda, también conocida como molturacién, se produce cacao en polvo o licor de
cacao. Gracias a la accion mecanica del proceso, se genera calor que funde las grasas (Beg et al.,
2017), dando lugar a un producto liquido que, subsiguientemente, puede refinarse a
temperaturas cercanas a los 100 °C. A partir del este ultimo producto ya se podran obtener
nuevos derivados, tales como manteca de cacao, chocolate o cacao en polvo. De forma

secundaria, este proceso también ayuda a la higienizacidn de la materia prima.

Figura 4. Estructura cristalina formada durante la etapa de conchado (www.dailymail.co.uk).

Para obtener el chocolate, principal derivado del cacao, se necesitan varios procesos que
ayuden a la generacién de un producto con textura homogénea y libre de compuestos
organolépticos indeseables. Estos procesos involucran el mezclado, donde en las grandes
industrias, se utilizan generalmente mezcladoras continuas que, gracias a diversas
combinaciones de tiempo y temperatura, propician una textura plastica y consistente (Afoakwa,
2010). En funcién del producto que se esté buscando, se mezclaran en distintas proporciones
manteca de cacao, licor de cacao, grasa de leche, azucar y leche en polvo. Otra de las etapas
necesarias en la elaboracidn del chocolate es el refinado, cuyo objetivo es generar una textura
suave mediante la depuracion de particulas de tamafio excesivo, generalmente que sobrepasen
los 30 um, aunque en algunos casos lo que se busca es tener distintos tamafos de particulas que
aporten diferentes texturas en el producto final (Sokmen y Gunes, 2006). El conchado, que es
de los ultimos tratamientos, le confiere al chocolate su viscosidad, textura, y sabor final (Toker
et al, 2019), tratando de garantizar que todas las particulas se recubran con una capa grasa.
Durante el conchado el chocolate es agitado por unas horas a temperaturas sobre los 50 °C
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(Owusu et al., 2012), lo que favorece la perdida de agua y otras moléculas volatiles no deseables,
como acido acético y fenoles, ademas de estabilizar |a viscosidad y promover la caramelizacidn.
Este proceso también afecta a numerosos compuestos organolépticos, ya presentes, de manera
gue ven incrementada su concentracion, si bien la intensidad de dicho aumento dependera de
las condiciones concretas que se apliquen durante esta fase (Counet et al., 2002). Asi por
ejemplo, el chocolate con leche tiene un conchado entre 10 y 16 h a temperatura entre 49y 52
°C, mientras que para un chocolate negro, se necesitaran 8 h a 70-82 °C (Afoakwa et al., 2013b).
En general el conchado tiene tres etapas durante las cuales se producen cambios importantes
(Albak y Tekin, 2016). Asi, en la primera fase, fase seca, la fraccion de grasa envuelve las
particulas (Gonzalez et al., 2021)) y se volatilizan algunos compuestos, incluyendo un porcentaje
de agua. En la segunda etapa, llamada fase pastosa, se pierde otro porcentaje de agua y se
asientan las propiedades como fluido de la pasta (Bolenz et al., 2007). En la Ultima fase, conocida
como fase liquida, la pasta se homogeniza mediante un licuado. Al finalizar el conchado se
atempera el producto para favorecer la formacion de cristales de grasa, responsables de la
textura y el crocante (Afoakwa et al., 2009). El atemperado transcurre en una primera etapa a
50°C, en la que se funde el producto, seguido por la cristalizacion a 32 °C, una segunda
cristalizacién que ayudara a terminar de establecer los cristales de grasa a 27 °C, y una ultima
fase, entre los 29°Cy 31 °C, en la que se modifican las formas polimdrficas inestables (Gutiérrez,
2017).

3. Factores relacionados con la fermentacion y los perfiles organolépticos

La etapa de fermentacién resulta determinante en lo que respecta a la adquisicién de las
caracteristicas finales adecuadas para el cacao procesado. Durante esta etapa, se generan
compuestos que actllan como precursores de moléculas de interés organoléptico, y se reduce
la presencialidad de otros que ejercen un efecto negativo sobre las propiedades deseables. De
manera previa a su realizacién, y en aquellos casos en los que el valor de pH de la pulpa sea bajo,
parte del mucilago debe ser retirado al objeto de evitar problemas asociados a la acidez (Schwan
y Wheals, 2004). La retirada, entre el 25% y el 30% del total presente, se puede llevar a cabo
mediante técnicas mecanicas o enzimaticas, siendo en este ultimo caso las enzimas de caracter

pectinolitico.
3.1. Proceso general y metodologias utilizadas para la fermentacion

La etapa fermentativa se caracteriza por la sucesidn cronolégica de diferentes comunidades
microbianas, adaptadas a las condiciones imperantes en cada momento. Al inicio del proceso,
las condiciones, baja disponibilidad de oxigeno, pH acido como consecuencia de la elevada
presencia de citrato y alto contenido en azlcares fermentables, son favorables al desarrollo de
levaduras (Koné et al., 2016). Durante las primeras 24 h, este grupo microbiano domina la
fermentacién, generando cantidades importantes de alcohol etilico y, en conjuncién con las
bacterias del acido lactico (BAL), degradan el acido citrico (Mota-Gutiérrez et al., 2018; Ouattara
et al., 2017), actividad que provoca un aumento en el valor del pH. Esta ultima comunidad
sustituye a las levaduras como grupo dominante transcurridas 24-48 h de proceso, y exhibe
como aspecto mas destacado la conversidn de azlcares en acido lactico. La accidn de levaduras
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y BALs ocasiona un cambio importante en las condiciones del habitat, de manera que el
descenso en los niveles de acidez y el incremento en los de oxigeno dan paso como poblacion
microbiana mayoritaria a las bacterias del acido acético (BAA). La presencia de estas bacterias
da lugar a la oxidacidén del etanol y del acido lactico hasta acido acético (Lefeber et al., 2011) y,
dado el caracter exotérmico de esta transformacidn, a un aumento de temperatura, que puede
llegar a alcanzar hasta los 40-45 °C (Sarbu y Csutak, 2019).

Las condiciones a las que dan lugar las diversas poblaciones microbianas, acumulacién de
etanol y compuestos acidos y temperaturas elevadas, provocan la muerte del embridn
(Papalexandratou et al., 2011a), la liberacion de la cuticula y la adquisicidon por parte de los
cotiledones de una coloracion marrén, causada por reacciones de tipo enzimatico (Jinap et al.,
2003). De forma paralela, se produce un aumento en el tamafio del grano y un proceso de
hidrélisis proteica que se traduce en liberacidn de aminodacidos.

Las metodologias existentes para ejecutar la fase fermentativa son variadas (Pereira et al.,
2016), aunque las que implican la utilizacion de pilas y cajas son los mas habituales,
especialmente las primeras, dada la escasa demanda de estructura que presenta, lo que la hace
accesible a los pequefios productores. De forma general, el material se dispone sobre una
plataforma levemente inclinada, para permitir el drenaje, y adoptando una forma cénica con
una altura maxima de 90-100 cm, para evitar compactacién. Suele ser habitual cubrir el material
con hojas de platano (Ganeswari et al., 2015) para preservar la temperatura y la humedad del
sistema, aunque evitando la creacion de condiciones limitantes en la disponibilidad de oxigeno.
El proceso se prolonga entre cinco y seis dias, y se caracteriza por una elevada heterogeneidad
microbiana, no sélo cronoldgica, sino espacial, dada las diferencias de condiciones que se
pueden dar en las distintas zonas de la pila. Para evitar estas diferencias, se suelen realizar
practicas de volteo (Koffi et al., 2017) que propicien que todo el material a fermentar quede
expuesto a las condiciones existentes en cada ubicacidn de la pila, ya que esto favorece la
generacién de un producto fermentado mas homogéneo (Bariah, 2015).

La fermentacidn en cajas, con un coste algo superior, mejora las condiciones y el control del
proceso, a la vez que reduce las posibilidades de contaminacion. Las cajas, tanto en la base como
en las paredes, presentan orificios que permiten drenar y airear la materia. En la mayor parte
de los casos, disponen de una doble pared en la que se ubica algun tipo de residuo agricola que
ejerza funciones de aislante. Al igual que en las plataformas, se suelen utilizar hojas de platano
para cubrir el material a fermentar y los volteos se realizan habitualmente mediante trasvases
entre cajas, por lo que es comun que el numero de cajas sea superior al de fermentaciones.
Ademas de las plataformas, pilas o cajas, también se pueden utilizar cestas, toneles o bandejas,
aunque son usados en menor medida (De Vuyst y Weckx, 2016). En cualquier caso, la eleccidon
de la metodologia empleada se debe abordar con seriedad, dado que es un factor de gran
influencia en la calidad del producto generado (Guehi et al., 2010b).

3.2. Factores que condicionan sabor y aroma
3.2.1. Variedades y su influencia

Las variedades tradicionalmente establecidas (Forastero, Criollo y Trinitario) presentan tanto
distintas concentraciones de las moléculas de interés (proteinas, carbohidratos y polifenoles) en
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el procesado comercial del cacao, como niveles de actividad enzimatica en el grano, lo que
provoca diferencias en las propiedades organolépticas de los productos generados. La variedad
Forastero se considera de menor calidad (Smulders et al., 2008), debido a que posee menor
potencial de desarrollo de perfiles organolépticos como consecuencia de una menor presencia
de compuestos aromaticos. Esta inferior presencia de precursores organolépticos se traduce en
ausencia de ciertos matices en el producto final. Ademas, las diferencias de composicidn de esta
variedad genera niveles de pH mas elevados durante la fermentacién, lo que tiene un alto
impacto sobre la actividad microbiana, si bien da lugar a derivados de menor astringencia y
sabores amargos (Santander Mufioz et al., 2020).

