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Resumen

La fermentacion del cacao se inicia con la poscosecha, cuando
la mazorca es cortada, retirados sus granos y depositados en
recipientes para su proceso de transformacién. Este proceso
tiene una duracion que oscila entre dos y diez dias, dependiendo
de las condiciones de temperatura ambiente, altitud, humedad
relativa, sitio de fermentacion, la cantidad de cacao fermentado,
el grado de madurez de las mazorcas, el material genético y
las practicas particulares de cada agricultor. Los granos de
cacao experimentan transformaciones de descomposicion
internas y externas al inducir cambios bioquimicos por accién
de microorganismos (levaduras y bacterias). La degradacion
de la pulpa inicia con el contacto con los microorganismos que
degradan los compuestos presentes, permitiendo la separacion
delas semillasylaformacién de productos quimicos que permean
la testa y generan cambios en el cotiledon (dentro del grano).
Cuando se producen los cambios de temperatura, se generan
cambios dentro del proceso de fermentaciéon que, combinados
con los cambios de pH, dan origen al color y del sabor del grano.
Una fermentacion adecuada se alcanza con temperaturas entre
40°C y 50°C durante todo el proceso. La actividad principal de
las levaduras fermentativas es convertir la sacarosa, la fructosa
y la glucosa en etanol y CO,. En este proceso se deben tener en
cuenta, factores como el tamafio de la pila (cantidad), la edad de
la mazorca después de la cosecha, el tiempo de fermentacion, el
tiempo de secado y el nimero y momento de las vueltas/mezclas
durante la fermentacion. Lograr uniformidad homogénea mejora
la calidad y el desarrollo de sabor y aroma éptimos.

Palabras claves: Acidez, bacterias acido lacticas, bacterias acido
acéticas, levaduras, pH, temperatura.



Abstract

Fermentation begins with the post-harvest, when the cocoa
pod is cut, its beans removed and placed in containers for the
fermentation process. The days of fermentation range from two
to ten days, depending on the ambient temperature conditions,
the fermentation site, the amount of fermented cocoa and the
genetic material. Cocoa beans undergo internal and external
transformations by inducing significant biochemical changes
through the action of microorganisms (yeasts and bacteria). The
genetic material, the state of ripeness of the pods, the conditions
of temperature, altitude, relative humidity and the practices of
each farmer are factors that are taken into account during this
process. The degradation of the pulp begins with contact with
the complex of microorganisms that degrade the compounds
present, allowing the separation of the seeds and the formation
of chemical products that permeate the testa and generate
changes in the cotyledon (inside the bean). The death of the
cotyledon cells degrades and increases their permeability, where
the polyphenols (which produce the astringent taste) can diffuse
into the adjacent cells where they meet various enzymes that
cause hydrolytic reactions due to anaerobic conditions. When
the temperature change is activated, changes are generated
within the fermentation process, combined with pH changes,
giving rise to the color and flavor formation of the grain.
Adequate fermentation is achieved if the temperature is higher
than 40°C and lower than 50°C during and until the fermentation
time is completed. The main activity of fermentative yeasts is
to convert sucrose, fructose and glucose into ethanol and COZ2.
Several factors have been established in this process such as: the
size of the pile (quantity), the age of the cob after harvest, the
fermentation time, the drying time and the number and moment
of the turns/mixes during fermentation. Achieving homogeneous
uniformity improves quality, as well as a unique development of
cocoa flavor and aroma.

Keywords: Acidity, lactic acid bacteria, acetic acid bacteria,
yeasts, pH, temperature.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es una fruta tropical muy valiosa por sus atributos
medicinales (Tornés, 2013) su arbol tiene pequeiias flores que se encuentran en su
tronco y ramas, encargadas de producir una mazorca que contiene granos cubiertos
de mucilago rico en azucares (Garcia, 2017). Las almendras, son fuente de alimento e
importancia econémica por los niveles de exportacion alcanzados (Vélez et al., 2022).

El cacao es originario de la cuenca del Amazonas y las regiones tropicales adyacentes
(Montamayor et al,, 2002), ha sido un cultivo fundamental para muchas economias
desde la época de las civilizaciones precolombinas, como los mayas y aztecas
(Alvarado et al., 2023). Estas culturas no solo utilizaban el cacao como bebida y en
rituales religiosos, sino que también lo valoraban por sus propiedades benéficas para
la salud, por su contenido de antioxidantes y flavonoides, que han demostrado tener
efectos positivos en enfermedades cardiovasculares, reduccion del estrés y la ansiedad
(Oussou et al.,, 2022).

