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Vi Resumen

Resumen

Caracterizacion morfoldgica, bioquimica y molecular de cepas de bacterias acido
lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la fermentacion del mucilago
de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del departamento del Huila

Este estudio analiz6 la dinamica microbiana y los parametros fisicoquimicos durante la
fermentacién espontanea de tres variedades de cacao (clones CCN-51, ICS-95 y un
hibrido) cultivadas en el norte del Huila, Colombia. Durante 120 horas se monitorearon
variables como temperatura, pH, grados Brix y densidad poblacional de bacterias acido-
lacticas (BAL). El clon ICS-95 mostr6 un comportamiento fermentativo eficiente,
alcanzando temperaturas superiores a 39 °C, incremento de pH de 4,3 a 5,8 y reduccion
de Brix de 15 a 1, con un crecimiento maximo de BAL de log4, (46.5 x 108) =7.67 UFC/g a
las 48 horas. El clon CCN-51 presenté una fermentacién mas gradual (de 17 a 2 °Brix, pH
de 3,4 a4,9), alcanzando log,, (133.5 x 10%) = 8.13 UFC/g. El hibrido mostr6 un crecimiento
acelerado (log,, 1800 x 108 =9.26 UFC/g en el cajon B), pero con una rapida disminucién
hacia las 120 horas. Esto sugiere que requiere condiciones mas estables para sostener la
actividad microbiana. La identificacién bioquimica (APl 50 CH) y molecular (16S rRNA)
confirmé la presencia predominante de Lactiplantibacillus plantarum en CCN-51 e ICS-95,
y la coexistencia de L. plantarum y L. brevis en el hibrido. Estas BAL podrian emplearse
como cultivos iniciadores, dada su capacidad para mejorar la eficiencia fermentativa y

aportar compuestos que influyen en la calidad sensorial y funcional del cacao fermentado.

Palabras clave: Fermentacion, aislamiento, microbiota, bacterias acido-lacticas, calidad

del cacao.



Abstract Vi

Abstract

Morphological, Biochemical, and Molecular Characterization of Lactic Acid Bacteria
Strains of the Lactobacillus Genus Isolated from the Fermentation of Cacao
(Theobroma cacao L.) Mucilage in the Northern Region of the Huila Department

This study analyzed microbial dynamics and physicochemical parameters during the
spontaneous fermentation of three cocoa varieties (clones CCN-51, ICS-95, and a hybrid)
cultivated in northern Huila, Colombia. For 120 hours, variables such as temperature, pH,
Brix degrees, and population density of lactic acid bacteria (LAB) were monitored. Clone
ICS-95 showed an efficient fermentative performance, reaching temperatures above 39 °C,
a pH increase from 4.3 to 5.8, and a Brix reduction from 15 to 1, with maximum LAB growth
of logo (46.5 x 10%) =7.67 CFU/g at 48 hours. Clone CCN-51 exhibited a more gradual
fermentation (17 to 2 °Brix, pH 3.4 to 4.9), reaching log;, (133.5 x 10°%) =8.13 CFU/g. The
hybrid showed accelerated growth (log,, 1800 x 10® =9.26 CFU/g in box B), followed by a
sharp population decline by 120 hours. This suggests that more stable environmental
conditions are required to sustain microbial activity. Biochemical identification (AP1 50 CH)
and molecular analysis (16S rRNA) confirmed the predominant presence of
Lactiplantibacillus plantarum in clones CCN-51 and ICS-95, and the coexistence of L.
plantarum and L. brevis in the hybrid. These LAB strains show potential as starter cultures
due to their fermentative efficiency and ability to contribute functional and sensory quality

attributes to fermented cocoa.

Keywords: Fermentation, isolation, microbiota, lactic acid bacteria, cacao quality
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Introduccion 1

Introduccion

La fermentacién del cacao es una etapa critica en la produccién de chocolate. Esta influye
directamente en el desarrollo del sabor, aroma y textura del producto final. Durante este
proceso, diversos microorganismos interactdan, siendo particularmente importantes las
bacterias acido-lacticas (BAL) del género Lactobacillus, por su papel en la transformacion
bioquimica del mucilago y la mejora de la calidad sensorial del grano fermentado (Verce
et al., 2021).

En el transcurso de la fermentacion, las levaduras, BAL y bacterias acido-acéticas (BAA)
liberan 4cidos y compuestos volatiles que modifican profundamente el perfil sensorial del
cacao. Estos compuestos, como el &cido lactico, los polifenoles, los ésteres y los
exopolisacaridos, contribuyen al desarrollo de caracteristicas organolépticas valoradas por
la industria del chocolate (Peralta et al., 2021; Abdel-Nasser et al., 2023).

Las BAL en particular, estabilizan el pH del medio, inhiben el crecimiento de
microorganismos indeseados y producen metabolitos funcionales como compuestos
fendlicos, exopolisacéaridos y acidos grasos volatiles. Sin embargo, adn existe un vacio en
la caracterizacion de estas bacterias en contextos agroecolégicos especificos, como en el
sur del departamento del Huila (Colombia), donde la diversidad genética del cacao, las
practicas postcosecha y las condiciones climaticas influyen significativamente en la

dindmica microbiana (Falconi et al., 2023).

La importancia de esta investigacion se enmarca en el contexto estratégico del cacao fino
y de aroma para Colombia, particularmente en regiones como el Huila, donde su cultivo
representa una fuente clave de ingresos para pequefios productores. La caracterizacion

de BAL en estos sistemas fermentativos no solo aporta al conocimiento cientifico del



2 Introduccion

proceso, sino que también entrega herramientas practicas para estandarizar la calidad del
grano y posicionar el cacao colombiano en mercados internacionales altamente

competitivos (Mateus-Rodriguez et al., 2023; Marwati et al., 2024).

El presente estudio tuvo como propoésito caracterizar morfologica, bioquimica y
molecularmente las BAL del género Lactobacillus presentes en la fermentacion
espontanea de tres variedades de cacao: Dos clones CCN-51, ICS-95 y un hibrido. Esta
caracterizacion busca identificar las especies predominantes y analizar su comportamiento
frente a variables fisicoquimicas criticas como la temperatura, el pH y los grados Brix. El
objetivo es generar conocimiento aplicable a la aplicaciébn de cultivos iniciadores

autoctonos, capaces de mejorar la eficiencia del proceso fermentativo.



Objetivos 3

Objetivo general

Caracterizar bacterias acido-lacticas del género Lactobacillus asociadas al proceso de
fermentacion de cacao de dos clones de cacao (CCN51, ICS95) y un hibrido al norte del

Departamento del Huila.
Objetivos especificos

1. Evaluar la poblacién de bacterias 4cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas en
cada etapa del proceso de fermentacion de cacao de dos clones (CCN-51, ICS-95) y un

hibrido al norte del Departamento del Huila.

2. Caracterizar morfoldégicamente las bacterias 4cido-lacticas del género Lactobacillus
asociadas al proceso de fermentacién de cacao de dos clones (CCN-51, ICS-95) y un
hibrido.

3. Analizar factores bioquimicos y moleculares de las cepas de Lactobacillus aisladas en
diferentes momentos del proceso de fermentacion de cacao de dos clones (CCN-51, ICS-
95) y un hibrido.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

Capitulo 1: Microbiologia y procesos
fermentativos del cacao

Resumen

Este capitulo presenta una revision especializada sobre la ecologia microbiana implicada
en la fermentacion del cacao, con énfasis en el papel funcional de las bacterias acido-
lacticas (BAL) en la transformacion del mucilago, analizando sus rutas metabdlicas
principales como la produccion de acido lactico, compuestos fenodlicos, exopolisacéaridos y
su influencia sobre la estructura y estabilidad del ecosistema microbiano. Se examinan los
factores fisicoquimicos que condicionan la sucesidn microbiana, incluyendo la
disponibilidad de sustratos, el comportamiento térmico, el pH y la oxigenacion, asi como
las técnicas empleadas para la identificacion y caracterizacion de BAL, entre ellas cultivos
en medios selectivos, perfiles bioquimicos con APl 50 CH y secuenciacién del gen 16S
rRNA. Se analizan las diferentes variedades de cacao estudiadas; los clones CCN51, ICS
95 y un hibrido en cuanto a las caracteristicas particulares del mucilago en términos de
contenido de azucares y acidez, y su efecto sobre la seleccién natural de consorcios
microbianos, sefalando vacios criticos en la caracterizacién de estas comunidades en el
sur del Huila y destacando la necesidad de desarrollar cultivos iniciadores autéctonos para

mejorar la calidad y reproducibilidad del proceso fermentativo.