En el caso de la variedad Criollo, los niveles absolutos de compuestos fendlicos suelen ser
similares a los detectados en otras variedades, si bien si se han descrito diferencias cualitativas
referidas a la naturaleza de tales compuestos (Elwers et al., 2009). Por otra parte, también se
han detectado elevados niveles de precursores organolépticos, azucares reductores vy
aminodcidos (Giacometti et al., 2015). Tales diferencias permiten generar productos con un
perfil aromatico particular y mayoritariamente mas apreciado, caracterizado por aromas vy
sabores suaves, con toques terrosos y florales, y reminiscencias de nueces y té (Aprotosiae et
al., 2016). De hecho, estas particularidades llevan a calificar el cacao de la variedad Criollo como
“fino de aroma” (Castro-Alayo et al., 2019).

La variedad Trinitario, que como ya se ha dicho es un hibrido entre Criollo y Forastero,
presenta caracteristicas mds cercanas a este ultimo, ya que comparten los porcentajes de
compuestos polifendlicos (Elwers et al., 2009). También sus productos finales muestran
propiedades similares. Esta variedad se diferencia gracias a un caracter muy especifico de sabor
a vino (Giacometti et al., 2015), que muchas veces es deseable en funcién del tipo de producto
final que se desee generar.

Una ultima variedad tradicional, diferenciada mediante los estudios genéticos realizados en
los ultimos afios y originaria de Ecuador (Afoakwa et al., 2011), es la denominada Nacional, la
cual esta categorizada como cacao de fino aroma (Chetschik et al., 2018), aunque se ha visto
gue posee concentraciones significativamente menores de pirazinas. El producto final elaborado
con esta variedad presenta fuertes aromas de tipo floral, asi como también notas a diferentes
especias (Kongor et al., 2016).

3.2.2. Produccion de compuestos durante las etapas del procesamiento

Uno de los factores mas importantes a la hora de condicionar el desarrollo del sabor es la
etapa de secado post fermentacién (Utrilla-Vazquez et al., 2020). En relacion con el método que
se utilice se pueden favorecer ciertos perfiles organolépticos u otros. El secado al sol, que es el
mas tradicional, es el que mejores perfiles genera y se asocia a un chocolate de buena calidad
(Rodriguez-Campos et al., 2012). En contraposicion a este método estan los métodos artificiales,
en los que se utilizan hornos y otros mecanismos que favorecen la aparicién de ciertos matices
de goma y gasolina (Aprotosiae et al., 2016). De manera general, es recomendable usar
temperaturas de secado no excesivamente altas y prolongadas ya que estas condiciones
favoreceran la aparicion de sabores demasiado acidos. En los tratamientos artificiales se ha visto
que resulta beneficioso utilizar temperaturas de secado no superiores a los 70 °C durante 8 h,
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ya que valores que sobrepasen este limite eliminan de forma importante la presencia de
compuestos fendlicos (Abhay et al., 2016). Entre los principales eventos que se dan durante el
secado, ademas de la ya citada reduccién de polifenoles, a causa de la difusividad y las
reacciones de Maillard, se encuentran el descenso de alcoholes, debido a la degradacién y
evaporacién, y el aumento de los acidos grasos en general, exceptuando acidos grasos volatiles,
gracias a la actividad de lipasas enddgenas de las vainas. Por otra parte, los tratamientos
térmicos entre 30 °C y 50 °C tienden a promover el aumento en la concentracidn de pirazinas
que, en exceso, pueden dar notas demasiado herbaceas, volviéndose un elemento negativo para
el producto final. Ya que el tiempo de secado esta dictaminado por el criterio del agricultor, esto
puede generar riesgos en cuanto a la idoneidad del producto en relacién a las propiedades que
ha adquirido hasta el momento (Rodriguez-campos et al., 2011).

Durante la torrefaccion, también conocida como tueste, que es un proceso llevado a cabo ya
en las industrias chocolateras, se continta desarrollando el perfil organoléptico del cacao
procesado. Al igual que en la etapa de secado, temperaturas elevadas durante este proceso
causan una disminucién del contenido de polifenoles, pero también generan mayores niveles
de compuestos aromaticos volatiles (Santander Mufioz et al., 2020), por lo que es fundamental
establecer un punto adecuado en el que exista un equilibrio para la generacién de propiedades
organolépticas deseadas y los compuestos nutracéuticos se mantengan. Cabe recalcar que los
polifenoles pueden afectar a las propiedades organolépticas si se encuentran en
concentraciones elevadas, ya que durante el tratamiento térmico interaccionan con distintas
moléculas precursoras del aroma. Las reacciones de Maillard son importantes para la formacion
de compuestos organolépticos, gracias a que los azlcares reductores, junto con las aminas, dan
lugar a la formacién de compuestos como pirazinas y aldehidos, y otras moléculas en menor
proporcién, como cetonas, alcoholes, éteres, furanos, éteres y triazoles (Kongor et al., 2016).
Durante el tostado del cacao se ha identificado la generacién de mdas de 600 compuesto distintos
que son parte del aromay sabor (Huang y Barringer, 2011). Dentro de estos los mas destacados,
ya que le confieren al chocolate notas de sabor a frutas, caramelo, nueces, horneado vy flores,
son el 3-metilbutanal, acetofenona, 2-metilpropeno, benzaldehido, 2-metilbutanal,
trimetilpirazina, 2,3-dimetilpirazina, 2-fenilacetaldehido y tetrametilpirazina. A pesar de
generarse compuestos deseables durante esta etapa, las condiciones de la misma también
permiten la formacidn de compuestos indeseables por su actividad téxica. Un claro ejemplo de
esto son las aminas biogénicas, compuestos nitrogenados con alta actividad bioldgica, cuya
formacién es promovida en presencia de grupos carbonilicos y amino, y valores elevados de
temperatura y humedad (Rottiers et al., 2019).

El conchado, que como ya se citd, es el Ultimo proceso secundario en la produccién de
chocolate, ayuda a potenciar sabor y aroma, debido a que reduce compuestos de efecto
negativo por evaporacion, lo que permite una ganancia del peso relativo de los compuestos que
permanecen. No obstante, si el proceso se extiende por mucho tiempo y en combinacién con
valores térmicos elevados, también se reducirdn los compuestos de interés, especificamente
aldehidos, alcoholes y esteres (Owusu et al., 201). Asi, si este proceso es llevado a cabo
correctamente, los compuestos de influencia organoléptica se concentraran, mientras que, si
por el contrario, no es bien gestionado, apareceran nuevos compuestos de influencia no
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deseable. El conchado también permite la movilidad de moléculas que puedan estar
concentradas entre las particulas de cacao y manteca, lo que permitira mayor uniformidad y
homogeneidad en conjunto con el aztcar (Afoakwa et al., 2013b).

3.2.3. Otros factores que condicionan sabor y aroma

Existen otros factores determinantes en la generacién de sabores y aromas. La localizacion
geografica determina en cierta medida la composicién nutricional de la semilla 'y, por tanto, la
calidad organoléptica del producto final. Adicionalmente, este factor también puede determinar
la concentracién de compuestos bioactivos con actividad antioxidante. Las practicas agricolas
cambian segln la zona, variando la duracién del cultivo, el modo de recoleccidn y otros aspectos;
si ademas se consideran también las condiciones climaticas, especificamente los niveles de
radiacién, la pluviosidad, y las caracteristicas del suelo, que determinan los parametros
nutricionales, la influencia que el factor geogréfico ejerce sobre el perfil organoléptico del cacao
resulta evidente (Oracz et al., 2015). La variacion en los niveles de grasa, compuestos fendlicos
y otras moléculas, son fundamentales debido a los precursores que generan para la adquisicién
de una buena cristalizacion y consistencia. Un ejemplo claro de la importancia de este factor lo
han determinado ciertas investigaciones que revelaron que la maduracion de la vaina bajo
condiciones de sequia era primordial para la generacion de mayores niveles de compuestos
fendlicos (Toker et al., 2020).

Otro factor no excesivamente considerado es el almacenamiento de las vainas después de su
recoleccion y de forma previa a su apertura. Esto causa cambios quimicos relacionados con el
descenso tanto de azucares reductores como no reductores, proteinas, grasas y polifenoles
(Guehi et al., 2010a). Durante este periodo, y dependiendo de las condiciones de
almacenamiento de la vaina, se pueden desarrollar especies contaminantes que posteriormente
afecten también la fermentacion (Hamdouche et al., 2019). En cuanto a la composicidn quimica,
se han evidenciado aumentos de la cantidad de alcoholes (Afoakwa et al., 2013a), exceptuando
etanol, lo que se relaciona con la actividad de levaduras beneficiada por la baja actividad de
bacterias acido lacticas, como consecuencia de la disponibilidad de oxigeno. A diferencia de los
alcoholes, compuestos como ésteres y dcidos tienden a reducirse mientras aumenta el tiempo
de almacenamiento de las vainas. De todas maneras, la investigacion de esta fase de
almacenamiento continla ofreciendo datos contradictorios, debido sobre todo a la ausencia de
un control generalizado a la hora de ejecutarla. Algunas investigaciones le asignan un caracter
negativo, mientras que otras aseguran que esta etapa puede ser una herramienta para perfilar
las caracteristicas organolépticas que se desean, a través de la alteracién de la composicidn
quimica antes de la fermentacién (Afoakwa et al., 2013b).