Lacalidad del grano de cacao esta dada por el material genético,los procesos de cosecha,
poscosecha, fermentacidn, secado y tueste, factores que afectan directamente la calidad
final del chocolate (Afoakwa et al., 2008), porque son responsables de desarrollar el
aroma y sabor caracteristicos del cacao (Rosales-Valdivia et al., 2024). En este sentido,
la seleccidén y utilizacion de microorganismos desempefian un papel fundamental en
la fermentacion del cacao, y por lo tanto, en la calidad final del producto.

La fermentacidon de los granos de cacao experimenta transformaciones internas y
externas al inducir cambios bioquimicos (De Vuyst & Leroy, 2020) significativos por
accién de microorganismos (levaduras y bacterias) que mejoran su calidad y forman
precursores de sabor, aroma y color caracteristicos de los productos finales (D’Souza
et al., 2018). Este proceso, se realiza generalmente de forma espontanea y artesanal
en las plantaciones de cacao, y puede diferir por regiones, paises o de un productor a
otro (Lima etal., 2011).

Los objetivos principales de la fermentacién son: 1) eliminar el mucilago (provocado
por la aireacion de los granos, facilitando el secado posterior) y 2) proporcionar el
calor (temperatura superior a 42°C) y el acido acético necesarios para inhibir la
germinacion, garantizando la adecuada fermentacion de los granos (Thompson et
al.,, 2012). Los componentes de reserva de los cotiledones estan distribuidos en 50%
de grasa, 15% de compuestos fendlicos, 12% de proteinas y 7% de carbohidratos



(Kadow et al., 2013). Por esta razon, es importante asegurar la uniformidad de los
granos en la fermentacion, para que los precursores de aroma y sabor se desarrollen
de manera proporcional.

Otra variable importante en la fermentacion es el pH de la masa de fermentacidn.
Al iniciar el proceso de fermentacion el pH de la masa es de 3-4 y se debe
principalmente al 4cido citrico (Guehi et al., 2010; Afoakwa et al., 2013). El mucilago
contiene sustancias organicas (proteinas y azucares) que favorecen el crecimiento
de los microorganismos que intervienen en la producciéon de etanol, acido lactico y
acido acético (Santander Mufoz et al., 2020). Estos compuestos se difunden en los
granos a través de la testa y posteriormente, inducen reacciones bioquimicas como
la hidrolisis de proteinas en los cotiledones que conducen a granos de cacao bien
fermentados (Schwan y Wheals, 2004).

Cacao a nivel nacional e internacional

Los principales productores de cacao a nivel internacional estan ubicados en regiones
donde las condiciones climaticas son favorables para la productividad del cultivo,
con alturas entre los 0 y 1200 msnm, temperaturas que oscilan entre 22°C y 30°C,
precipitacion anual de 1.500 mm a 2.500 mm (FINAGRO, 2020).

La produccion mundial de cacao es de 5.874.582 toneladas, siendo los paises africanos
los mayores productores, con el 74,8% (4.009.000 t.), destacandose Costa de Marfil
(37,9%) y Ghana (18,8%). En Asia, los paises productores tienen una participacién
del 5,3% del mercado mundial, siendo Indonesia el mayor productor (667.296 t.). En
el continente americano, Ecuador (5,7%), concentra la producciéon mas alta, seguido
de Brasil (4,7%), Perua (2,9%), Republica Dominicana (1,3%) y Colombia (1,1%) con
el 15,7% de la producciéon mundial (FAO, 2023). En Colombia, el area sembrada y la
produccionentrelosanos2014a2021aumentéenun21,3%y 36,5%,respectivamente.
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Area sembrada y produccién de cacao en Colombia 2014-2021.
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Colombia se destaca por producir cacao fino en aroma y sabor, con una distincién del
5% de la producciéon del grano mundial (Cedefio et al., 2022). El departamento de
Santander es el principal productor nacional, con una participacion del 41% seguido
de Antioquia (9%), Arauca (8%), Huila (8%), Tolima (7%) y Narifio (5%) (SIOC, 2021).




Produccion, drea sembrada y rendimiento de cacao en Colombia.

70.000 0,66 0,7
60.000 0,6 _
<
50.000 0,5 =
=
40.000 04 3
=
30.000 26.31 0,23 0.3 E
16.474 =
20.000 14.812 12.300 12.114 15.149 0,2 ;:"

0 0
Santander Antioquia Arauca Huila Tolima Narifio
Departamentos

mmmm Produccion(ton) — mmmm Area (ha) —@—Rendimiento(ton/ha)

Nota. Adaptada de MADR-FEDECACAO (2021).