Palabras clave: Fermentacion del cacao, Bacterias acido-lacticas (BAL), Cultivos

iniciadores, Diversidad microbiana.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
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1.1 Introduccién

La fermentacion del cacao involucra microorganismos clave como Lactiplantibacillus
plantarum, destacado por la produccion de acido lactico y metabolitos bioactivos que crean
un ambiente favorable para el desarrollo fermentativo. Esta especie genera &cidos
organicos, incluyendo &cido acético, butirico y propionico, que reducen el pH del medio,
limitando el crecimiento de microorganismos indeseables (Viesser et al., 2020). Ademas,
L. plantarum es capaz de producir compuestos fendlicos como los acidos ferdlico, cafeico,
cumarico y vainillina, conocidos por sus propiedades antioxidantes y protectoras sobre la
microbiota fermentativa. También sintetiza compuestos volatiles esenciales, como los
acidos grasos 9,12-octadecadienoico y hexadecanoico, que contribuyen al perfil aromatico
caracteristico del cacao fermentado. Otros metabolitos importantes generados por esta
especie incluyen flavonoides como la naringenina, daidzeina y catequina, péptidos
antimicrobianos y exopolisacéaridos, que contribuyen a estabilizar la estructura del entorno

fermentativo (Abdel-Nasser et al., 2023).

Especies adicionales como L. acidophilus, L. brevis y Pediococcus acidilactici también
juegan un papel crucial, contribuyendo a una fermentacién mas consistente y de calidad.
A pesar de su importancia, alin existe un vacio en la caracterizacion detallada de estas
bacterias en variedades especificas de cacao en la region norte del departamento del

Huila, Colombia.

El cacao es un recurso estratégico en Colombia, particularmente en la regién del Huila,
reconocida por producir cacao fino y de aroma apreciado internacionalmente. La calidad
del cacao esta altamente influenciada por la fermentacién, usualmente espontanea y con
resultados variables, lo cual afecta las propiedades sensoriales del producto final (Peralta
et al., 2021). Esta variabilidad destaca la necesidad de desarrollar cultivos iniciadores
especificos para estandarizar el proceso fermentativo, garantizando una calidad

consistente del cacao colombiano.
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Investigaciones previas, como la realizada por Falconi et al. (2023), han demostrado que
la implementacion de cultivos iniciadores autdctonos con L. plantarum, Hanseniaspora
uvarum y Acetobacter ghanensis mejora considerablemente la eficiencia fermentativa,
incrementando la actividad microbiana en un 24% durante un periodo de 96 horas. Estos
cultivos estabilizan parametros criticos como el pH y la temperatura, optimizando las
reacciones quimicas necesarias para formar compuestos esenciales como los polifenoles,

gue son cruciales para definir la calidad final del cacao.

El estudio detallado de las bacterias acido-lacticas en el contexto de la fermentacion del
cacao permite comprender como su actividad especifica influye en la transformacion del
grano mas alla de su rol 4cido. Estas bacterias no solo intervienen en el control microbiano
del medio, sino que también son responsables de la sintesis de compuestos que definen
la identidad sensorial del cacao fermentado. Analizar su comportamiento, adaptabilidad y
predominancia en diferentes variedades, proporciona una base cientifica para valorar su
funcion diferenciadora dentro del ecosistema microbiano. En consecuencia, conocer a
fondo su papel contribuye no solo al perfeccionamiento técnico del proceso fermentativo,
sino también al reconocimiento del potencial Unico que ofrecen los microorganismos

nativos en la produccion de cacao de alta calidad.

Esta investigacion se enmarca en la linea “Calidad de los alimentos” del grupo
bioalimentos, adscrito a la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Colombia. Este grupo ha desarrollado proyectos relacionados con la caracterizacion
microbioldgica y bioquimica de matrices fermentadas, en especial en la aplicacion de
bacterias &cido-lacticas en alimentos funcionales y procesos agroindustriales. En este
contexto, la presente tesis de maestria tiene como propoésito principal aislar e identificar
bacterias 4cido-lacticas (BAL) a partir de procesos de fermentacion espontanea de cacao,
con el fin de generar una base que sirva como punto de partida para futuras investigaciones
orientadas al desarrollo de cultivos iniciadores aplicables para la estandarizacion y mejora

de la calidad fermentativa del grano de cacao.
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1.2 Metodologia para la revision bibliografica

Para la construccién del marco teorico, se realiz6 una revision bibliografica en la base de
datos SCOPUS, abarcando el periodo comprendido entre los afios 2020 y 2024, con
énfasis en estudios sobre la ecologia microbiana asociada al cacao y la fermentacion

espontanea. La busqueda se ejecutd utilizando las siguientes ecuaciones:

¢ (“cocoa fermentation” OR “cacao fermentation”) AND (“Lactobacillus” OR “lactic
acid bacteria” OR “LAB”).
e (“Theobroma cacao”) AND (“microbial diversity” OR “metagenomics” OR

“microbiota”).

Los resultados fueron filtrados por relevancia y tipo de documento, priorizando articulos
originales y revisiones cientificas. Posteriormente, se aplicaron criterios de inclusién
relacionados con la pertinencia tematica, la actualidad (fecha de publicacion) y el acceso
al texto completo. Esta estrategia metodologica permitié identificar vacios especificos en
la caracterizacion de bacterias 4&cido-lacticas en fermentaciones controladas y

espontaneas de cacao cultivado en Colombia.

Este andlisis permiti6 identificar los estudios mas relevantes en el tema, aunque se
constatd una limitada cantidad de investigaciones especificas, lo que evidencia un vacio
del tema en la literatura actual. Este escenario, refuerza la relevancia del tema abordado
en este proyecto de investigacion, ofreciendo una oportunidad para contribuir con
conocimiento original y novedoso en un area poco explorada, pero de alto potencial. A

continuacion, se presentan los principales hallazgos derivados de esta busqueda.

Se identifico el L. plantarum como especie dominante en diversas fermentaciones, esta
bacteria ha demostrado una notable capacidad para estabilizar el pH, un factor critico que
favorece el desarrollo de otros microorganismos beneficiosos y limita la proliferacion de
hongos y bacterias indeseadas. Ademas, su metabolismo activo contribuye a la produccion
de acidos organicos y compuestos volatiles que influyen en las propiedades quimicas del
cacao fermentado, lo que las posiciona como candidata clave para ser utilizadas en cultivos

iniciadores (Levai et al., 2021).
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En los estudios revisados, se ha sefialado que el aislamiento de BAL no solo permite
caracterizar las especies presentes, sino también evaluar su potencial funcional. Por
ejemplo, algunas cepas de Levilactobacillus brevis han mostrado propiedades
antifingicas, inhibiendo microorganismos como Aspergillus y Penicillium, que suelen
representar un problema durante la fermentacién espontanea. Esta capacidad de control
microbiano afiade un valor significativo al rol de las BAL, contribuyendo a la proteccion del

cacao en un entorno dinamico y variable (Fanche et al., 2020).

Otro hallazgo importante, es el uso de herramientas moleculares avanzadas para la
identificacion precisa de las BAL, como la secuenciacion del gen 16S rRNA. Estas técnicas
han permitido diferenciar con mayor precision las especies de BAL y analizar su dindmica
poblacional en distintas etapas de la fermentacion. Los resultados evidencian que la
diversidad y la composicion especifica de las BAL pueden variar segun las condiciones
locales de fermentacién, como la temperatura, la humedad y el tipo de cacao utilizado
(Viesser et al., 2020).

1.3 Generalidades del cacao

El cacao (Theobroma cacao L.), perteneciente a la familia Malvacea, es un cultivo tropical
apreciado por sus semillas, materia prima del chocolate. Estas semillas son ricas en
compuestos bioactivos, como teobromina, cafeina y polifenoles, los cuales tienen
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y cardioprotectoras. Ademas, su alto valor
nutricional se debe a su contenido de hidratos de carbono, lipidos, proteinas y minerales

esenciales como potasio, magnesio y fésforo (Edo et al., 2023).