3.3. Perfil organoléptico del producto procesado

Entre los compuestos que poseen mayor impacto sobre las propiedades de sabor y aroma
estan incluidos alcoholes, amidas, acidos, aldehidos, cetonas, aminas, fenoles, esteres, furanos,
parafinas, hidrocarburos y terpenos (Alasti et al., 2019). La generacion de los compuestos
mencionados se da a partir de precursores identificados como oligopéptidos, azucares
reductores, aminoacidos libres y cianidina-3-galactdsil, clasificado este Gltimo como antocianina
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que, junto a las catequinas y proantocianidinas conforman la fracciéon polifendlica del cacao
(Aprotosoaie et al., 2016).

Entre los compuestos de naturaleza acida volatil destaca el acido acético, aunque también
contribuyen al perfil organoléptico los acidos propidnico, isovalérico e isobutirico (Yusep et al.,
2002). Cuando estos compuestos se encuentran en concentraciones muy elevadas confieren
aromas no deseados, tales como notas a mantequilla o a grasa rancia, por lo que su reduccién
se hace fundamental en etapas posteriores a la fermentacién. Por otro lado, compuestos como
cetonas y aldehidos generan aromas y sabores agradables que son frecuentes en productos
malteados y chocolates, principalmente aquellos con notas florales. Los principales aldehidos y
cetonas responsables de estas acciones son 3-metilbutanal, 2-metilbutanal y 5-metil-2-
fenilhexenal, que ademas participan en la formacion de pirazinas (Counet et al., 2002). Estas
ultimas muestran el mayor impacto organoléptico en el cacao procesado, incorporando aromas
a nueces, tostado y tierra. El nimero de pirazinas que esta involucrado en el desarrollo de
caracteristicas organolépticas se postula entre 80 y 100, destacando de forma general las
alquipirazinas con un 90% de la totalidad y, de forma especial, trimetilpirazinas vy
tetrametilpirazinas. La interaccién de estos compuestos permite la generacién de aromas
especificos, tales como los asociados a la 2,3-dimetilpirazina, que proviene del 2-fenil-2-butenal
(Fang et al., 2020).

Otro grupo de compuestos volatiles fundamental en las caracteristicas organolépticas son los
ésteres, los cuales aportan matices frutales. Este tipo de compuestos proviene
mayoritariamente de la actividad de levaduras durante la fermentacién. Un problema con estos
compuestos es que durante las etapas de conchado y torrefaccion, especificamente aquellos de
cadena corta como el 2-fenilacetato, se pierden a causa de las condiciones de dichos procesos
(Meersman et al., 2013).

Otros compuestos como los alcoholes, producto de la actividad microbiana pero también de
la degradacién térmica de aminoacidos, son causantes de ciertas notas florales y frutales
mayoritariamente causados por el linalool, que también es considerado como terpeno, y es una
molécula generada abundantemente en variedades de cacao fino (Kongor et al., 2016).

3.4. Importancia de los microorganismos en la fermentacion

Durante la etapa fermentativa se dan las reacciones primordiales que permiten la obtencion
de un producto final comercializable, dentro de las cuales no solo estd el desarrollo de
caracteristicas organolépticas, sino también transformaciones fisico-quimicas fundamentales,
todas ellas dependientes de la actividad de microorganismos (Vinicius et al., 2013).

El cacao posee, como muchas materias primas vegetales, sustancias en elevada
concentracién que le otorgan sabores astringentes indeseables, como polifenoles, o amargor
como las metilxantinas (Peldez et al., 2016). Durante la etapa fermentativa cierto porcentaje
unos y otras se elimina, generalmente por procesos oxidativos catalizados por enzimas polifenol
oxidasas. Mientras estos compuestos son reducidos otros se generan, como precursores de
aroma y sabor, y durante todo el proceso biosintético la actividad de distintas comunidades
microbianas es esencial. Ya que la actividad individual de los microorganismos favorece la
sucesién de otros, debido a los compuestos y condiciones que se van generando, se comprende
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a la fermentacidén como un proceso que transcurre en diversas subetapas, en cada una de las
cuales suele haber una comunidad microbiana especifica y dominante.

La composicién del mucilago del cacao estimula la accién microbiana, a partir de la cual se
generan de alcohol y 4cidos, y se libera energia. La conjuncién de todos estos eventos de origen
microbiano favorece el deterioro de los cotiledones del cacao y, finalmente, su muerte celular.
Este proceso se considera esencial, ya que permite la liberacidn de compuestos intracelulares
como enzimas y sustratos, ambos fundamentales en la evolucién de los pardmetros
organolépticos de las semillas (Gutiérrez, 2017).
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Figura 5. Eventos bioquimicos concurrentes durante el proceso fermentativo y grupos microbianos
responsables (De Vuyst y Leroy, 2020).

4. Ecologia microbiana durante la fermentacion
4.1. Dindmica y biodiversidad

Como ya se ha descrito repetidamente en este trabajo, las condiciones iniciales incentivan el
desarrollo de levaduras, gracias a la concentracién de azlcares, al bajo pH y a la disponibilidad
limitada de oxigeno. Esta actividad de las levaduras, entre las primeras 24-36 h de fermentacion
crea un ambiente con elevada concentracién de etanol, que puede llegar hasta un 7%, aunque
lo normal es que no supere el 4% (Ho et al., 2014). Sin embargo, la distribucién no es
homogénea, dado que el proceso transcurre de forma menos activa en el centro de la masa
fermentada y mucho mas rapida en las zonas externas. De forma simultanea, y como
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consecuencia del caracter exotérmico de estas acciones, se da un aumento moderado de la
temperatura. De inicio, y potenciado por los leves cambios que se asocian a la actividad de las
levaduras, las BAL comienzan también a adquirir importancia, llegando a alcanzar
concentraciones entre 108- 10° UFC/g entre las 24 y 48 h (Moreira et al., 2013). El papel de
levaduras y BAL no se restringe a la produccion de etanol y dcido lactico, respectivamente. Asi,
pulpa y cotiledones se ven afectados por la produccién de enzimas pectinoliticas por parte de
las levaduras. La disminucidn del acido citrico asociada a la accién de ambos grupos microbianos,
y la transformacién de fructosa hasta manitol por algunas especies BAL heterofermentadoras,
como Lactobacillus fermentum, son otras de las funciones fundamentales (Sarbu y Csutak,
2019).

Se ha documentado la presencia de hongos filamentosos en algunos procesos durante las
primeras 36 h de fermentacién (Schwan et al., 2014), si bien la naturaleza de su influencia crea
controversia entre los investigadores, ya que mientras una fraccién considera que dicha
presencia se debe considerar como una contaminacidon consecuencia de un mal manejo, y
responsable de generar un impacto negativo sobre la calidad organoléptica y sanitaria del cacao
fermentado (Copetti et al., 2015), otros apuntan a un posible efecto positivo, derivado de su
accion pectinolitica (Ardhana y Fleet, 2003).

Log CFU/mL

Fermentation time (days)

A Yeasts B LAB ¢ AAB D Spore-forming bacteria E Filamentous fungi

Figura 6. Evolucion de las principales comunidades microbianas durante la fermetnacion (Schwan, 2015).

La descomposicion de la pulpa a causa de la actividad microbiana y los cambios del sistema
generan que los liquidos y el agua retenida en ella lixivie hacia los orificios de las cajas de
fermentacidn, lo que aumenta la aireacién de la masa, favoreciendo el crecimiento de bacterias
del acido acético (Soumahoro et al., 2020). Las BAA crecen desde niveles bajos e incluso no
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detectables desde el inicio de la fermentacién, de manera que ya a las 48 h pueden alcanzar
niveles de concentracién de 107- 108 UFC/g, aunque los maximos niveles suelen detectarse en
torno a las 72 h, tiempo tras el cual es habitual que se produzca un descenso (De Vuyst y Leroy,
2020). El desarrollo de las BAA se ve estimulado mayoritariamente por la presencia de oxigeno,
dado el caracter eminentemente aerdbico de este grupo, aunque se ha visto que algunas cepas
son capaces de crecer en condiciones con reducida tensién de oxigeno (Schwan, 2015).