La buena calidad de la produccién de cacao en Colombia proveniente de tres grupos
morfogeograficos principales (Gonzales et al., 2018): Forastero, Criollo y Trinitario
(Cheesman, 1944). El cacao Criollo, originario de América del Sur y América Central
(De la Cruz et al., 2012) es el mas cultivado en Colombia, pero por ser susceptible a
plagas y enfermedades, ha venido sido sustituido por el cacao forastero (Rodriguez
et al,, 2019), que cubre un 85% de la produccién mundial, debido precisamente a la
resistencia a plagas y enfermedades (Romero y Urrego, 2016). El Hibrido, también
conocido como Trinitario, es un tipo de cacao de mayor resistencia y productividad,
pero de menor calidad en comparacién con el criollo (COCOTERRA, 2023; Andrade y
Angulo, 2007).

En Colombia, desde mediados del siglo XX y hasta la primera década del siglo XXI,
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se propagaron de manera generalizada los cacaos hibridos, distribuyéndose en los
departamentos de Santander, Arauca, Antioquia, Huila, Narifio y Tolima. Este cacao
corresponde al cruzamiento natural entre los Forasteros y Criollos (Gordon et al,,
2018). Los genotipos universales mas conocidos son: el ICS-1, ICS-39, ICS-40, ICS-60,
ICS-95, TSH-565, (Pinzo6n et al.,,2014), originando una semilla hibrida comercial, que
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amplio la diversidad de formas y colores del fruto, conservando la calidad genética del
cacao fino y de aroma con herencia trinitaria (Aranzazu et al., 2009).

En Colombia existen aproximadamente 65.341 familias que cosecharon 63.416 t. de
cacao en 189.185 ha (MADR, 2021). Laimportancia econdmica de las zonas cacaoteras
en el pais se debe principalmente al consumo interno de productos, sumada a las
exportaciones que lo catalogan como cacao fino de aroma (95%) (Rios et al., 2017;
Swisscontact, 2014). presentando precios atractivos y diferenciados que han estado
en constante crecimiento (Rios etal., 2017).

A diferencia de otros paises productores, Colombia tiene una demanda muy
importante como materia prima en chocolateria, permitiendo el desarrollo de la
industria nacional, facilitando la comercializacién interna de la produccién (Abbott
et al., 2018). El dinamismo de la industria cacaotera ha contribuido con el recaudo
de recursos econémicos para el sector, permitiendo su crecimiento, innovaciéon y
desarrollo sistemas de servicios (Charry et al., 2019).

Fermentacion en cacao

La fermentacion inicia con la poscosecha, cuando la mazorca de cacao es cortada,
retirados sus granos y depositados en un cajon de madera, recipiente plastico o
en pilas, las cuales son cubiertas con hojas de Musaseas spp. o sacos (yute o fique)
(Thompson et al,, 2012). El material genético, el estado fitosanitario del cultivo, el
rango de maduracion de las mazorcas, las condiciones de temperatura, altitud,
humedad relativa y las practicas de cada agricultor, son los factores que inciden y se
tienen en cuenta durante este proceso (Lima et al., 2011). Los dias de fermentacién
oscilan entre dos y diez, de acuerdo con las condiciones de temperatura ambiente, sitio
de fermentacion, cantidad de cacao fermentado y material genético (Mendoza, 2020;
Quevedo, 2018; Thompson et al., 2012; Alvarez et al., 2010; Cubillos et al., 2008).

La placenta une los granos de cacao que estan envueltos por el mucilago (pulpa
blanca y azucarada); constituido por 82%-87% de agua, 10%-15% de azucar, 2%-3%
de pentosanos, 1%-3% de acido citrico y 1%-1,5% de pectina convirtiéndolo en un
medio favorable para el crecimiento microbiano (Afoakwa et al., 2008; Fowler y Coutel,
2017). Las levaduras, bacterias acido lacticas (LAB) y bacterias acido acéticas (AAB)
se desarrollan en condiciones anaerodbicas y aerdbicas, respectivamente e intervienen
en la fermentacion de cacao (Rojas-Rojas et al.,, 2021).



La degradacion de la pulpa inicia al contacto con los microorganismos que degradan
los compuestos presentes, permitiendo la separacion de las semillas y la formacién de
productos quimicos que permean la testa y generan cambios en el cotiledén (dentro
del grano) (Casco et al., 2023; Penagos, 2019). La muerte de las células del cotiledon
degrada y aumentan su permeabilidad, donde los polifenoles (que producen el sabor
astringente) se desplazan hacia las células adyacentes encontrandose con diversas
enzimas que provocan reacciones hidroliticas debido a las condiciones anaerobias. Si
no se degradan, pasan al grano seco, provocando un color violeta de la almendra, que
indica errores en el proceso de fermentacién (Teneda, 2016).