El cacao (Theobroma cacao L.) tiene su origen en América del Sur, al este de los Andes,
donde fue domesticado hace miles de afios. Su cultivo se expandi6é rapidamente a otras
regiones tropicales del mundo gracias a civilizaciones precolombinas como los mayas.
Actualmente, se cultiva principalmente entre los paralelos 10°N y 10°S, en paises como
Costa de Marfil, Ghana, Indonesia y Colombia, donde las condiciones climaticas y edaficas

son favorables para su desarrollo (Garcia Gonzélez et al., 2021).
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El cacao requiere temperaturas entre 18°C y 32°C, alta humedad relativa (70-100%) y una
precipitacién anual de entre 1.500 y 2.000 mm. Es sensible a la falta de agua, lo que afecta
su rendimiento. Estudios recientes sugieren que las condiciones de temperatura y didxido
de carbono elevadas, simulando escenarios de cambio climéatico, pueden influir en el
desarrollo temprano del cacao, mejorando su fotosintesis y eficiencia en el uso del agua,
especialmente en genotipos tolerantes al calor (Mateus-Rodriguez et al., 2023).

En Colombia, el cacao es un cultivo estratégico por su importancia econémica y social,
especialmente en regiones como el Huila. Ademas de su valor comercial, el cultivo de
cacao contribuye a la conservacion de ecosistemas y a la diversificacion de ingresos para

pequefios productores (Camara de Comercio del Huila, 2021).

Las investigaciones actuales han destacado la necesidad de implementar practicas
agricolas modernas y adaptativas, incluyendo sistemas de fertilizacién adecuados y el
manejo de cultivos bajo condiciones climaticas cambiantes, para garantizar la

productividad y sostenibilidad del sector (Carmona Rojas et al., 2022).

e Produccién Mundial y Nacional del Cacao

El cacao es uno de los productos agricolas mas relevantes a nivel mundial, con una
produccion superior a los 5 millones de toneladas anuales, de las cuales cerca del 60 %
proviene de Africa Occidental, especialmente de paises como Costa de Marfil, Ghana y
Nigeria. Aunque América Latina representa una menor proporciéon del volumen total,
paises como Ecuador, Colombia y Perl se destacan por su aporte en cacao fino y de
aroma, un segmento altamente valorado en mercados internacionales especializados
(Gavrilova, 2021).

La Figura 1-1 muestra de manera comparativa la produccién de cacao en los principales
paises y regiones productoras durante las campafias agricolas 2021/22 y 2022/23, asi
como los prondsticos para 2023/24. El liderazgo de Africa Occidental es evidente, siendo
Costa de Marfil el epicentro absoluto de la produccion mundial, con volimenes que han

superado 2 millones de toneladas de forma sostenida.
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Este dominio no solo se mantiene, sino que se proyecta estable en el corto plazo, lo que
sugiere una consolidacion estructural de su cadena productiva, pese a los desafios
climaticos y logisticos reportados en afios recientes. Organizacion Internacional de cacao
(ICCO, 2024).

Figura 1-1: Produccion de Granos de Cacao (Miles de Toneladas)
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Fuente: Organizacion Internacional del Cacao (ICCO) 2024.

Ghana, segundo productor mundial, evidencia una ligera contraccion en las estimaciones
mas recientes (Figura 1-1). Este comportamiento podria vincularse a problemas
recurrentes de enfermedades en las plantaciones, envejecimiento de cultivos y
fluctuaciones en politicas de incentivos al productor. La tendencia decreciente en Ghana
representa una advertencia sobre la hecesidad de implementar estrategias de renovaciéon
varietal y tecnificacion agricola para evitar una pérdida sostenida de competitividad frente

a su vecino marfilefio (Akalaare Adombila, 2025).

En contraste, paises de menor volumen como Cameruan, Nigeria y Ecuador presentan una
produccion relativamente estable, sin aumentos significativos en los pronésticos. Esto
podria deberse a limitaciones estructurales como infraestructura de postcosecha y
sistemas de fermentacién no estandarizados que dificultan el escalamiento productivo
(Cost, 2024).
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Cabe destacar el caso de Indonesia y otros paises de Asia y Oceania, cuya participacion
en la produccién mundial de cacao es marginal y en descenso. Esta tendencia puede
atribuirse a la preferencia por cultivos comerciales mas rentables y a la escasa inversion
en sistemas de fermentacion orientados a la calidad exportable. Esta situacion resalta la
importancia de los factores agroeconémicos regionales en la configuracion del mapa global
del cacao. En este contexto, América Latina, aunque con una menor participacion en
volumen, se posiciona como lider en la produccién de cacao fino y de aroma. Paises como
Ecuador y Brasil destacan en este segmento, con volimenes anuales que oscilan entre las
250.000 y 300.000 toneladas (ICCO, 2024).

Colombia, aunque no figura entre los mayores productores mundiales de cacao, se
distingue por la calidad de su producto, especialmente en el segmento de cacao fino y de
aroma con un promedio anual de produccién que supera las 60.000 toneladas, el pais se
posiciona como un referente en la produccion de cacao de alta calidad apreciado en
mercados internacionales Segun las cifras de Fedecacao (2023), el departamento de
Santander lidera la produccién nacional con 22.899 toneladas, representando el 36,8% del
total. Arauca ocupa el segundo lugar con 10.520 toneladas (16,9%), seguido de Antioquia
(8,3%), Tolima (5,8%), Huila (5,7%) y Narifio (5,4%).

Aunqgue el Huila contribuye con un 5,7% del cacao nacional (3.518 toneladas en 2022), su
relevancia no radica Unicamente en el volumen, sino en la calidad sensorial distintiva del
cacao. Las condiciones agrocliméticas del Huila, con suelos fértiles y un clima tropical
moderado, favorecen la produccién de cacao fino y de aroma, altamente demandado en
mercados internacionales. Estas caracteristicas posicionan al cacao del Huila como un
producto estratégico dentro de la cadena de valor nacional. Federacién Nacional de

Cacaoteros, (Fedecacao), 2023)

La Figura 1-2 evidencia una marcada estacionalidad en la produccién de cacao en
Colombia durante el afio 2022. Se aprecia un claro aumento en los volimenes entre abril
y junio, alcanzando el punto maximo en mayo con una produccidn superior a las 7.000

toneladas.
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Esta tendencia sugiere que el segundo trimestre del afio concentra las condiciones
agroclimaticas mas favorables para la cosecha, probablemente debido a la transicién entre
la temporada de lluvias y la estabilizacién térmica, que favorece tanto la floracion como el

desarrollo de mazorcas.

Figura 1-2: Produccion en el afio 2022 en Colombia (Toneladas)
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En contraste, los meses de agosto y septiembre muestran un descenso sustancial, con
voliumenes por debajo de las 3.500 toneladas. Esta caida puede interpretarse como el
resultado de un desfase fisioldgico en las plantas, asociado a limitaciones hidricas o estrés
por altas temperaturas en periodos previos. Esta estacionalidad no solo condiciona la
oferta nacional, sino que también impone desafios logisticos para la planificacion del
acopio y la fermentacion, especialmente en zonas con escasa infraestructura de

postcosecha. Federacion Nacional de Cacaoteros, (Fedecacao), 2023)

La Figura 1-2 invita a profundizar y a realizar un analisis de los factores que determinan la
productividad mensual del cacao, integrando variables como humedad relativa,
temperatura del suelo, disponibilidad hidrica y ciclos fenologicos. Ademas, refuerza la
necesidad de desarrollar estrategias de fermentacién y secado ajustadas al calendario
productivo, especialmente en los meses de baja produccion, donde la menor disponibilidad
de masa fermentable puede afectar la calidad por falta de masa critica y control térmico
adecuado. Por otra parte, el repunte observado en noviembre y diciembre sugiere la

presencia de una segunda cosecha, aunque de menor volumen de produccion.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias 4cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la 13
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

Esta doble curva productiva es caracteristica de climas tropicales con regimenes
pluviométricos bimodales, como los que predominan en las zonas cacaoteras del
piedemonte amazonico y la region andina colombiana. Sin embargo, la irregularidad entre
picos y valles productivos también refleja la vulnerabilidad del cultivo ante variaciones
climéticas interanuales, una preocupacion creciente en el contexto del cambio climético.

Federacion Nacional de Cacaoteros, (Fedecacao), 2023)

1.4 Variedades de cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) se clasifica principalmente en tres variedades: Hibrido,
Forastero y Trinitario. El Hibrido, conocido por su sabor fino y aroma excepcional; tiene un
bajo rendimiento y es susceptible a plagas y enfermedades. El Forastero, representa el
95% de la producciéon mundial, se caracteriza por un sabor mas robusto, alto rendimiento
y mayor resistencia a condiciones adversas. El Trinitario, un hibrido entre Hibrido y
Forastero combina el sabor del primero con la resistencia y productividad del segundo,
siendo ampliamente utilizado en la produccién de chocolate premium (Wahyuni et al.,
2021).