Las bacterias del acido acético degradan el etanol formado inicialmente mediante un proceso
de cardcter exotérmico, que puede prolongarse hasta la metabolizacién total, con produccidn
de agua y diéxido de carbono. Como consecuencia de esta reaccion oxidativa, se produce un
segundo incremento de temperatura (Lefeber et al., 2011)), alcanzado valores entre 45 °Cy 50
°C o incluso superiores. Ya al final de la fermentacién, y gracias al aumento del pH vy las
concentraciones de oxigeno, el entorno se vuelve favorable el crecimiento de Bacillus sp., que
puede llegar a concentraciones de 108 UFC/g (Sarbu y Csutak, 2019). El papel de las especies
pertenecientes a este género aun no estd claro. Asi, la actividad enzimatica de estos
microorganismos permite la generacién de acidos grasos de cadena corta que pueden llegar a
generar aromas indeseables en el producto final. Por el contrario, se dice también que la
actividad de estos microorganismos podria ser positiva, ya que son capaces de producir enzimas
pectinoliticas beneficiosas durante la fermentacion (Ouattara et al.,, 2008), aunque este
argumento se desvaloriza por el hecho de que, durante los primeros dias de fermentacién,
cuando la descomposicion de la pectina es un proceso primordial, la concentracién de Bacillus
sp. se encuentra en nimeros muy bajos.

4.2. Levaduras

La comunidad levaduriforme asociada a la fermentacion del cacao suele mostrar un alto
grado de diversidad. De forma mayoritaria, dicha comunidad suele estar dominada por el
complejo Hanseniaspora guilliermondii/opuntiae, especialmente durante las primeras horas del
proceso (llleghems et al., 2012). Tras 24-36 h de fermentacién, la poblacién de levaduras
aumenta a 108 UFC/g, para después experimentar un descenso constante durante lo que queda
de la fermentacion. Las especies del género Hanseniaspora suelen presentar una baja tolerancia
al etanol, lo que, unido a la ausencia de mecanismos de resistencia frente a otro tipo de estreses,
tales como térmico y osmético, condiciona su dominancia en etapas avanzadas del proceso,
aunque persiste en todas las etapas (Papalexandratou y De Vuyst, 2011). Las condiciones
imperantes durante la segunda mitad de la fermentacién favorecen la presencia de otras
especies, tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens o Issatchenkia orientalis
(Ho et al., 2014), aunque nunca en concentraciones tan elevadas como las presentes en la
primera parte del proceso (Koffi et al., 2017).

Estudios recientes revelan que Hanseniaspora guilliermondii/opuntiae probablemente
muestra una distribucién universal en relacién con la fermentacién del cacao, dado que se ha
detectado en procesos ejecutados a lo largo de todo el mundo (Papalexandratou y De Vuyst,
2011). Sin embargo, estudios filogenéticos parecen establecer ciertas diferencias en funcién de
la localizacion geografica del proceso, lo que apuntaria a la existencia de cepas pertenecientes
a una misma especie, pero dependientes de su localizacién (Schwan, 2015). Asi, las comunidades
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levaduriformes presentes en procesos geograficamente diferenciados no serian poblaciones
clénicas que se dispersan a lo largo del planeta, sino que serian grupos asociados a nichos y
regiones concretas evolutivamente adaptados a las caracteristicas especificas de cada zona, lo
que desvelaria la existencia de complejos patrones migratorios (Ludlow et al., 2016). En este
sentido, las distintas cepas de levaduras presentes en la fermentacién parecen no mostrar nexo
de unién con aquellas propias de la regidon de procedencia de las plantas, lo que sugiere la
existencia de eventos de combinaciones alélicas entre Europa, Asia y América del Norte,
propiciados por las actividades y movimientos humanos. Finalmente, se ha determinado que las
levaduras dominantes son diferentes en territorios alejados, mientras que en territorios
cercanos o dentro del mismo pais, pocas veces se identifican composiciones de poblaciones de
levaduras diferentes (Ludlow et al., 2016).

De forma general, la deteccién molecular de las levaduras asociadas a procesos localizados
en zonas con altos niveles de produccion de cacao, tales como Ecuador, Brasil, Ghana, Costa de
Marfil o Malasia, sefiala a Hanseniaspora sp., seguida por Issatchekia orientalis y Saccharomyces
cerevisiae como especies mas abundantes. En cualquier caso, no resulta prudente generalizar,
ya que ademads de los factores geograficos, la identidad de la comunidad levaduriforme se
encuentra condicionada por aspectos tales como la metodologia de fermentacidn utilizada, que
puede determinar en gran medida las especies que actuaran como dominantes en un mismo
territorio (De Vuyst y Weckx, 2016).

Tabla 3. Especies dominantes (negrita) y principales especies de levaduras presentes durante la
fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Levaduras en la fermentacion del cacao

Método de

. Cultivar Levaduras dominantes - especies involucradas
fermentacion

Reblbli Hanseniaspora guilliermondii, Candida inconspicua,
epublica
p. . Cajas (100 kg) Trinitario | H. valbyensis, C. krusei, C. glabrata, C. zeylanoides,
Dominicana L _ .
Pichia fermentans, Yarrowia lipolytica

Pichia manshurica, P. kudriavzevii, Saccharomyces
. Nacional y | cerevisiae, Candida magnoliae, C. Sorbosivorans, C.
Ecuador Cajas (100 kg) L . ) .
Trinitario | tropicalis, Kluyveromyces marxianus, Hanseniaspora

opuntiae, Torulaspora delbrueckii

Pichia manshurica, P. kudriavzevii, P. kluyveri,

. Saccharomyces cerevisiae, Candida magnoliae, C.
Plataforma (100 | Nacional y

Ecuador L sorbosivorans, C. tropicalis, Kluyveromyces
kg) Trinitario : ) .
marxianus, Hanseniaspora opuntiae, Rhodotorula
minuta
Caja/plataforma Hanseniaspora sp., Debaryomyces sp., Candida sp.,
Ecuador NA . .
(NA) Issatchenkia terricola
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Tabla 3 (Cont.). Especies dominantes (negrita) y principales especies de levaduras presentes durante la
fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Trinidad

Cajas (500 kg)

Trinitario

Candida krusei, Hansenula anomala, Pichia
fermentans, P. membranifaciens, Saccharomyces
cerevisiae var. elipsoides, Schizosaccharomyces
pombe, Trichosporon pullulans

Australia

Caja (75 kg)

Trinitario

Hanseniaspora guillermondii, Issatchenkia
orientalis, Saccharomyces cerevisiae, H. uvarum
Pichia membranifaciens, P. burtonii, P. anomala,
Candida sorbisivorans, C. quercitrusa, Zygoascus
hellenicus

Brasil

Caja (800 kg)

Forastero

Candida bombi, C. rugopelliculosa, C. pelliculosa, C.
rugosa, Kloeckera  apiculata,  Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces thermotolerans,
Lodderomyces zlongisporus, Pichia fermentans,
Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae var. chevalieri,
Torulaspora pretoriensis

Brasil

Caja (1500 kg)

Criolloy
Forastero

Hanseniaspora uvarum, H. opuntiae, Saccharomyces
cerevisiae, Candida glabrata, C. albicans, C.
stellimalicola, Kluyveromyces lactis, Pichia
fermentans, Debaryomyces
hansenii,Zygosaccharomyces rouxii,
Schizosaccharomyces pombe

Brasil

Caja (1000 kg)

Criolloy
Forastero

Saccharomyces cerevisiae, Pichia kudriavzevii,
Hanseniaspora uvarum, Wickerhamomyces sp.
Candida ethanolica, C. inconspicua, C. humilis, C.
xylopsoci, C. intermedia Debaryomyces etchellsii,
Schizosaccharomyces pombe, Yarrowia lipolytica

Indonesia

Caja (1000 kg)

Trinitario y
Forastero

Candida tropicalis, Saccharomyces cerevisiae,
Kloeckera apis, C. pelliculosa, C. humicola, K. javanica,
K. africana, Rhodotorula rubra, R. glutinis

Ghana

Montén (500
kg)

Forastero

Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei, Pichia
membranifaciens, Hanseniaspora guilliermondii, C.
quercitrusa, C. diversa, C. sorboxylosa, C. zemplinina,
C. cylindracea, C. michaelii, C. ethanolica,
Saccharomycopsis crataegensis, P. kluyveri, P. pijperi,
H. guilliermondii, Issatchenkia orientalis, I. hanoiensis,
Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora asahii
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Tabla 3 (Cont.). Especies dominantes (negrita) y principales especies de levaduras presentes durante la
fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Ghana

Bandeja (100
kg)

Forastero

Saccharomyces cerevisiae, Pichia membranifaciens,
Hanseniaspora guilliermondii, Candida diversa, C.
krusei, C. zemplinina, C. stellimalicola, C. quercitrusa,
C. ethanolica, P. kluyveri, Saccharomycopsis
crataegensis, Issatchenkia orientalis, I. occidentalis,
Rhodotorula  glutini,  Torulaspora  delbreuckii,
Schizosaccharomyces pombe

Ghana

Montén (1000
kg)

Forastero

Pichia membranifaciens, Candida krusei,
Hanseniaspora guilliermondii, Trichosporon asabhii, P.
kluyveri, P. membranifaciens,  Saccharomyces
cerevisiae, C. amapae, C. stellimalicola, C. zemplinina,
C. neodendra/diddensiae, C. stellimalicola, C.
zemplinina, C. friedrichii, Issatchenkia hanoiensis,
Saccharomycopsis vini

Costa de
Marfil

Caja (70 kg)

Forastero

Candida lactativorus, C. krusei, C. sake, C. valida,
Kloeckera apiculata, K. corticis, K. wickerhamii, Pichia
membranaifaciens, Saccharomyces cerevisiae var.
chavalieri

Costa de
Marfil

Caja (NA)

NA

Hanseniaspora sp., Pichia kudriavzevii,
Saccharomyces cerevisiae, Hyphopichia burtonii,
Meyerozyma caribbica, Pichia veronae/fabianni

Malasia

Caja (2500 kg)

Trinitario

Candida sp., Debaryomyces sp., Hansenula sp.,
Kloeckera sp., Rhodotorula sp., Saccharomyces sp.,
Torulopsis sp.