Las levaduras presentes en la fase anaerobia, convierten el azdcar en alcohol en
condiciones de bajo oxigeno con un pH inferior a 4, y las bacterias acido lacticas,
convierten los azdcares y algunos acidos organicos en acido lactico. En la fase aerébica
las bacterias del acido acético (predominantes cuando la disponibilidad de oxigeno
es mayor) son responsables de oxidar el alcohol en acido acético (esta reaccidn es
fuertemente exotérmica) y del aumento de la temperatura (figura 3), la cual puede
aumentar hasta 50°C (122°F) (Afoakwa, 2016).
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Proceso de fermentacion de los granos de cacao.

Fase anaerobia
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Al activarse el cambio de temperatura se generan cambios dentro de los granos de
cacao en fermentacion, que combinados con los cambios de pH, dan origen al color y
sabor del grano (Viesser et al., 2021). Estos cambios producen compuestos como el
etanol y el acido acético, encargados de promover cambios fisicoquimicos importantes
en las almendras (Ordofiez et al., 2019), asi como cambios bioquimicos en el descenso
del amargor y la astringencia, dando origen a los precursores del aroma y sabor a
chocolate (Santander Mufioz et al., 2020; Ortiz et al., 2009). Es asi como se desarrolla
la pigmentacién color marrén a partir de compuestos fendlicos (indicativo de la
fermentacion del grano), calidad fisica y quimica (Erazo et al., 2021).

La duracién de la fermentacion de cacao influye considerablemente en la calidad del
producto, segin el material genético, la altitud, la temporada de cosecha, las practicas
previas a la cosecha y el método de fermentacion. Por ejemplo, la variedad Forastero,
con su sabor pronunciado necesita de 5 a 8 dias para asegurar el desarrollo completo
de sus precursores de sabor, aroma y color, mientras que la variedad Criollo requiere
un periodo mas corto (Urbanska etal., 2021; Wood y Lass, 2008). La fermentacion bien
realizada es la condicion previa para obtener un producto de buena calidad, pero si se
realiza de manera incorrecta, la liberacién de constituyentes aromatizantes especificos
durante la fermentacion sera menor, reduciendo la calidad (Crafack et al., 2013).

Comportamiento de la temperaturay el
pH durante la fermentacion de cacao

El volumen minimo para lograr una buena fermentacién en el cacao es de 25 kg de
granos himedos (Mosquera et al., 2020; Schwan y Wheals, 2004). Desde el inicio de
la fermentacion hasta aproximadamente las 48 horas, la fermentacién es anaerédbica
debido a la densidad de la pulpa que recubre los granos; que cambia al momento de
mover o airear la masa, causando enfriamiento temporal seguido de un aumento
mas rapido de la temperatura, generando una aireacion que afecta la sucesion de los
microorganismos (Bobiles et al., 2022). De acuerdo con Hatmi et al (2015) y Afoakwa
et al (2008), la fermentacion adecuada se alcanza con una temperatura superior a
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40°C e inferior a 50°C durante todo el tiempo de fermentacidn.

Segun un estudio realizado por Bobiles et al (2022), para un proceso de fermentaciéon
(Theobroma cacao L.) a pequefia escala, con 5 kg de cacao hiumedo mas adicion de
cascara de mazorca de cacao en nueve tratamientos (para mejorar las condiciones
de temperatura), la temperatura inicial fue 28,8°C y 29,3°C, ascendié durante las
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primeras 24 horas a 30,6°C - 41°C, alas 48 horas, a 35°C - 44°C, alas 72 horas, a 44,4°C
-48°C,alas 96 y 144 horas, a 45°C - 50°C. Mientras que el pH de la pulpa a las 0 horas
oscilé entre 3,85 y 4,02, a las 24 horas de fermentacion estuvo entre 3,70 y 3,94. La

tendencia continué aumentando hasta el final de la fermentacion, a las 144 horas, con
pH entre 5,14 a 6,76 (Bobiles et al., 2022).

Por otro lado, Leal et al (2023) realiz6 un ensayo de fermentacion durante dos
afnos, evaluando la fermentacion en cajones sin limpiar durante 168 horas y cajones
limpios con 144 horas. En el primer afio, la temperatura de fermentacién aumenté
gradualmente después de 48 horas en ambos tratamientos. Sin embargo, hubo un
retraso en el aumento de latemperatura de lafermentacion en la cajalimpia, superando
los 50°C después de 72 horas (el primer volteo ocurri6 a las 96 horas). En la caja sin
limpiar, el primer volteo se realiz6 a las 72 horas. La temperatura promedio en la caja
sin limpiar y en la caja limpia fue de 48°C y 49,6°C, respectivamente. A continuacion,
se describen resultados obtenidos por Leal et al (2023):

e El comportamiento del pH inicial de la pulpa de la semilla en la caja sin limpiar
y en la caja limpiada fue de 4,1 y 3,8 respectivamente, el pH inicial de los co-
tiledones fue de 6,5 y 6,3. En ambas fermentaciones, el pH de los cotiledones
comenzo6 a disminuir después de 72 horas, llegando a valores inferiores a 5 a las
96 horas. El pH final de la pulpa de la semilla y del cotiledén fue similar en las
dos cajas (caja sin limpiar: 4,7 y 4,6; caja limpia 4,9 y 4,8).