A pesar de las excepcionales cualidades sensoriales del cacao hibrido, su cultivo es
minoritario debido a su baja tolerancia a las enfermedades. En regiones como América del
Sur y el Caribe, los productores estan adoptando estrategias para conservar la pureza
genética del hibrido y sus hibridos, como el Trinitario, mediante programas de

conservacion genética y mejoramiento molecular (Lépez et al., 2021).

El rendimiento y las caracteristicas sensoriales del cacao también estan fuertemente
influenciadas por el entorno y las técnicas de cultivo. Factores como el clima, el tipo de
suelo y los métodos de fermentacion y secado contribuyen a las diferencias en la calidad
del producto final. Estas particularidades no solo impactan la comercializacion del cacao,
sino que también determinan su aceptacion en mercados internacionales altamente

competitivos (Gumiel et al., 2021).
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Este estudio utilizé tres variedades de cacao: Dos clones CCN51, ICS95 y un material tipo

hibrido. La tabla 1-1 compara las principales caracteristicas, ayudando a la seleccién de

variedades para cultivo y comercializacion.

Tabla 1-1: Caracteristicas de las variedades de cacao

Genotipo de Cacao

productividad

No especificado

partir de 2-3 afios)

: Clon CCN .
Atributo (Coleccion Castro Cclllon ICS (Imperial Material Hibrido
Naranjal)-51 ollege Selection)-95
Nombre
e Theobroma cacao L. Theobroma cacao L. Theobroma cacao L.
cientifico
Nombre comun Cacao Cacao Cacao
Familia Malvaceae
Compatibilidad Auto compatible No especificada
Region amazonica
Origen Ecuatoriano Trinitario (Pert, Ecuador,
Colombia, Brasil)
Color de la . o .
mazorca Rojo Rojo intenso Variable
N° de o
granos/mazorca 45 41 No especificado
[ndice de grano 1.5 gramos 1.4 gramos No especificado
Indice de o
mazorca 15 18 No especificado
% Cascarilla 15.2 16.5 No especificado
% Almendra 84.8 83.5 No especificado
% Grasa 52.48 53.1 No especificado
Resistente a
. . Medianamente odredumbre negra o
Resistencia resistente a Monilia P (Phytophthorag No especificado
palmivora)
Tolerancia a o -
sequia No especificado Alta No especificado
pH 5.02 4.9 No especificado
Alta 2-3 kg/éarbol/afio (a

No especificado

Descripcion
adicional

Mazorca roja,
semillas moradas;
indice de resistencia
moderada. Creado
por Homero Castro
Zurita. Pedigri: ICS-
95 x IMC-67.

Arbol de arquitectura
recta y crecimiento
ortotrépico.
Desarrollado en 1995
por el ICRI; pedigri
hibrido Trinitario x
Hibrido.

Cacao fino con
agradable sabor y
aroma; el fruto es
rugoso, de cascara

delgada, alargado y
facil de abrir. Semillas
redondeadas,
cotiledones blancos o
ligeramente
pigmentados.

Fuente: Federacién Nacional de Cacaoteros (Fedecacao), 2021



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias 4cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la 15
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

La caracterizacion de los clones CCN-51, ICS-95 y el material hibrido revela contrastes
significativos tanto en aspectos agronémicos como en sus atributos fisicoquimicos (Tabla
1-1). El clon CCN-51, de origen ecuatoriano, se destaca por su autocompatibilidad y
estructura productiva eficiente, evidenciada en un alto nUmero de granos por mazorca y un
indice de grano superior. Su resistencia moderada a enfermedades como Monilia 'y su perfil
de semillas con alto contenido de almendra lo hacen atractivo para cultivos intensivos,
especialmente en sistemas con manejo técnico intermedio. Federacion Nacional de

Cacaoteros (Fedecacao), 2021

El clon ICS-95, de linaje Trinitario y desarrollado por la Iniciativa Internacional del cacao
(ICRI), presenta una arquitectura vegetal vertical y robusta, con tolerancia demostrada a
la sequia y resistencia a Phytophthora palmivora. Aunque su indice de mazorca es
ligeramente mayor que el del clon CCN-51, presenta un contenido marginalmente inferior
de almendra. No obstante, su mayor concentracion de grasa y adaptacién a condiciones
climaticas variables le confieren ventajas en programas de mejoramiento orientados a la
calidad industrial, particularmente en regiones con restricciones hidricas. Federacién

Nacional de Cacaoteros (Fedecacao), 2021

El material hibrido, originario de la region amazdénica, muestra atributos morfolégicos y
sensoriales apreciados en la produccion de cacao fino y de aroma. Si bien muchos de sus
pardmetros agronémicos no estan detalladamente cuantificados, su descripcién cualitativa
sugiere una excelente aptitud para nichos de mercado especializados, debido a sus
cotiledones claros, su fruto de facil apertura y su perfil organoléptico distintivo. Esta
variabilidad genética representa una valiosa fuente de diversidad, Util tanto para fines
comerciales diferenciados como para investigaciones futuras en conservacion y mejora

genética. Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao), 2021.

El clon CCN-51, desarrollado por Homero Castro Zurita (Theobroma cacao L.), es
originario de Ecuador y es popular en cultivos comerciales debido a su alta productividad
y resistencia. La Figura 1-3 muestra la mazorca tipica de este clon, con un color rojo
vibrante y una textura rugosa, caracteristicas distintivas que facilitan su identificaciéon en

campo.
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Las mazorcas del clon CCN-51 suelen presentar semillas moradas y son compatibles para
polinizacién autégama, lo que contribuye a su estabilidad genética en plantaciones
comerciales. Este clon fue desarrollado a partir del pedigri ICS-95 x IMC-67 y tiene una
resistencia moderada a la Monilia, una enfermedad comun del cacao. EI CCN-51 cultivado
en la region de Huila, tiene un alto rendimiento y calidad de grano. Su composicion incluye
un 84.8% de almendra y un contenido de grasa del 52.48%, lo que lo convierte en un
material adecuado para procesos de fermentacion y estudios microbiolégicos. Ademas, el
pH promedio de sus semillas (5.02) contribuye a condiciones 6ptimas para el desarrollo de
bacterias acido-lacticas, aspecto fundamental en investigaciones de fermentacion y perfil

de sabor del cacao.

Figura 1-3: Mazorca Clon CCN-51. Jardin clonal. Sena, Centro de Formacion
Agroindustrial “La Angostura”, Campoalegre Huila

Fuente: Fotografia tomada por el autor (2025).

El clon ICS-95, seleccionado por el ICRI en 1995, es un hibrido trinitario-hibrido adaptado
a climas tropicales y diversas condiciones ambientales. Su mazorca, de un color rojo
intenso y textura rugosa (Figura 1-4) es resistente a condiciones adversas, incluyendo la
podredumbre negra (Phytophthora palmivora. La forma alargada y rugosa de la mazorca
facilita la circulacién de aire en su entorno inmediato, lo cual podria contribuir a reducir la
incidencia de humedad excesiva, factor de riesgo para infecciones flangicas. El clon ICS-
95, con su arquitectura recta, facilita el manejo en plantaciones intensivas, optimizando el
espacio y la cosecha, clave para cultivos comerciales de alta productividad. Este clon
alcanza entre 2 y 3 kg de rendimiento anual por arbol a partir de su tercer afio, lo que lo
convierte en una opcién atractiva para agricultores en zonas de clima tropical que requieren
variedades de rapida respuesta productiva. Federacion Nacional de Cacaoteros

(Fedecacao), 2021.
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Figura 1-4: Mazorca Clon ICS-95. Sena, Centro de Formacion Agroindustrial “La
Angostura®, Campoalegre Huila
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Fuente: Fotografia tomada por el autor (2025).

Las semillas del clon ICS-95 (Figura 1-4) presentan cotiledones de color morado,

recubiertos de un mucilago abundante, que influyen en el perfil organoléptico del cacao

durante el proceso de fermentacion. Este mucilago, rico en azlcares fermentables,

favorece el crecimiento de microorganismos como bacterias acido-lacticas y levaduras,

fundamentales para el desarrollo de sabores con un pH de 4.9, proporcionan un ambiente

ideal para la fermentacién controlada, regulando el crecimiento microbiolégico y un perfil

acido balanceado. La almendra, con un indice de grasa del 53.1%, es crucial para el

desarrollo de aromas y la calidad del grano de cacao en términos de sabor y textura.