Malasia

Caja (NA)

NA

Hanseniaspora sp., Pichia kudriavzevii,
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii

Aunque las caracteristicas metabdlicas de la comunidad levaduriforme presentan un alto

grado de uniformidad en cuanto a su distribucidn entre las especies participantes en el proceso,

es posible establecer cierta diferenciacidn en el peso relativo que cada una de ellas ejerce en las

diversas acciones asociadas a estos microorganismos. Asi, Saccharomyces cerevisiae vy

Hanseniaspora sp. muestran mas relaciéon con la sintesis de precursores del sabor (Ramos et al.,

2014; Visintin et al., 2017), mientras que especies de los géneros Pichia y Candida se encuentran

involucradas en mayor medida en el aumento del pH derivado de la reduccién en los niveles de

acido citrico (Pereira et al., 2017). Otras, como es el caso de Kluyveromyces marxianus, gracias

a su tolerancia alcohdlica, pueden continuar metabolizando azucares aun incluso cuando la

fermentacion alcohdlica se encuentra en fase avanzada, ademas de actuar sobre la fraccion

pectinolitica mediante la accién de las enzimas correspondientes (Leal et al., 2008). Con respecto
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a este Ultimo proceso, especies como Kluyveromyces thermotolerans o Saccharomyces
cerevisiae también participan (Sarbu y Csutak, 2019). No obstante, y tomando en consideracién
las particularidades de cada proceso y la influencia que eso ocasiona en los perfiles de la
comunidad microbiana, las propiedades del producto fermentado dependerdn de la identidad
de las especies dominantes en cada caso (Hernandez-Hernandez et al., 2016). Asi, si la especie
dominante es S. cerevisiae, los niveles de etanol durante la fermentacion seran mayores que los
presentes en aquellos casos en los que las especies mayoritarias pertenezcan a los géneros
Pichia, Kluyveromyces o Hanseniaspora (Ho et al., 2014).

Las levaduras fermentan los azlcares hasta etanol a través de la via glucolitica y de la ruta de
las pentosas fosfato, ademas del ciclo de los acidos tricarboxilicos. También muestran capacidad
para utilizar el cido citrico, aunque en menor medida que las bacterias del 4cido lactico y, como
ya se ha mencionado, la produccién de enzimas pectinoliticas, mayoritarimente endo-
poligalacturonasas, les permiten participar en los procesos de degradacién de la pulpa y los
cotiledones. Desde una perspectiva organoléptica, las levaduras contribuyen al desarrollo de las
propiedades de aroma y sabor a través de la sintesis de, sobre todo, compuestos volatiles,
asociados a sabores afrutados. Se han identificado mas de 30 compuestos aromaticos generados
por levaduras tales como Pichia kudriavzevii, Wickerhamomyces anomalus, Geotricum
candidum o S. cerevisiae, entre los que se encuentran alcoholes superiores (isoamilico e
isobutanol), ésteres (acetato de isobutilo, acetato de isoamilo, acetato de etilo, propil acetato o
feniletil acetato) o 4cidos (isovalérico) (Koné et al., 2016).

4.3 Bacterias del acido lactico

Después del primer dia de fermentacién, en el cual las levaduras han generado
concentraciones de etanol considerables, las condiciones comienzan a ser favorables para que
las BAL entren en su etapa de actividad maxima. Durante el segundo y el tercer dia, las BAL
consumen los azUcares remanentes, generando acido lactico. En ese periodo de tiempo, las BAL
se desarrollan hasta niveles poblacionales en torno a 108 UFC/g, valores que suelen decaer con
posterioridad como consecuencia del cambio de las condiciones y del agotamiento del sustrato
(Schwan, 2015).

Las bacterias del acido lactico llevan a cabo varias reacciones durante la fermentacién.
Dentro de estas se encuentra la reduccion de azucares de la pulpa, especificamente la
metabolizacion de glucosa y fructosa hasta la sintesis de acido lactico, compuesto que también
deriva de la utilizacién de acido citrico, junto a acido acético y compuestos volatiles (Ho et al.,
2018). En concreto, los compuestos de esta naturaleza descritos incluyen diacetilo, 2,3-
butanodiol, acetaldehido y acetoina (Ho et al., 2015). Algunas especies pueden también llevar a
cabo la conversion de fructosa en manitol (Lefeber et al., 2011). La actividad de las BAL, por
tanto, esta relacionada significativamente con la modulacion del pH de los cotiledones, accién
que permite el crecimiento de otras bacterias, asi como la funcionalidad de enzimas enddgenas
(Ho et al., 2015).

Durante la fermentacién las especies de BAL mayormente involucradas pertenecen a los
géneros: Lactobacillus (L.), Lactococcus (Lc.), Leuconostoc (Leuc.), Pediococcus (P.), y Weisella
(W.). Las primeras investigaciones realizadas Ostovar y Keeney (1973), pudieron determinar las
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especies principales de BAL presentes en la fermentacion de cacao, las cuales fueron: L.
fermentii, L. bulgaricus, L. lactis, L. plantarum y Streptococcus thermophilus. Estudios actuales
han revelado que para fermentaciones en pila y bandeja los perfiles muestran un relativamente
alto porcentaje de similitud en la mayoria de los casos. Asi, L. plantarum y L. fermentum resultan
ser los microorganismos que dominan el proceso fermentativo, siendo la primera mayoritaria
durante las primeras etapas de la fermentacion y la segunda en las etapas finales (llleghems et
al., 2015). También se ha encontrado un factor geografico en la preponderancia de una u otra,
de manera que L. fermentum parece asociarse en mayor medida a procesos localizados en
Ecuador, Costa de Marfil o Malasia, mientras que L. plantarum lo hace a fermentaciones en
Nigeria, Republica Dominicana o Australia. El resto de especies lacticas suele variar dependiendo
de factores tales como ubicacién y métodos de fermentacidn. Entre las detectadas, cabe citar
Enterococcus casseliflavus, Leuconostoc pseudomesenteroides, especies de Pediococcus,
Fructobacillus pseudoficulneus, Lactobacillus ghanaensis, Lactobacillus cacaonum, Weissella
fabaria, o Weissella ghanaensi (Schwan, 2015). En casos concretos, las dos especies dominantes
de Lactobacillus ceden su papel protagonista a algunas de las citadas.

Tabla 4. Especies dominantes (negrita) y principales especies deBAL presentes durante la fermentacion
de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

BAL en la fermentacion del cacao

Método de
fermentacion

Cultivar BAL dominantes - especies involucradas

Republica
Dominicana

Cajas (100 kg)

Trinitario

Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. paracasei
subsp. casei, L. pentosus

Ecuador

Cajas (100 kg)

Nacional y
Trinitario

Lactobacillus fermentum, Leuconostoc

pseudomesenteroides, L. amylovorus, L. farraginis, L.
tropaeoli-like,

coryniformis, Fructobacillus

Streptococcus salivarius, Weissella fabaria

Ecuador

Plataforma
(100 kg)

Nacional y
Trinitario

Lactobacillus fermentum, Leuconostoc

pseudomesenteroides, Fructobacillus tropaeoli-like,
L. fabifermentans, L. plantarum, L. nagelii, L.
cacaonum, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lac.
Enterococcus

garvieae, casseliflavus, E.

saccharolyticus, Fructobacillus ficulneus,

Leuconostoc mesenteroides, Leuc.
pseudomesenteroides, Leuc. fallax, Weissella cibaria,

Streptococcus salivarius

Australia

Caja (75 kg)

Trinitario

Lactobacillus plantarum, L. fermentum, Pediococcus
acidilactici, Leuconostoc pseudomesenteroides
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Tabla 4. Especies dominantes (negrita) y principales especies deBAL presentes durante la fermentacion de
cacao (adaptado de Schwan, 2015).
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Tabla 4. Especies dominantes (negrita) y principales especies deBAL presentes durante la fermentacion de

cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Costa de Monton (150 | Trinitarioy |Leuconostoc pseudomesenteroides, Lactobacillus
Marfil kg) Forastero |fermentum
Costa de Trinitarioy | Lactobacillus fermentum, Leuconostoc

. Caja (1200 kg) .
Marfil Forastero |pseudomesenteroides

Malasia Caja (2500 kg) | Forastero |Lactobacillus collinoides, L. plantarum

Nigeria Caja (NA) NA . . o
reuteri, Pediococcus acidilactici

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

El ambiente acido, azucarado y microaerobio que caracteriza la masa cacaotera es éptimo
para el crecimiento de las BAL. Su tolerancia al etanol y a la temperatura (Chen et al., 2013; Liu
y Quereshi, 2009) les permiten prolongar su presencia mas alla del inicio del proceso, aunque la
diversidad y la dindmica poblacional que muestran es compleja. De forma mayoritaria, las
especies mas determinantes muestran caracter heterofermentativo (Zaunmdiller et al., 2006),
caracterizadas por la asimilacion de azlcares mediante la via de las pentosas fosfato. Por el
contrario, las especies homofermentativas, que suelen jugar un papel menos dominante,
utilizan la ruta Embden-Meyerhof-Parnas. Tal diferenciacion metabdlica da lugar a que las
primeras generen etanol, dcido acético, manitol y didxido de carbono, ademas de acido lactico,
mientras que las segundas producen basicamente solo este ultimo. El acido lactico generado
difunde en parte hasta los cotiledones y en parte es utilizado por las bacterias del acido acético
(Schwan et al., 2015). La capacidad de utilizacion del acido citrico también se considera
importante, ya que contribuye a la formacién de compuestos organolépticos de importancia,
tales como acetoina o 2,3-butanodiol (Ouattara et al., 2016). En el caso de la conversion de
fructosa en manitol, las especies que exhiben esta capacidad destinan menor cantidad de este
azucar para la sintesis de acido lactico, lo que da lugar a valores de pH menos acidos en los
cotiledones.