e Durante el segundo afio, la temperatura de la masa de semillas de ambas fer-
mentaciones aumenté después de 60 horas. En la fermentacion de la caja sin
limpiar, la masa de fermentacion tardé mas tiempo en alcanzar los 40°C (aprox.
80 horas), y los 50°C alrededor de las 84 horas (el primer volteo se produjo a las
96 horas). Después del primer volteo, la masa de fermentacién no recuperd la
temperatura, pero la mantuvo a 45°C para el siguiente volteo. Por el contrario,
en la fermentacién de la caja limpia, la masa de fermentacién alcanz6 los 40°C
mas rapido (alrededor de 70 horas), pero lleg6 a los 50°C s6lo a las 120 horas.
En la fermentacion de caja limpia, el primer volteo de semillas se produjo a las
120 horas y fue el Gnico que ocurrié. Las temperaturas de ambas fermenta-
ciones superaron los 50°C en distintos momentos: en la caja sin limpiar a las 84
horas, y en la caja limpia a las 120 horas; la temperatura media fue de 47,7°Cy
46,5°C, respectivamente.

e El pH inicial de la pulpa de la semilla en la caja sin limpiar y en la caja lim-
pia fue de 3,8 y 3,9. El pH inicial de los cotiledones fue de 6,7 para cada fer-



mentacion. Los valores se redujeron a 5,0 a las 96 horas. El pH final de la pul-
pa de la semilla en la caja sin limpiar y en la caja limpia fue de 5,8 y 4,6 y de 5
y 4,7 para los cotiledones.

El estudio anterior se relaciona con los metabolitos generados durante la fermentacion,
como el etanol y los acidos lactico y acético, que pueden ingresar al cotileddn. Estas
reacciones generan cambios en el pH, que pasa de neutro de 7 a valores mas acidos en
el rango de 4-5,5, acompafiada de un aumento de temperatura a 45°C o superior. Estas
condiciones extremas provocan lainactivacion del embrién y desencadenan reacciones
enzimaticas en las que los productos resultantes se consideran precursores esenciales
de aroma y sabor caracteristicos del chocolate (Rosales-Valdivia et al., 2024).

El efecto del calor y la acidificacion se pueden definir como factores clave en relaciéon
con la calidad del cacao. Ademas, se puede deducir que no son los microorganismos,
sino sus metabolitos, los necesarios para una fermentacién del cacao exitosa (Kadow
etal., 2013).

Microorganismos asociados en las
diferentes fases de la fermentacion
de cacao

El microbiota en la fermentacion, se involucra en el proceso de degradacion del
mucilago de los granos de cacao, que influyen en el comportamiento de la temperatura
de la masa fermentadora, el pH de la pulpa y la tensidn de oxigeno (Garcia-Gonzalez et
al, 2021; Camu et al., 2008). El pH inicial de la pulpa de cacao hiimedo es aprox. 3,6;
debido al acido citrico, el alto contenido de azucar y el bajo suministro de oxigeno.
Esto sucede debido a la estructura compacta que genera la masa del grano de cacao,
favoreciendo la presencia de levaduras (las levaduras soportan concentraciones mas
altas de azucary toleran mejor pH bajos), que superan en namero a las bacterias acido
lacticas —BAL—-y otros organismos durante el primer dia (Lima et al., 2011).

Las levaduras utilizan la pulpa acida y rica en aztcares, para producir etanol con la
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presencia de algunas bacterias acido lacticas. La actividad principal de las levaduras
fermentativas es convertir la sacarosa, la fructosa y la glucosa en etanol y CO,. En esta
etapa, la accién de la levadura y las bacterias de acido lactico, eleva la temperatura de
la masa entre 30°C - 35°C después de 24 horas y a 35°C - 45°C después de 48 horas
(Rojas-Rojas et al., 2021; Nielsen et al., 2007). El pH acido de la pulpa de cacao se
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debe al 4cido citrico, aunque permite el crecimiento de hongos, no es favorable para el
crecimiento bacteriano, excepto para las BAL (Ouattara et al., 2016).

A medida que el aire comienza a penetrar en los granos debido a la degradacién y
la transpiracién de la pulpa, la poblacién de levadura disminuye y la poblacién de
bacterias del acido lactico (BAL) aumenta. Alrededor de las 36 horas después de
la fermentacion, se espera que la poblacion de BAL alcance su punto maximo. La
aireacion de los granos de cacao se mejora mediante la mezcla manual para ayudar
a la penetracion y uniformidad en la fermentacion; la temperatura aumenta hasta los
45°C después de 72 horas y se mantiene entre los 45°C y 50 °C hasta que se completa
la fermentacion (Afoakwa et al., 2008).