Figura 1-5: Semillas del Clon ICS-95. Sena, Centro de Formacion Agroindustrial “La
Angostura”, Campoalegre Huila

(J‘
Fuente: Fotografia tomada por el autor (2025).
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El material de cacao hibrido, originario de la region amazédnica, (Pera, Ecuador, Colombia
y Brasil), es valorado por su calidad superior en sabor y aroma, clasificado como un cacao
fino o de aroma (Figura 1-6). Este tipo de cacao, cultivado en Colombia hasta 1885,
destaca por sus frutos alargados y cascara delgada, rugosa y facil de abrir, caracteristicas
visibles en la Figura 1-6 que muestran la mazorca abierta. Las semillas tienen cotiledones
blancos o ligeramente pigmentados, con un recubrimiento de mucilago que favorece un
perfil fermentativo Gnico. A pesar de su menor rendimiento en comparacion con los clones
hibridos, su perfil organoléptico y propiedades fermentativas lo convierten en una opcién
fundamental para estudios de fermentacion. Sus cualidades distintivas influyen en el
desarrollo microbioldgico durante el proceso, contribuyendo a un sabor y aroma complejo

gue es muy apreciado en la industria chocolatera.

Figura 1-6: Mazorca abierta del Cacao hibrido.

Fuente: Fotografia tomada por el autor (2025).

El departamento del Huila se caracteriza por la diversidad fenotipica de sus variedades de
cacao, reflejada en sus atributos fisicos Unicos. Estas caracteristicas permiten identificar
particularidades en el color del fruto, la forma del apice, la constriccion basal, la rugosidad
y la estructura de las semillas. Este analisis resalta la variabilidad existente entre las
diferentes variedades cultivadas en la regién, proporcionando una base sélida para futuras
investigaciones y estrategias de mejoramiento enfocadas en la calidad del cacao producido

en esta zona.
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La Tabla 1-2 ofrece una visibn comparativa de la concentracion de azlcares presentes en
el mucilago de los clones CCN-51 e ICS-95, componentes fundamentales en la fase inicial
de la fermentacion. Se observa que el clon CCN-51 presenta un contenido
significativamente mas alto de azucares totales (13.10 %) en comparacion con el clon ICS-
95 (10,20%), lo que sugiere una mayor disponibilidad de sustrato fermentable para las
levaduras durante las primeras 24 48 horas del proceso. Este mayor contenido favorece
una fermentacion mas activa y sostenida, aspecto que podria correlacionarse con una

produccion mas consistente de etanol y compuestos volatiles deseables.

Tabla 1-2: Descriptores cuantitativos de materiales de cacao

Parametros 9%CCN-51 ICS-95

(mg/g)

Azlcares Totales 13.10 10.20
Azucares reductores 7.42 5.80
Fructosa 2.62 0.66
Glucosa 4.81 0.73
Sacarosa 5.67 3.80
Lactosa 0.00 0.00

Fuente: Alava Zambrano, M. (2020).

En cuanto a los azucares simples, el clon CCN-51 también supera a ICS-95 en niveles de
glucosa (4.81 % vs. 0.73 mg/g) y fructosa (2.62 % vs. 0.66 mg/g), ambos cruciales para el
metabolismo primario de las levaduras (Saccharomyces cerevisiae) y de BAL (L.
plantarum). Esta diferencia es relevante, ya que la eficiencia de las rutas metabdlicas
microbianas depende en gran medida de la disponibilidad inmediata de monosacaridos.
Ademas, la mayor proporcién de azucares reductores en el clon CCN-51 (7.42 %) puede
estar vinculada con una mayor producciéon de acidos organicos y precursores de aromas,

lo que incide directamente en la calidad sensorial del grano fermentado.

La presencia de sacarosa en ambos clones, aunque es mas elevada en el clon CCN-51
(5.67 %), refuerza el papel de este disacarido como fuente secundaria de energia que
puede ser hidrolizada por enzimas invertasas microbianas durante las etapas intermedias
del proceso. Es destacable la ausencia de lactosa en ambos materiales, lo cual es
coherente con la naturaleza vegetal del fruto y sugiere que no hay aporte de este azlcar

exdgeno que pueda alterar la dindmica microbiana tipica del cacao.
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Estas diferencias no solo reflejan variabilidad genética, sino que también deben ser
tomadas en cuenta al seleccionar el material vegetal mas adecuado para sistemas de
fermentacién controlada, ya que la composicion del mucilago condiciona el ritmo y la

eficiencia del proceso fermentativo.

1.5 Proceso de fermentacion del cacao y microbiota

asociada

El proceso de fermentacion del cacao es una etapa fundamental en la postcosecha que
influye directamente en la calidad sensorial del producto final, como el sabor, el aroma'y el
color del chocolate Figura 1-7. Este proceso inicia con la eliminacion de la pulpa
mucilaginosa que recubre los granos de cacao, lo que permite la accion de
microorganismos clave que generan metabolitos como alcoholes y acidos organicos. Estos
compuestos se difunden hacia los cotiledones, provocando su muerte e induciendo
reacciones bioquimicas que generan los precursores quimicos del sabor y aroma

caracteristicos del chocolate (Mateus-Rodriguez et al., 2023).
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Figura 1-7: Procesos Metabdlicos en la Fermentacion del Cacao
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La Figura 1-7 sintetiza de manera integral las rutas metabdlicas activadas durante la

fermentacién del cacao, destacando la participacién secuencial y sinérgica de levaduras,

BAL y BAA. Estas comunidades microbianas transforman los azlcares presentes en la

pulpa en una serie de metabolitos clave como etanol, acido lactico, acido acético y

compuestos volatiles incluyendo ésteres, alcoholes superiores y aldehidos que migran

hacia el interior del grano. Este flujo de compuestos, junto con la generacién de calor,

desencadena la muerte celular del embrion y permite la liberacién de enzimas endégenas

gue actuan sobre lipidos, proteinas y polifenoles, dando origen a los precursores

sensoriales del chocolate.
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Este esquema pone en evidencia la naturaleza altamente coordinada de la fermentacion y
la importancia critica de la temporalidad con que cada grupo microbiano actta. Desde una
perspectiva biotecnolbgica, esto reafirma la necesidad de monitorear cuidadosamente las
condiciones ambientales (temperatura, oxigenacion, pH) para asegurar que cada fase
alcohdlica, lactica y acética se exprese con la intensidad adecuada. Una transicion
prematura o prolongada de alguna etapa puede afectar negativamente la acumulacion de

compuestos clave y, por ende, comprometer la calidad sensorial del grano.

Ademds, la Figura 1-7 estima que una fermentacién controlada basada en cultivos
iniciadores seleccionados permitiria estandarizar la produccién de metabolitos deseables
y minimizar la generacion de compuestos defectuosos. Esta estrategia, alineada con
modelos multitréficos como el aqui representado, no solo mejoraria la reproducibilidad del
perfil organoléptico del cacao, sino que también abriria oportunidades para valorizar
genotipos con potencial sensorial superior, pero comportamiento fermentativo inestable
bajo condiciones espontaneas. Esta visualizacién refuerza el proceso fermentacién como
un ecosistema microbiano dinamico que debe ser comprendido y gestionado con precision

para garantizar granos de alta calidad.

1.5.1 Primera fase: crecimiento de las levaduras

En la etapa inicial de la fermentacién del cacao, el ambiente acido de la pulpa fresca (pH
3,0-3,5) crea condiciones ideales para el desarrollo de levaduras como Saccharomyces
cerevisiae, Hanseniaspora guilliermondii y Candida zemplinina. Estas levaduras son
fundamentales al metabolizar los azlUcares presentes en la pulpa del cacao, produciendo
etanol y diéxido de carbono como principales productos metabdlicos. Este proceso genera
un ambiente anaerébico que favorece la actividad de otros microorganismos en las fases

posteriores, como las BAL.

Esta transformacién se lleva a cabo a través de la via glucolitica (Embden-Meyerhof-
Parnas) y la subsiguiente fermentacién alcohdlica. El proceso se resume en las siguientes

reacciones clave:
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Glucolisis
Ce¢H,,04(glucosa) - 2 C3H,05(piruvato) + 2ATP + 2NADH

Descarboxilacion del piruvato

2 C3H,05(piruvato) - 2 CH;CHO (acetaldehido) + 2 C0,(didxido de carbono)

Reduccién del acetaldehido

2 CH3;CHO (acetaldehido) + 2 NADH — 2 C,HsOH (etanol) + 2 NAD*

Un aspecto clave de la actividad de las levaduras, es su capacidad para degradar pectinas,
lo que resulta en una disminucion de la viscosidad del mucilago que rodea los granos de
cacao. Este proceso se realiza por una reaccion de hidrolisis, que rompe los enlaces
glicosidicos entre las unidades de acido galacturénico, liberando subproductos mas

simples como el 4cido galacturénico.