Aungue no se ha dilucidado de forma definitiva, parece ser que la actividad de las BAL en
relacidn con el cacao no muestra niveles significativos de proteolisis, lipolisis o pectinolisis, por
lo que probablemente no altere la estructura de los cotiledones en lo que respecta a este tipo
de compuestos. Por el contrario, las transformaciones que propician en los azdcares dan lugar
también a diversos compuestos secundarios, como alcoholes, ésteres, dcidos organicos, cetonas
y aldehidos, que acceden a los cotiledones y les aportan nuevos perfiles organolépticos. Ademas
de la produccién de compuestos organicos, se sabe que las BAL pueden producir sustancias
antimicrobianas, como las bacteriocinas, que podrian afectar a la variedad de microorganismos
en la fermentacion, pero que también podrian mostrar actividad frente a especies toxigénicas
de naturaleza fungica no sélo durante la fermentacién, sino también en las posteriores etapas
de secado y almacenamiento (Essia Ngang et al., 2015).
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4.4. Bacterias del acido acético

Las bacterias del acido acétios estan involucradas en la produccion de multiples bebidas
fermentadas, como la kombucha, el vinagre, el kéfir o los derivados del cacao (Lynch et al.,
2019). Durante la fermentacién del cacao, estas bacterias usan el etanol y el 4cido lactico como
sustrato para la produccidn de acido acético, compuesto que, como ya se ha referenciado con
anterioridad, difunde hasta los cotiledones y participa en las reacciones de generacién de color
y de formacién de precursores del sabor.

A pesar de que las bacterias acido acéticas estan presentes saprofitamente en la pulpa desde
el comienzo de la fermentacion, su capacidad para crecer y metabolizar los azucares del medio
se ve restringida por las condiciones insuficientes de oxigeno (De Vuyst y Leroy, 2020). La
actividad de estas bacterias alcanza su fase exponencial cerca de las 50 horas y su pico de
actividad cerca del inicio del tercer dia de fermentacién, momento en el que su poblacidon se
sitiia en concentraciones cercanas a las 10° UFC/g. Su principal accién reside en la oxidacién del
etanol presente en el medio hasta acido acético, produciendo llegar a producir concentraciones
de hasta 20 mg/g de pulpa. Esta reaccién es la que mayor potencial exotérmico posee a lo largo
de toda la fermentacion, por lo que desempeiia un papel fundamental a la hora de provocar la
muerte de los cotiledones y una buena fermentacién de los mismos (Schwan, 2015).

Ademas de la influencia organoléptica que el acido acético generado por BAA ejerce sobre
los granos de cacao, este compuesto también cumple funciones secundarias derivadas de su
capacidad antimicrobiana. Asi, el desarrollo de especies sensibles, tanto bacterias como hongos
y levaduras, algunas de ellas con capacidad alterante, puede verse minimizado como
consecuencia de la presencia de este compuesto (Ruggirello et al., 2019). Por otra parte, se
postula que las BAA pueden intervenir en la sintesis de algunas moléculas de interés
organoléptico, tales como aldehidos y cetonas, aunque son necesarios mas datos que confirmen
tal actividad (Ho et al., 2018).

De acuerdo con la bibliografia existente, las especies BAA que con frecuencia son dominantes
en el proceso fermentativo son Acetobacter pasteurianus, A. ghanensi, A. aceti, A. tropicalis y
Gluconobacter oxydans. Los primeros estudios llevados a cabo por Roelofsen y Giesberger en
1947 detectaron Gluconobacter oxidanes como especie dominante dentro de las primeras 24-
32 h de fermentacidn, mientras que A. pasteurianus ocupaba dicha posicion a partir de las 40 h
y en etapas posteriores. En la actualidad, se sabe que no es posible generalizar los perfiles
microbianos asociados a la fermentacidn del cacao, de manera que para evaluar la evoluciéon
qgue muestra la poblacién acética es necesario tener en cuenta las condiciones en las que se
realiza el proceso (Camu et al., 2007). Asi, diversos estudios de ecologia microbiana han
determinado que, en zonas como Brasil, 0 Ghana, son, A. aceti, A. pasteurianus y G. oxydans las
especies que, de forma recurrente, ostentan mayor protagonismo en el proceso, aunque esta
ultima con presencialidad inferior a las dos primeras (De Vuyst et al., 2008; Papalexandratou et
al., 2011b). En cambio, fermentaciones localizadas en Costa de Marfil se asocian a la presencia
de A. pasteurianus y A. aceti, ademas de otras especies de este género, pero no a la de
Gluconobacter sp. de manera persistente (Soumahoro et al., 2020). Otras especies
habitualmente encontradas son A. tropicalis y A. syzygii, con aislamientos ocasionales de A.
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malorum. De forma global, y considerando todos los factores de influencia, la especie mas

destacada dentro del grupo de las BAA es A. pasteurianus, hasta el punto de que se cataloga

como especie autdctona del proceso fermentativo y es utilizado de manera frecuente y con éxito

como especie inoculante (Sarbu y Csutak, 2019).

Tabla 5. Especies dominantes (negrita) y principales especies deBAA presentes durante la fermentacion
de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

BAA en la fermentacion

Método de . . ..
. Cultivar BAA dominantes - especies involucradas
fermentacion
Republica . L .
. Cajas (100kg) Trinitario | Acetobacter lovaniensis
Dominicana
Acetobacter pasteurianus, A. senegalensis,
. Nacional y | A. malorum/cerevisiae, A. fabarum, A.
Ecuador Cajas (100kg) L . ) ) » .
Trinitario | ghanensis, A. orientalis, A. cibinongensis,
Gluconobacter sp., G. oxydans
Acetobacter pasteurianus, A. fabarum, A.
. peroxydans, A. cibinongensis, A.
Plataforma Nacional y . L "
Ecuador . malorum/indonesiensis, A. syzygii, A.
(100kg) Trinitario » . )
malorum/cerevisiae, A. orientalis, A.
lovaniensis/fabarum
Trinidad Cajas (500kg) Trinitario | Acetobacter aceti, A. roseus, A. suboxydans
. . ... | Acetobacter pasteurianus, Gluconobacter
Australia Caja (75 kg) Trinitario o .
oxydans, Asaia siamensis
Acetobacter aceti subsp. liquefaciens, A.
Brasil Caja (800 kg) Forastero |pasteurianus, A. peroxydans, Gluconobacter
oxydans subsp. suboxydans
. . Criolloy |Acetobacter pasteurianus,
Brasil Caja (1500 kg)
Forastero | Gluconacetobacter oxydans
Acetobacter tropicalis, A. malorum, A.
. . Mix de | pomorum, A. ghanensis, A. orientalis, A.
Brasil Caja (1000 kg) . .
variedades | senegalensis, Gluconobacter sp., G. oxydans,
Asaia sp.
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Tabla 5 (Cont.). Especies dominantes (negrita) y principales especies deBAA presentes durante la
fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Brasil Contenedor Criolloy |Acetobacter tropicalis, A. malorum, A.

plastico (500 kg) | Forastero |cerevisiae, A. ghanensis

Indonesia Caja (1000 kg) IS Acetobacter pasteurianus, A. aceti
Forastero
Acetobacter pasteurianus, A. syzigii, A.
Ghana Montdn (500 kg) | Forastero tropicalis, A. malorum, Gluconobacter

oxydans

Ghana Bandeja (100 kg) | Forastero Acetobacter pasteurianus, A. syzigii, A.

tropicalis, A. malorum

Montén (1000 Acetobacter pasteurianus, A. tropicalis, A.

Ghana ke) Forastero | ghanaensis, A. senegalensis, A. syzygii, A.
lovaniensis
Costa de Contenedores | Trinitarioy |Acetobacter pasteurianus, A. ghanensis, A.
Marfil (20 kg) Forastero |senegalensis

Malasia Caja (2500 kg) Forastero Acetobacter rancens, A. lovaniensis, A.

xylinum, Gluconobacter oxydans

El habitat con el que se encuentran las BAA cuando las condiciones son favorables para su
desarrollo se caracteriza por la escasa presencia de glucosa o fructosa, por lo que enfocardn su
metabolismo hacia el etanol sintetizado por las levaduras, y el acido lactico procedente de las
BAL. Esta ultima accién adquiere especial relevancia, ya que la disminucion en los niveles de
acido lactico minimiza la posible afectacion de las propiedades organolépticas del producto final
que este compuesto puede ocasionar. El principal producto generado por el metabolismo
acético, el acido acético, puede ser reducido en cierta medida hasta CO; y agua. Otro producto
generado, especialmente a partir de la transformacion del 4cido lactico, es acetoina.