En la figura 4, Oussou et al (2022) ilustra la liberacién de precursores del aroma
durante la fermentacion del grano de cacao por cepas microbianas y sus actividades
enzimaticas relacionadas, donde describe:

e Las proteinas en la pulpa de cacao y dentro de los granos, se metabolizan en
péptidos y aminoacidos libres, es decir, precursores internos (tirosina, alanina
y leucina) y precursores externos (fenilalanina) por reaccion de proteolisis in-
ducida por carboxipeptidasa y ciertas cepas de Bacillus y levaduras. Estos son
los principales precursores del aroma.

e El acido acético y el acido lactico residual, con la accion colaborativa de en-
zimas endogenas como la endoproteasa aspartica y la carboxipeptidasa activan
la produccidn de los precursores del aroma. La fructosa y la glucosa obtenidas
a partir de la sacarosa por la invertasa presente en las levaduras, forman los
precursores de los componentes del aroma durante la primera etapa de la fer-
mentacidn. Las moléculas de sacarosa dentro de los granos también se convier-
ten en glucosa y fructosa por la difusion de etanol, acido acético y acido lactico
junto con la combinacién de calor.

e La fructosay la glucosa desarrollan activamente las sustancias aromaticas me-
diante la reaccién de aminoacidos y péptidos en el segundo y tercer paso del
proceso de poscosecha. Todos los precursores del aroma producidos por la ac-
cion microbiana durante la fermentacidn, son casi similares, la diferencia esta
en la cantidad, que se puede dar debido al tipo de fermentacion, las practicas, el
clima, las condiciones previas a la cosecha y los factores geograficos.



La liberacion de precursores del aroma durante la fermentacién del grano de cacao por
cepas microbianas y sus actividades enzimdticas relacionadas.
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En otros estudios relacionados por Tigrero-Vaca et al (2022), identificaron cambios en
la abundancia relativa de taxones bacterianos a lo largo del periodo de fermentacion
(figura 5). Detectaron un total de 136 géneros bacterianos y 402 especies mediante
NGS (métodos de secuenciacion dependiente del cultivo y de préoxima generacion).
Los géneros mas abundantes al inicio del proceso de fermentacion (0 h) fueron Vibrio,
Ktedonosporobacter y Halobacteroides. Ademas, las especies mas encontradas en
esta etapa de la fermentacion fueron Vibrio anguillarum, Halobacteroides halobios
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y Ktedonosporobacter rubrisoli. Entre las BAL, los géneros Limosilactobacillus y
Ligilactobacillus tuvieron mayor abundancia relativa en las muestras; y en cuanto
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a las especies, las mas encontradas incluyeron Limosilactobacillus fermentum y
Lacticaseibacillus zeae.

Las siguientes 24 horas de fermentacion del cacao de aroma fino estuvieron marcadas
por la presencia de géneros ambientales, como Staphylococcusy Vibrio, que estuvieron
representados principalmente por Staphylococcus aureus y Vibrio anguillarum. En
este punto temporal de fermentacion, los géneros y especies de BAL mas abundantes
fueron Limosilactobacillus, Acetilactobacillus, Limosilactobacillus fermentum 'y
Lacticaseibacillus zeae.

El segundo dia de fermentacion (48 h) estuvo dominado por los géneros ambientales
Zymomonas y Erwinia. Los géneros de BAL también fueron abundantes e incluyeron
Liquorilactobacillus y Lentilactobacillus. Las especies con mayor abundancia relativa
en este momento de fermentaciéon fueron Escherichia coli, Vibrio anguillarum,
Limosilactobacillus fermentum y Lacticaseibacillus zeae.

Después de 72 horas de fermentacion, los géneros bacterianos mas abundantes
fueron Escherichia, Pantoea, Staphylococcus, Limosilactobacillus, Lentilactobacillus
y Acetobacter. Ademas, entre las especies prevalentes se encontraron Escherichia
coli, Staphylococcus cohnii, Vibrio anguillarum, Limosilactobacillus fermentum,
Lacticaseibacillus zeae y Acetobacter pasteurianus.

Finalmente, al final de la fermentacién (96 h), los géneros y especies mas numerosos
fueron Acetobacter, Alkalihalobacillus, Limosilactobacillus, Lentilactobacillus,
Acetobacter sp., Alkalihalobacillus clausii, Limosilactobacillus fermentum 'y
Lentilactobacillus hilgardii.