. Pectinasas , | .. . L.
Pectina + Hy0 —— Acido galacturoénico + Oligosacaridos

El acido galacturénico liberado durante la hidrélisis de pectina puede ser metabolizado por
las levaduras a través de una via metabdlica que involucra la descarboxilacion para formar

compuestos como el acido 2-keto-3-deoxyarabinohexurdnico.

<, .. Descarboxilaciéon | . L.
Acido galacturénico —— > acido 2 — keto — 3 — deoxyarabinohexurénico

Esto facilita el drenaje del exceso de liquido y prepara fisicamente a los granos para las
etapas posteriores del manejo postcosecha. La actividad de las levaduras genera un
entorno menos acido, lo que contribuye a estabilizar el pH y favorece el crecimiento de

bacterias acido-lacticas (BAL), fundamentales en la fase posterior de la fermentacion.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

24

Estudios como los realizados por Yunita et al. (2021) han identificado que diferentes
especies de levaduras pueden tener impactos especificos en la calidad de los precursores
guimicos que se desarrollan durante la fermentacion. Por ejemplo, Hanseniaspora
guilliermondii ha demostrado ser eficiente en la produccion de alcoholes superiores y
ésteres que afectan indirectamente las reacciones bioquimicas posteriores. Por otro lado,
la robustez de Saccharomyces cerevisiae le permite dominar la poblaciéon en condiciones

variables, asegurando una fermentacion inicial consistente.

Investigaciones realizadas por (Chagas Junior et al. 2021) han destacado que el uso de
cultivos iniciadores basados en levaduras seleccionadas no solo mejora la homogeneidad
del proceso, sino que también permite un control mas preciso de las condiciones
metabdlicas. Estas levaduras, al ser introducidas como consorcios especificos, reducen la
competencia de microorganismos no deseados y estabilizan la produccion de metabolitos

clave, como etanol y aldehidos.

Esto es especialmente relevante en regiones como el Amazonas, donde la diversidad de
cepas microbianas presenta desafios Unicos para los procesos fermentativos controlados
(Serra et al., 2019).

Otro avance importante es el uso de tecnologias modernas para caracterizar la actividad
metabolica de las levaduras en esta fase. Métodos como la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) han permitido identificar compuestos
aromaticos criticos generados por Saccharomyces cerevisiae y otras levaduras durante la
fermentaciéon (Marwati et al., 2024). Estos compuestos incluyen ésteres y terpenos que

desempefian una funcién esencial en las etapas posteriores del proceso.

El impacto de las condiciones ambientales, como temperatura y oxigeno, sobre la dindmica
poblacional de las levaduras es un area de estudio en expansion. Segun Ferreira et al.
(2022) pequenas variaciones en estas condiciones pueden alterar significativamente la
proporcion de metabolitos producidos, afectando la calidad final del producto. Por esta
razon, es importante monitorear las condiciones iniciales de la fermentacion mediante la
seleccién de cepas adaptadas es fundamental para garantizar una produccion consistente

y de alta calidad.
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1.5.2 Segunda Fase: crecimiento de las BAL

En esta fase, bacterias como L. fermentum y L. plantarum toman un rol predominante en
el proceso de fermentacion. Estas bacterias metabolizan los carbohidratos residuales y el
acido citrico presentes en el medio, generando compuestos como &cido lactico y manitol.
Este cambio contribuye a estabilizar el pH del entorno y facilita el desarrollo de BAA en la

fase posterior.

glucélisis lactato deshidrogenasa

CeHy,04(glucosa) — 2 C3H, 05 (piruvato) 2 C3Hg05(AL)

Las BAL tienen la capacidad de utilizar el acido citrico como fuente de carbono. En este
proceso, el acido citrico es primero convertido en acido acético, y parte de este se reduce
a acido lactico. Ademas, en algunas condiciones, se genera manitol, un alcohol poliéster

gue se produce a partir de la reduccién de la fructosa.

ciclo de Krebs reduccion

CeHg 0 (acido citrico) ——— CH; — COOH (4cido acético) — 2 C3Hg03(AL)

reducciéon .
Fructosa —— Manitol

Se ha identificado la presencia de Weissella fabaria en fermentaciones realizadas en
regiones tropicales, lo que refleja una diversidad microbiana que varia significativamente
segun las condiciones ambientales y los métodos utilizados en el proceso. Esta diversidad
contribuye al equilibrio de la microbiota fermentativa, ayudando a prevenir la proliferacion
de hongos u otros microorganismos no deseados. Segun Orozco Ortiz (2021), el monitoreo
y aprovechamiento de esta variabilidad microbiana es clave para mantener la estabilidad

del proceso y mejorar la calidad sensorial del cacao.

Un aspecto relevante de esta etapa es la capacidad de las BAL para producir compuestos
antimicrobianos, como bacteriocinas, que inhiben la proliferacion de microorganismos

competidores como bacterias Gram negativas.
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Estas caracteristicas no solo mejoran la eficiencia del proceso fermentativo, sino que
también aseguran una mayor estabilidad microbioldgica en los lotes de cacao, reduciendo
los riesgos asociados a la variabilidad microbiana (Mohamad Zin et al., 2022).

Las interacciones metabdlicas entre las BAL y los productos generados por las levaduras
durante la primera fase, como etanol y acidos organicos, son determinantes en esta etapa
porque favorecen condiciones de crecimiento y actividad de las BAL, promoviendo una
fermentacion mas controlada y eficiente, con un impacto directo en la calidad del cacao

procesado.

1.5.2.1 Generalidades de las bacterias acido lacticas

Las BAL representan un grupo diverso de microorganismos Gram-positivos, no
esporulados y con morfologia variable, predominando formas de cocos y bacilos de entre
0,5y 0,8 um de grosor. Estas bacterias son anaerobias facultativas y catalasa-negativas,
con un metabolismo fermentativo especializado en la produccién de acido lactico como
principal producto metabdlico. Esta capacidad las hace esenciales en diversos procesos
fermentativos, como la fermentacion del cacao, donde son centrales en la transformacion

de carbohidratos y 4cidos de la pulpa (Mateus-Rodriguez et al., 2023).

Filogenéticamente, sélo bacterias en el orden Lactobacillus son llamadas BAL
(Figura 1-8), a pesar de que algunas mas distantes comparten caracteristicas fisiol6gicas.
Por sus altos y complejos requerimientos nutricionales, las BAL han sido denominadas
microorganismos fastidiosos por su limitada capacidad de biosintesis. De acuerdo con el
mecanismo con el que metabolizan hexosas, las BAL se catalogan en homofermentativas

y heterofermentativas (facultativas y obligadas).
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Figura 1-8: Filogenia de las bacterias acido-lacticas
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En el contexto de la fermentacién espontanea del cacao, la Figura 1-8 es relevante para
comprender las interacciones microbianas que ocurren durante este proceso. A diferencia
de los sistemas controlados, donde se inoculan cultivos iniciadores seleccionados, la
fermentacién espontéanea depende de una diversidad microbiana natural que varia segun
las condiciones ambientales, el tipo de cacao y la region geografica. Esta variabilidad de
microorganismos es esencial para los productores, ya que determina la calidad y

consistencia del producto final.

A través del analisis de la Figura 1-8, se puede observar la amplia variedad de cepas
bacterianas presentes, especialmente aquellas del género Lactobacillus, Lactococcus y
Leuconostoc. La diversidad genética reflejada en el arbol filogenético subraya la
importancia de entender qué microorganismos estan involucrados, ya que no todas las
cepas de las especies bacterianas actian de la misma manera. Algunas pueden ser mas
eficientes en la producciéon de acidos, mientras que otras pueden generar aromas mas

complejos, esenciales para un cacao de alta calidad (Moez et al., 2023).

Es crucial que los productores de cacao comprendan la composicion microbiana que esta
presente en los procesos de fermentacién espontanea, esta diversidad tiene un impacto
profundo en la calidad sensorial y bioquimica del cacao. Como se observa en la Figura 1-
7, la presencia de cepas como L. plantarum (por ejemplo, las cepas JDM1, WCFS1, ST-
111) demuestra que ciertas cepas de Lactobacillus son especialmente versatiles y tienen
un impacto directo en el desarrollo de compuestos volatiles como los ésteres, que son
cruciales para el perfil aromético del cacao. Sin embargo, también es evidente que una
fermentacion espontanea puede dar lugar a una composicién microbiana impredecible, con
bacterias o levaduras no deseadas que pueden alterar las caracteristicas sensoriales, lo

gue subraya el riesgo de este tipo de fermentacion.