Gran parte de las reacciones de interés que se dan durante la fermentacion destinadas a
generar un producto de calidad se dan durante esta etapa. Las condiciones imperantes, alta
temperatura y elevados niveles de acido acético, propician junto a la actividad enzimatica
enddgena, la muerte de los cotiledones. Dicha actividad enzimdtica permite también la
produccién de compuestos importantes para el desarrollo de las cualidades organolépticas, en
unién a la derivada de glicosidasas y endoproteasas propias de las BAA, identificadas entre las
escasas enzimas microbianas actuantes durante el proceso en este sentido.

4.5. Otros microorganismos participantes
4.5.1. Bacterias aerobias formadoras de esporas - Bacillus sp.

La presencia de especies pertenecientes al género Bacillus ha sido habitualmente
documentada en relaciéon con la fermentacion del cacao, lo cual no debe considerarse como un
hecho sorprendente, dada la versatilidad metabdlica que exhiben y la plasticidad funcional que
les caracteriza (Alcaraz et al., 2010). En este proceso concreto, el aumento de los niveles
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térmicos y de los valores de pH permiten el desarrollo de este grupo microbiano, llegando en

ocasiones a prolongar su presencialidad hasta el producto final (Pereira et al., 2020).

Tabla 6. Especies dominates (negrilla) y principales especies de Bacillus spp presentes durante

la fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Bacterias aerobias formadoras de esporas - Bacillus spp

Método de : Bacillus spp dominantes - especies
Cultivar
fermentacion involucradas
B. cereus, B. coagulans, B. licheniformis, B.
Trinidad Cajas (500 kg) Trinitario | megaterium, B. pumilus, B.
stearothermophilus, B. subtilis
B. brevis, B. cereus, B. circulans, B.
coagulans, B. firmus, B. laterosporus, B.
Brasil Caja (800 kg) Forastero | jicheniformis, B. macerans, B. megaterium,
B. pasteurii, B. polymyxa, B. pumilus, B.
stearothermophilus, B. subtilis
Brasil Caja (1200 kg) Criolloy | B, subtilis
Forastero
Brasil Caja (1000 kg) Mix de B. subtilis, B. flexus, Paenibacillus sp., B.
variedades | flexus
Brasil Contenedor Mix de B. subtilis, B. megaterium
plastico (500 kg) | variedades
. . Trinitario y B. licheniformis, B. pumilus, Bacillus
Indonesia Caja (1000 kg) Forastero | Subtilis, B. stearothermophilus, B. cereus, B.
coagulans
Ghana Montén (500 kg) Forastero |B. licheniformis, B. subtilis
EherE Bandeja (100 kg) Sl B. licheniformis, B. megaterium, B. cereus,
B. pumilus, B. subtilis, B. sphaericus
Ghana Caja (2500 kg) Forastero |B. licheniformis, B. subtilis
Costa de Caja (500 kg) Mix de B. cereus, B. thuringensis, B. subtilis, B.
Marfil variedades | fusiformis, B. pumilus
Malasia Caja (2500 kg) Forastero | B. licheniformis, B. subtilis

Aunque la actividad y el papel que estas bacterias desempefian en las fermentaciones de

cacao todavia no ha sido claramente definido, se ha observado que tienen la capacidad de

liberar liasas y poligalacturonasas que podrian ejercer una funcidn relevante durante el proceso

(Ouattara et al., 2008). Las primeras detecciones que se realizaron fueron en Ghana, donde se

identificaron especies como Bacillus subtilis y Bacillus megaterium (Nielsen et al., 2007). A

medida que las investigaciones avanzaron se estimdé que la comunidad de Bacillus relacionada
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con la fermentacion de cacao parecia ser simple, ya que en Ghana solo se identificaron especies
como B. subtilis, mientras que en Malasia Unicamente Bacillus licheniformis y Bacillus pumilis
(Ardhana y Fleet, 2003). Estudios posteriores arrojan resultados contradictorios, ya que
mientras algunos hablan de comunidades restringidas Unicamente a 2-4 especies, otros
referencian una mayor complejidad, entre 8 y 14 especies diferentes (Schwan, 2015).

Las especies de este género sintetizan diversos tipos de enzimas de cardcter extracelular,
tales como lipasas, amilasas, proteasas y pectinasas, las cuales podrian verse involucradas en la
fermentacién de los cotiledones (Castro-Alayo et al., 2019). Otros compuestos de interés y que
tienen alta relevancia en las caracteristicas organolépticas del chocolate, como las pirazinas, son
también producidos por Bacillus (Hashim et al., 1998), ademas de diferentes concentraciones
de acido acético, acido lactico, y 2,3-butanediol. Desde una perspectiva negativa, se ha
postulado la participacién de los dcidos grasos libres Cs-Cs, producidos por diversas especies del
género, en la generacién de olores no deseables (Schwan et al., 2015).

4.5.2. Otras especies bacterianas

Ademas de BAL, BAA y representantes del género Bacillus, existen otras especies bacterianas
involucradas en la fermentacién de cacao, tales como las pertenecientes a los géneros
Tatumella, Klebsiella, Erwinia, Micrococcus, Microbacterium, Staphylococcus, Pseudomonas,
Pantoea, Chryseobacterium, Zymomonas, Brevundimonas, o Xanthomonas (Agyrifo et al., 2019).
Por lo general, estas bacterias acceden a la masa cacaotera desde el entorno, y tienen como
origen mayoritario las hojas de platano empleadas para tapar las masas fermentativas, las
superficies de la vaina, los recipientes fermentadores, las manos de los agricultores y hasta el
suelo (Schwan et al., 2015). Algunos de los microorganismos mencionados son reconocidos
fitopatdgenos, pero su presencia se limita en la mayoria de las ocasiones a la fase inicial del
proceso, ya que las condiciones que se van dando con posterioridad restringen su persistencia.
No obstante, si la fermentacidén se prolonga en exceso y las condiciones reducen su nivel de
exigencia, algunas de ellas pueden reaparecer en la parte final del proceso (Sarbu y Csutak,
2019).

Con la informacién disponible hasta el momento, se desconoce si estas bacterias
desempefan una funcién trascendental en la fermentacidn o si su actividad puede tener un
efecto positivo o negativo en la calidad organoléptica del producto. Si estan perfectamente
establecidas las actividades metabdlicas que estos microorganismos pueden exhibir, algunas de
las cuales podrian encontrar utilidad entre los eventos que tienen lugar durante la fermentacion,
tales como la capacidad pectinolitica, de interés en la degradacién de la pulpa, o la
metabolizacion del citrato (Hamdouche et al., 2015).

4.5.3. Hongos filamentosos

Representantes del grupo de los hongos filamentosos han sido detectados en pequefias
concentraciones en algunos casos, especialmente en zonas donde la masa fermentativa
presenta condiciones de oxigeno optimas y temperaturas mas bajas. Los niveles suelen ser
mayores al inicio y al final del proceso, ya que las condiciones ambientales les son mds favorables
y no tienen que afrontar la competencia ejercida por otros grupos microbianos mas adaptados
a este tipo de habitats. No obstante, su presencia en niveles superiores a 106 UFC/g suele causar
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problemas de caracter organoléptico (Copetti et al.,, 2011). Las especies mds habituales
pertenecen a los géneros Aspergillus, Mucor y Penicillium (Sarbu y Csutak, 2019).

Algunos estudios adjudican un papel relativamente importante a los hongos filamentosos,
debido a su gran potencial enzimatico o a la capacidad para generar compuestos de interés
organoléptico a partir de la fraccion grasa del grano (de Aradjo et al., 2019). Sin embargo, y al
igual que sucede con Bacillus, tal hecho no ha sido establecido de forma fehaciente. De hecho,
los resultados obtenidos hasta el momento apuntan mas a su influencia negativa, asociada al
desarrollo de procesos tales como el enranciamiento, o a la contaminacién por micotoxinas
(Kreibich et al., 2016).

Tabla 7. Especies dominates (negrita) y principales especies de Hongos filamentosos presentes durante
la fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Hongos Filamentosos

Hongos filamentosos dominantes - especies
Etapa del proceso

involucradas

Aspergillus flavus, A. tamari, A. niger, A. fumigatus,
nidulans, A. ochraceus, A. terreus, A. versicolor,
Penicillium citrinum, P. commune, P. chrysogenum, P.

Guinea » glabrum, P. griseoroseum, P. olsonii, Eupenicillium
. Fermentaciony
Ecuatorial y cinnamopurpus, Eupenicillium tropicum, Chaetomium
secado al sol
Ecuador globosum, Cladosporium oxisporum, Emericella

rugolosa, Eurotium amstelodami, E. chevalieri, Nectria
haematococca, Mucor racemosus, Phoma glomerata,
P. medicagninis, Rhyzopus oryzae

Aspergillus fumigatus, Mucor racemosus, A. niger,
Fusarium moniliforme, F. oxysporum, Lasiodiplodia
B Fermentacion en Caja theobromae, Mucor sp., Paecilomyces varioti,
Penicillium citrinum, P. implicatus, P. spinosum,
Thielaviopsis  ethaceticus, Trichoderma viridae,

Mycelia sterilia

Monascus ruber, Penicillium paneum, Geotrichum
candidum, Absidia corymbifera, Aspergillus candidus,
A. carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A. niger group,
Brasil Fermentacion en Caja | 5 ocnraceus group, A. parasiticus, A. sydowii, A.
versicolor, Eurotium amstelodami, Mucor sp.,
Neosartorya fischeri, Paecilomyces variotii, Rhizopus

sp., Syncephalastrum sp.
Aspergillus niger, A. carbonarius, A. ochraceus, A.