Abundancia relativa de taxones bacterianos en la fermentacion del cacao de sabor fino:
(a) 30 géneros bacterianos mds abundantes; (b) 30 especies bacterianas mds abundante.
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Ademas, hallaron a lo largo del periodo de fermentacién un total de 42 géneros y 57
especies de hongos mediante analisis NGS (figura 6). Al inicio de la fermentacién (0 h),
géneros como Botrytis, Tetrapisispora, Pichiay Cdndida mostraron la mayor abundancia
relativa, mientras que las especies mas detectadas fueron Cdndida glabrata, Cdndida
orthopsilosis, Pichia kudriavzevii y Botrytis cinerea.

Después de 24 h de fermentacion, Pichia, Cdndida, Botrytis y Pochonia fueron los
géneros mas observados, mientras que Pichia kudriavzevii, Candida glabrata, Botrytis
cinerea y Pochonia chlamydosporia fueron las especies mas abundantes.

Después de 48 horas de fermentacion, Cdndida, Pichia y Botrytis fueron los géneros
mas abundantes, mientras que Cdndida glabrata, Pichia kudriavzevii y Botrytis cinerea
mostraron la mayor cantidad entre las especies de hongos detectadas.

Después de 72 horas de fermentacion, los géneros de hongos mas encontrados fueron
Fusarium, Kazachstania, Botrytis, Candida y Zygosaccharomyces, y las especies de
hongos mas abundantes, los Fusarium fujikuroi, Botrytis cinerea, Cdndida glabrata y
Zygosaccharomyces rouxii.

La ultima etapa de fermentacion (96 h) se caracterizé por la presencia de géneros,
como Pichia, Candida y Lachancea, que estuvieron representados principalmente por
Pichia kudriavzevii, Candida glabrata y Lachancea thermotolerans.



Abundancia relativa de taxones de hongos en diferentes momentos de fermentacion:
(a) 30 géneros de hongos mds abundantes; (b) 30 especies de hongos mds abundantes.
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Por otro lado, Leal et al (2023) realizaron aislamientos de levaduras en la pulpa de la
semilla de cacao presentes en la fermentacion de cajones limpios (168 horas) y sin
limpiar (144 horas) (tabla 2). La especie mas frecuente en ambas fermentaciones fue
W. anomalus, pero su representatividad fue menor en las realizadas en la caja limpia.
El recuento mas alto de levaduras se presenté en las primeras 48 horas, después de las
72 horas disminuy0 y se estabilizé hasta finalizar la fermentacion.

Especies de levadura, niimero de aislamientos y frecuencia relativa obtenidos
durante el 1er afio en la pulpa de semillas fermentadas de la caja de fermentacion
limpia y sin limpiar.

Especies de levadura Caja sin limpiar Caja limpia
Total % Total %
Wickerhamomyces.anomalus* 26 54,2 23 33,8
Cdndida quercitrusa 6 12,5 5 7,4
Saccharomyces cerevisiae 5 10,4 4 5,9
Cdndida sp. 4 8,3 7 10,3
Wickerhamomyces sp. 2 4,2 4 59
Cdndida intermedia 1 2,1 13 19,1
Pichia manshurica 1 2,1 4 5,9
Torulaspora delbrueckii 1 2,1 4 5,9
Pichia galeiformis 1 2,1 1 1,5
Meyerozyma guilliermondii 1 2,1 0 0
Pichia kluyveri 0 0 1 1,5
Cdndida natalensis 0 0 1 1,5
Saccharomyces chevalieri 0 0 1 1,5
Total 48 100 68 100

Nota *Wickerhamomyces anomalus es sinonimo de Cdndida pelliculosa, Pichia anémala,
Hansenula anémala.



Criterios de calidad del grano de cacao
como resultado de la fermentacion

Los comerciantes prefieren comprar granos himedos de cacao a los pequefios
agricultores, ya que no es comun encontrar uniformidad en los granos comerciales,
reduciendo las oportunidades de agregar valor (Bobiles et al.,, 2022). Esta situacion
se presenta porque no se cuenta con el volumen de granos humedos necesario para
fermentar (Schwan y Wheals, 2004). Una fermentacién adecuada requiere al menos 25
kg de granos de cacao para alcanzar la temperatura requerida (45°C - 50°C) (Afoakwa
et al., 2008), siendo esta, una cantidad muy elevada para la mayoria de los pequefios
cacaocultores que cuentan con areas menores a tres hectareas (MinAgricultura, 2021),
y no tienen otra opcidn que vender los granos recién cosechados, omitiendo el proceso
de fermentacion (Ramos, 2016).

La fermentacién es un parametro que influye en la calidad de los granos fermentados
(Rojas-Rojas et al,, 2021). En este proceso se han establecido las variables que afectan
el 6ptimo desarrollo de la fermentacion: 1) el tamafio de la pila que depende de la
cantidad de cacao a fermentar 2) el estado de maduracién de la mazorca después de
la cosecha, 3) el tiempo de fermentacién, 5) el tiempo de secado y 6) el nimero y
momento de los volteos durante la fermentacion (Morales, 2020; Camu et al., 2008).