La seleccion dirigida de cultivos iniciadores se basa en la premisa de conocer y controlar
las especies bacterianas involucradas es esencial para lograr cacaos de alta calidad que
puedan competir a nivel mundial. El analisis filogenético también refuerza la idea que,
aunqgue la fermentacion espontanea tiene la ventaja de aprovechar la diversa ecologia

microbiana, esta variabilidad puede ser tanto una ventaja como un desafio.
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Considero que conocer y gestionar esta diversidad puede transformar la fermentacién
espontanea en un proceso mas controlado y predecible. Este conocimiento no solo
optimiza el proceso de fermentacion, sino que también contribuye a la homogeneizacion
de la calidad del cacao, un factor esencial para los productores que buscan abastecer
mercados internacionales con productos consistentes y de alta calidad.

Por lo tanto, aunque la fermentacion espontanea es una practica tradicional valiosa, es
crucial que los productores aprovechen la informacion filogenética de las cepas
bacterianas para seleccionar las mejores especies para sus objetivos de produccion,
garantizando asi un cacao con un perfil sensorial superior, capaz de competir en el

mercado global.

Desde el punto de vista nutricional, las BAL requieren aminoacidos, vitaminas del complejo
B (biotina, tiamina, acido pantoténico, entre otros), y carbohidratos fermentables. Su rango
de crecimiento 6ptimo se encuentra entre 30 y 40°C, con tolerancia a un pH acido de 5,5
a 6,2. En la fermentacién del cacao, estas condiciones les permiten adaptarse a la acidez
inicial de la pulpay contribuir a la producciéon de compuestos como manitol y acido acético,
gue son clave para mejorar las caracteristicas sensoriales del grano fermentado (Levai
etal., 2021).

Algunas cepas de BAL, reconocidas por ser beneficiosas, poseen propiedades probioticas
y pueden incluso actuar como vehiculos para la administracion de vacunas orales. Estas
cepas se seleccionan a partir de productos fermentados de forma espontanea o mediante
experimentos de evolucion en laboratorio. Su evaluacién se basa en atributos deseables,
como la capacidad de producir sabores especificos o0 de generar compuestos
antimicrobianos que les permitan proteger sus nichos ricos en nutrientes. Para sobrevivir,
deben enfrentar la amenaza de los bacteriéfagos, que representan un riesgo significativo
para las fermentaciones industriales de alimentos. Actualmente, el metabolismo y la
fisiologia de estos microorganismos se estudian tanto de manera individual como, con
creciente interés, en el contexto de consorcios microbianos, como el microbioma humano

o0 sistemas complejos de fermentacién de alimentos (Teusink et al., 2021).



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

30

Las BAL son protagonistas en la mejora de la funcién de barrera intestinal y la modulacion
del sistema inmunoldgico, abarcando tanto la inmunidad celular como humoral. A través
de su interaccién con la mucosa intestinal, las BAL pueden fortalecer la integridad de la
barrera intestinal y regular el desarrollo y la respuesta de las células inmunitarias,
mitigando procesos inflamatorios y mejorando la tolerancia inmunitaria. Ademas, las BAL
y sus metabolitos intervienen en la regulacion de la homeostasis intestinal y tienen el
potencial de reducir la incidencia de alergias alimentarias mediante su capacidad para

influir en las células inmunitarias y las respuestas alérgicas del organismo (Xu et al; 2024).

Las BAL son esenciales en el proceso de fermentacion del cacao, ya que transforman los
carbohidratos y acidos presentes en la pulpa en acido lactico, estabilizando el pH y
limitando la proliferacién de microorganismos no deseados. Las especies predominantes,
como Limosilactobacillus fermentum y L. plantarum, estan adaptadas a las condiciones de
alta acidez y baja disponibilidad de oxigeno que caracterizan esta etapa. Ademas, se ha
identificado la presencia de otras especies como Weissella fabaria, cuya relevancia varia
segun las condiciones ambientales y los métodos de fermentacion empleados (Orozco
Ortiz, 2021).

La actividad de las BAL tiene un impacto directo en la calidad sensorial del cacao. No solo
reducen la acidez excesiva, sino que también producen compuestos volatiles que actdan
como precursores de aromas complejos. Estas bacterias interactiian dinamicamente con
levaduras y bacterias &cido-acéticas, creando un entorno microbiano equilibrado que

favorece una fermentacion eficiente y homogénea.

Las BAL tienen un rol multifacético en el proceso de fermentacion del cacao,
particularmente al promover reacciones quimicas que trascienden la simple acidificacion
del medio. Un aspecto destacado es su capacidad para catalizar la formacion de
compuestos clave, como aldehidos y cetonas, que actian como precursores de aromas
complejos, esenciales en las etapas posteriores de procesamiento, especialmente durante
el tostado. Estos metabolitos contribuyen de manera significativa a la diferenciacion

sensorial de los productos finales derivados del cacao (Afoakwa, 2014).
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Durante la fermentacion del cacao, las BAL son esenciales en la dindmica microbiana,
alcanzando su maximo desarrollo entre las 24 y 48 horas del proceso. Su capacidad para
producir &cido lactico contribuye significativamente al aumento de la acidez titulable en las
etapas iniciales, estabilizando el pH y limitando la proliferacion de microorganismos
indeseables. Este equilibrio microbiol6gico es esencial para facilitar la transicion hacia las
fases posteriores de la fermentacion. (Garcia Gonzalez et al., 2018).

1.5.2.2 Clasificacion de las bacterias &acido-lacticas segun la

temperatura

Las BAL se clasifican en funcion de su rango 6ptimo de temperatura para el crecimiento,
un aspecto clave que influye en su adaptacion a diversos entornos y aplicaciones
industriales. Segun este criterio, se dividen en dos grupos principales: mesofilas y

termdfilas, cada uno con caracteristicas y usos especificos.

Las BAL mesodfilas tienen un rango de crecimiento éptimo entre 20°C y 37°C y son
esenciales en la fermentacion de productos lacteos como quesos, yogures y mantequillas.
Entre las especies mas representativas se encuentran Lactococcus lactis, Leuconostoc
mesenteroides y Streptococcus thermophilus. Por ejemplo, Lactococcus lactis es
ampliamente utilizado en cultivos iniciadores debido a su capacidad para producir acido
lactico de manera eficiente en rangos mesdfilos, contribuyendo a la textura y el sabor de
los quesos (Sviridenko et al., 2023). Por su parte, Leuconostoc mesenteroides es
importante en la produccion de compuestos aromaticos y texturas caracteristicas en

alimentos fermentados (Hamdaoui et al., 2022).

En contraste con las BAL mesdfilas, que predominan en procesos fermentativos de
productos lacteos suaves como quesos frescos y yogures tradicionales, las BAL termofilas
presentan un rango Optimo de crecimiento entre 45°C y 55°C, lo que las hace
especialmente adecuadas para procesos que requieren temperaturas elevadas, como la

fermentacion de yogures industriales, quesos maduros y cacao en regiones tropicales.
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En el caso de los productos lacteos, cepas como Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus thermophilus forman consorcios simbioticos que aceleran la
acidificacion de la leche y mejoran su estabilidad térmica, aspectos también deseables
durante la fermentacion del cacao, donde se busca un control efectivo del pH y una
resistencia a temperaturas variables propias del proceso (Ge et al., 2024).

De manera especifica, Lactiplantibacillus plantarum y Limosilactobacillus fermentum son
BAL relevantes en la fermentacion del cacao por su capacidad de prosperar en condiciones
tropicales y generar acido lactico junto con compuestos volatiles que aportan al perfil
sensorial del producto final. Ademas, estas cepas contribuyen a inhibir el crecimiento de

microorganismos no deseados, estabilizando el proceso fermentativo (Viesser et al., 2020).

Por otro lado, Lactobacillus helveticus se destaca por su elevada eficiencia metabdlica en
la sintesis de compuestos bioactivos a temperaturas elevadas, siendo ampliamente
utilizado en la maduracion de productos fermentados como quesos (Jeon et al., 2021). La
integracion de BAL termotolerantes en procesos de fermentacion, tanto en cacao como en
lacteos, representa una estrategia eficaz para mejorar la calidad y la uniformidad del

producto final.