Brasil Caja (1000 kg) o
melleus, A. westerdijkiae
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Tabla 7. Especies dominates (negrita) y principales especies de Hongos filamentosos presentes durante
la fermentacion de cacao (adaptado de Schwan, 2015).

Absidia corymbifera, Penicillium  paneum,
Asperdgillus sp. nov. (related to A. tamarii), A. flavus,
A. parasiticus, A. candidus, A. niger, Eurotium
chevalieri, A. carbonarius, A. clavatus, A. flavus, A.
Brasil Contenedor plastico | fymigatus, A. niger group, A. ochraceus group, A.

(500 kg) sydowii, A. versicolor, P. citrinum, Fusarium solani,
Eurotium rubrum, E. amstelodam, Dematiaceous
hyphomycetes, Geotrichum candidum, Monascus
ruber, Mucor sp., Neosartorya fischeri, Paecilomyces

variotii, Rhizopus sp., Syncephalastrum sp.

Brasil Almacenado Aspergillus niger, A. carbonarius, A. melleus

Eurotium amstelodami, E. chevalieri, E. rubrum,
Absidia corymbifera, Aspergillus penicillioides, A.
candidus, A. flavus, A. niger group, Aspergillus sp.
nov. (related to A. tamarii), A. sydowii, Penicillium
paneum, Syncephalastrum sp., A. carbonarius, A.
Brasil Almacenado fumigatus, A. ochraceus group, A. parasiticus, A.
ustus, A. versicolor, P. fellutanum, P. citrinum,
Cladosporium sp., Dematiaceous hyphomycetes,
Emericella nidulans, Geotrichum candidum, Monascus
ruber, Mucor sp., Neosartorya fischeri, Paecilomyces
variotii, Rhizopus sp., Wallemia sebi

Penicillium citrinum, unidentified basidiomycete,
Indonesia Fermenacion en Caja | Aspergillus  versicolor, A.  wentii,  Penicillium

purpurogenum, P. ochrochloron

Aspergillus niger, A. versicolor, A. fumigatus, A.
Fermentacion en tamarii, A. flavus, Penicillium crustosum, P.
Cameroon , ) ; :
Monton sclerotiorum, Fusarium sp., Mucor sp., Geotrichum

sp., Rhizopus nigricans, Trichoderma sp.

Aspergillus niger, A. carbonarius, A. versicolor, A.
., . |fumigatus, A. tamarii, Penicillium crustosum,
Cameroon Fermenacién en Caja ) ; -
Fusarium sp., Mucor sp., Rhizopus nigricans,

Scopulariopsis sp., Syncephalastrum racemosum

Aspergillus niger, A. carbonarius, A. tamarii, A.
fumigatus, A. flavus, Penicillium crustosum, P.
Cameroon Secado sclerotiorum, Rhizopus nigricans, Geotrichum sp.,
Mucor sp., Fusarium sp., Scopulariopsis sp.,
Trichoderma viride
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5. Cultivos iniciadores
5.1. Fermentaciones controladas

El aumento de la demanda por parte del consumidor de chocolates de alta calidad y la
produccién de fermentados de cacao con perfiles organolépticos bien desarrollados, supone un
nuevo desafio para los agricultores y la industria del chocolate. Los investigadores han
propuesto varias combinaciones de cultivos iniciadores provenientes, tanto de aislados propios
de la fermentacidon, como de otras fuentes naturales, para favorecer la obtencién de productos
finales con tales niveles de calidad. A pesar de esto, sigue sin haber un inoculante dominante en
el mercado, probablemente como consecuencia de la influencia de factores geograficos en el
perfil microbiano de los procesos (Figueroa-Hernandez et al., 2019). Algunos estudios han
revelado que la utilizacidn de estos cultivos iniciadores, en general, tiene un efecto positivo, ya
que aceleran el proceso (Ramos et al., 2014) y contribuyen a estabilizarlo, gracias a que reducen
las probabilidades de contaminacidon como consecuencia de la capacidad antimicrobiana de la
mayor parte de las especies utilizadas (Batista et al., 2015).

En general, los estudios se centran en buscar especies de microorganismos que, primero,
sean de preferencia parte de la microbiota natural de la fermentacién o, en su defecto, que
tengan capacidad de resistencia al estrés y posean las herramientas metabdlicas necesarias para
degradar los compuestos carbonados presentes en el proceso. Aunque se han observado
comportamientos variables, como que los cultivos iniciadores pierdan su dominio durante las
primeras etapas del proceso en beneficio de las especies saprofitas, o levaduras autdctonas que
co-dominan con los cultivos iniciadores, parece claro que pueden ejercer un impacto
significativo sobre el producto final (Schwan, 2015).

Una de las especies mas comunmente utilizadas es S. cerevisiae, ya que propicia una buena
descomposicion de la pulpa. Las conclusiones apuntan a que las levaduras que tienen actividad
pectinolitica son adecuadas en calidad de cultivos iniciadores, debido a que liberan compuestos
de interés, facilitan la degradacion de la pulpa y permiten la generacidn de condiciones aerobias.
Otras levaduras que han ofrecido buenos resultados en este sentido son Candida saitoana,
Pichia norvensis y P. kluyveri, especie esta Ultima que ha generado productos finales con buena
consideracion en lo que respecta a la presencia de compuestos organolépticos deseables
(Figueroa-Hernandez et al., 2019). En el lado opuesto, se ha descrito como fermentaciones en
las que se ha inoculado Kluyveromyces marxianus han dado lugar a productos con sabores
astringentes y amargos (Crafack et al., 2013) En este sentido, la utilizacdn de especies con escasa
actividad pectinolitica, como es el caso de K. marxianus, causa una degradacién débil de la pulpa,
lo que provoca perfiles organolépticos poco desarrollados y un sistema fermentativo propenso
a favorecer la presencia de especies patégenas.

El desarrollo de inoculantes mixtos, en los que combinan diversas especies, tanto de caracter
levadurifome como bacteriano, ha abierto la posibilidad de obtener productos con perfiles
organolépticos diferenciados, aunque algunos de los estudios realizados hasta ahora postulan
la escasa influencia de las especies bacterianas en el resultado final (Dircks, 2009). Sin embargo,
no todos los ensayos apuntan en la misma direccidon (Moreira et al., 2017)), ya que se han
descrito casos en los que la ausencia de especies procariotas en el indculo se traduce en bajos
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niveles de dcido acético, mayor acidez y menor concentracién de compuestos organolépticos.

Aunque no se han establecido las causas de tales diferencias, puede ser que un incorrecto de las

condiciones en cuanto a su adecuacion a los valores demandados por las especies inoculadas,

sea el principal argumento que explique estos contradictorios resultados. En relacién a este

aspecto, es necesario remarcar la necesidad de seleccionar especies capacitadas para tolerar las

exigentes condiciones que se dan durante la fermentacion (Pereira et al., 2012). El disefio de los

recipientes en los que tiene lugar la fermentacidn también en un factor a tener en cuenta, ya

que pueden contribuir a un mayor grado de regulacidn térmica o a facilitar las operaciones de
volteo (Fleet, 2007).

6. Conclusiones

El proceso fermentativo del cacao muestra un alto grado de complejidad y se ve
influenciado por un elevado nimero de factores, tanto de caracter agricola, como
geografico y metodoldgico, lo que hace imprescindible la adquisicién de un mayor
conocimiento, tanto de las particularidades como de las generalidades, que permita
generar perfiles organolépticos de mayor calidad.

El cardcter tradicional de un alto porcentaje de los procesos realizados hace que el nivel
de control sea bajo y que los productos generados presentan escasa homogeneidad. La
variabilidad microbiana entre procesos, derivada de la diversidad de condiciones citada,
actua como primera causa de heterogeneidad.

Aun no se dispone del conocimiento suficiente de la ecologia microbiana asociada a la
fermentacién del cacao y los efectos concretos que las distintas comunidades
microbianas ejercen sobre las cualidades del producto generado.

El desarrollo econédmico-social de los paises productores de cacao, considerados en su
practica totalidad como zonas en vias de desarrollo, repercute negativamente sobre la
calidad del producto final. La mejora del sector y de los actores en él implicados pasa
necesariamente por la industrializacién del proceso, permitiendo el paso de una
actividad tradicional y con bajo nivel de control a otra tecnificada, que dé mayor
consistencia, previsibilidad y valor al producto.

La tecnificacién del sector cacaotero ha de fundamentarse en el mayor conocimiento de
los eventos bioquimicos que tienen lugar durante la fermentacién, en el papel que las
distintas comunidades microbianas desempefian en dichos eventos, y la forma en que
tales comunidades se ven afectadas por las condiciones nutricionales, ambientales y
fisico-quimicas y las propiedades metodoldgicas que caracterizan cada proceso.
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