La fermentacién del cacao induce cambios bioquimicos en los granos que dan lugar a
diferentes calidades: granos pizarrosos (sin fermentar), violetas (poco fermentados)
y marrones (completamente fermentados). Esta heterogeneidad de calidad en un
conjunto de muestras puede afectar la calidad de los productos finales (Tchouatcheu
etal, 2019). En Colombia, 1a calidad del grano de cacao se realiza a través de la Norma
Técnica Colombiana NTC 252:2021, donde se establece la metodologia sobre los
requisitos de calidad (evalua presencia de hongos, insectos, impurezas o materias
extrafias, residuos y granos planos en granos de cacao secos, porcentaje de humedad
y clasificacion del grano).

Asimismo,atravésdelapruebadeguillotina (cortelongitudinala 100 granosde cacao por
muestra) (Machado et al., 2018), se evalian mediante observacidn, los granos dafiados
por insectos, germinados y mohosos, ademas de la coloracion interna, clasificAndolos
en: 1) granos completamente fermentados, 2) parcialmente fermentados, y 3) sin
fermentar (NTC 1252, 2021). Los valores para clasificar como grano de cacao premium,
deben superar el 70% de granos bien fermentados, masa (peso) en gramos de 100
granos y contenido de humedad del 7%, entre otros (tabla 3).
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Clasificacion del cacao en grano para comercializacién nacional.

Clasificacion del cacao en grano
Requisitos fisicos y quimicos Premium/ ’ )
. Estandar | Corriente
Especial
Granos bien fermentados, en % min. 70 65 55
Granos insuficientemente fermentados y violetas, en
, y 30 35 45
% max.
Masa (peso) en gr. de 100 granos >120 95-120 <95
Contenido de humedad, en % fraccién de masa, max. 7 7,5 7,5
Tolerancias para el cacao en grano
Contenido de impurezas o materias extraias, en %
. , 0 0,3 0,5
fraccion de masa, max.
Grano con moho interno, numero de granos/100 1 3 5
granos, max.
Grano dafiado por insectos o germinados o ambos, 1 9 3
numero de granos/100 granos, max.
Contenido de grano partido, niumero de granos/100 1 ) 5
granos, max.
Contenido de almendra en % fracciéon de masa, min. n.a. n.a 40-60
Granos sin fermentar (pizarrosos), en %, max. 1 3 5
n.a. No es aceptable.
., Fraccién de la masa que se evalia
Fraccion de masa:
respecto a la masa total.
El término almendra se refiere al
cotileddn o fragmento de cotiled6n
del grano de cacao.

Nota. NTC 1252 de 2021
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En este sentido, Machado et al (2023) en evaluacion de la calidad fisica y sensorial
de grano de Theobroma cacao L. en respuesta a procesos de beneficio en municipios
del norte del departamento del Huila, encontraron porcentajes de granos bien
fermentados entre 48% y 57,67%), clasificandose en la categoria de grano corriente, y
granos insuficientemente fermentados con valores que oscilaron en 21,83% y 30,67 %.



Estos resultados se pueden dar por un establecimiento inadecuado de protocolos
de fermentacién. Lo anterior se relaciona con lo propuesto por Murcia-Artunduaga
et al (2022), quienes mencionan una relacién entre el porcentaje de granos
insuficientemente fermentados y el proceso de fermentacién de cacao.

El valor agregado en la venta de granos fermentados sera significativo para los
agricultores cuando se disponga de la tecnologia para fermentar pequefios volimenes.
Dado que el volumen de material fermentable es un requisito (Bobiles et al., 2022). En
la actualidad, el proceso de fermentacidn del cacao que se practica en nuestro planeta
es, en su mayoria de forma tradicional. El arte de utilizar cultivos iniciadores para
sustituir los microorganismos naturales en la fermentacion del cacao, es crucial para
el desarrollo del aroma y el sabor, con el fin de lograr uniformidad sostenible y mejora
de la calidad, (Hirko et al., 2023).

Conclusiones

El cacao colombiano presenta caracteristicas particulares en el mercado por estar
clasificado como fino y aroma. Los atributos dependen inicialmente del cultivar de
la planta, el estado de maduracion de las mazorcas, las condiciones climaticas y las
practicas particulares de cada agricultor. El papel de los microrganismos en las fases
anaeroObicas y aeroObicas son esenciales para degradar el mucilago y aumentar la
temperatura para proporcionar el calor y el acido acético necesarios para inhibir la
germinacion de los granos que interviene finalmente en la calidad.
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