1.5.2.3 Caracteristicas bioquimicas

Las BAL se distinguen por una serie de caracteristicas bioquimicas especificas que les
confieren un rol esencial en procesos fermentativos y aplicaciones biotecnoldgicas. Estas
propiedades incluyen su capacidad para metabolizar carbohidratos, su resistencia a

diferentes condiciones ambientales y su produccion de compuestos bioactivos.

Una de las caracteristicas bioquimicas mas importantes de las BAL es su metabolismo
fermentativo. Estas bacterias convierten los carbohidratos en acido lactico a través de dos

principales vias metabdlicas (Hamdaoui et al., 2022):
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e Homofermentativa: En esta via, el &cido lactico es el Unico producto principal. La
reaccion clave de esta via, que sigue la ruta de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP),
es:

Glucosa — 2 acido lactico + 2 ATP

Las BAL homofermentativas metabolizan glucosa por la via Embden-Meyerhof-Parnas,
donde la glucosa es transformada en &cido piravico que posteriormente es reducido a acido
lactico (AL) por medio de la enzima Lactato Deshidrogenasa (LDH), generando asi, dos
moles de AL por cada mol de glucosa consumida (rendimiento tedrico de AL, 1 g/g). Los
rendimientos experimentales de produccion de AL son usualmente menores (0,74 — 0,99
g/g) debido a que una parte de la fuente de carbono es usada para la produccién de
biomasa (0,07 — 0,22 g/g) y en condiciones de estrés (tales como agotamiento de la fuente
de carbono, presencia de fuentes de carbono diferentes a la glucosa, pH alto o bajas
temperaturas), algunos de estos microorganismos pueden producir trazas de etanol,

acetato y formiato en adicion al AL (Parrado & Becerra, 2018).

En tales condiciones, el piruvato es metabolizado en formiato y acetii Co-A que
posteriormente es reducido en acetato y/o etanol por la accién de la enzima Piruvato
Formato Liasa (PFL). En presencia de oxigeno, la enzima PFL se inactiva,
alternativamente el piruvato puede ser reducido a CO2, NADH y Acetil Co-A por la enzima
Piruvato Deshidrogenasa (PDH) algunos ejemplos de BAL que presentan este
metabolismo son: Lactobacullis delbrueckii, Lactobacillus lactis, Lactobacillus bulgaricus,
Lactobacillus casei, L. plantarum, Lactobacillus cuirvatus, Sporolactobacillus inulinus,
Streptococcus fecalis. Streptococcus cremoris, Streptococcus lactis y Pediococcus

damnosus.

e Heterofermentativo: En esta via, las BAL utilizan la via de la pentosa fosfato,
generando acido lactico, dioxido de carbono, y otros compuestos como acido

acético o etanol. La reaccién principal es:

Glucosa — acido lactico + CO, + EtOH -~ acido lactico + 1 ATP

Esta via es tipica en especies como Leuconostoc mesenteroides.
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Las BAL heterofermentativas producen cantidades equimolares de AL, acido acético,
etanol y CO2, a partir de glucosa por la ruta de la fosfocetolasa (rendimiento teérico de AL
0,5 g/g). La glucosa es degradada en acetil-fosfato, 3-fosfato gliceraldehido y CO2. EIl 3-
fosfato gliceraldehido es transformado en AL a través de la glicdlisis, mientras que el acetil-
fosfato es convertido en acido acético y/o etanol. Las cantidades de etanol y acetato
formadas dependen principalmente del potencial redox del sistema, asi como de la
habilidad del microorganismo para reoxidar el NADH generado en las etapas tempranas
junto con los requerimientos energéticos del proceso (Parrado & Becerra, 2018).

Las BAL destacan por su notable tolerancia a condiciones adversas, lo que les permite
prosperar en ambientes extremos. Estas bacterias pueden sobrevivir en medios con pH
bajos (<= 5), concentraciones elevadas de sal y temperaturas variables, lo que las hace
ideales para procesos fermentativos diversos. Por ejemplo, la produccion de acido lactico
por parte de las BAL reduce el pH del medio, creando un ambiente hostil para
microorganismos patoégenos y protegiendo el producto fermentado (Ge etal.,, 2024).
Ademds, su capacidad para tolerar altas concentraciones de sal es evidente en su
supervivencia en procesos como la fermentacion de encurtidos y vegetales salados, donde

contribuyen a la preservacion del alimento (Jeon et al., 2021).

Ademas de sus funciones antimicrobianas, las BAL tienen un impacto significativo en las
propiedades sensoriales de los alimentos fermentados. Durante la fermentacién, estas
bacterias generan compuestos secundarios que mejoran el sabor, el aroma y la textura de
los productos. Entre estos compuestos destacan el diacetilo, responsable del caracteristico
aroma a mantequilla, producido a partir de la conversion de citrato en acetato y diacetilo
(Hamdaoui et al., 2022):

Citrato — acetato + diacetilo
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1.5.2.4 Técnicas de deteccidn para las bacterias acido-lacticas

La deteccion e identificacion de las BAL en la fermentacion del cacao requiere la aplicacion
de diversas técnicas microbiolégicas, bioquimicas y moleculares que permitan su
aislamiento, diferenciacion y caracterizacion. Estas metodologias son esenciales para
evaluar la presencia y predominancia de especies del género Lactobacillus, asi como para

comprender su rol en el proceso fermentativo.
A continuacion, en la Tabla 1-3, se presentan las principales técnicas empleadas para la
identificacion de BAL, destacando su fundamento y aplicacién en el estudio de los

microorganismos asociados a la fermentacién del cacao.

Tabla 1-3: Técnicas de deteccion de las BAL

Técnica Fundamento Aplicacion en la deteccién de las BAL | Referencias

Aislamiento  por | Uso de medios de cultivo selectivos, | Permite la recuperacién de BAL a | (Levai et al., 2021)
medio de cultivo como el medio MRS (Man, Rogosay | partir de muestras fermentadas y

Sharpe), que contiene nutrientes | facilita la identificacion preliminar

especificos para el crecimiento de | basada en caracteristicas
BAL morfolégicas y bioguimicas.
Prueba de | Método basado en la deteccion de la | Diferencia BAL de otros | (Kamel etal.,
catalasa enzima catalasa mediante la | microorganismos Gram positivos, ya 2020).
exposicion de la colonia bacteriana | que las BAL son catalasa negativas y
a peréxido de hidrégeno (H,0,). no producen burbujas
Prueba de | Evaluacién de la presencia de la | Ayuda a diferenciar BAL de otras | (Nursyirwani
oxidasa enzima citocromo ¢ oxidasa, | bacterias aero6bicas, ya que las BAL | etal., 2017).
utilizando un reactivo indicador de | son oxidasas negativas.
oxidacion.
Identificacion Sistema basado en la fermentacion | Permite unaidentificacion detalladade | (bioMérieux® sa,

bioguimica AP150 | de 50 carbohidratos especificos | especies dentro del género | 2002)
CH para generar un perfil metabdlico | Lactobacillus, facilitando la

Unico. caracterizacion bioguimica de BAL.

Deteccion por | Técnica de amplificacion de ADN | Proporciona una identificacion precisa | (Shi et al., 2022)
PCR tradicional qgue utliza cebadores especificos | a nivel de género y especie, siendo

dirigidos a regiones conservadas de | altamente sensible para la deteccion

genes ribosomales (16S rRNA) de BAL en productos fermentados.

Fuente: Indicada en la ultima columna de la tabla
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De acuerdo con la informacion presentada en la Tabla 1-3, y en concordancia con los
avances recientes en microbiologia molecular, la técnica mas utilizada actualmente para
la identificacion precisa de bacterias acido-lacticas (BAL) es la amplificacion del gen 16S
rRNA mediante PCR tradicional.

Esta herramienta ofrece una alta sensibilidad y especificidad, superando las limitaciones
asociadas a los métodos bioquimicos convencionales. No obstante, su aplicabilidad se
potencia al combinarse con técnicas clasicas como el cultivo en medio MRS y la
identificacion bioquimica mediante el sistema APl 50 CH, configurando asi un enfoque
integral y robusto para la caracterizacién de BAL en procesos fermentativos como el del

cacao.

Desde una perspectiva técnica y cientifica, el empleo secuencial de las diversas técnicas
de deteccion microbiolégica es esencial para asegurar una identificacién precisa y
exhaustiva de las BAL presentes durante el proceso de fermentacion del cacao. La
aplicacion inicial de medios selectivos permite el aislamiento eficiente de las especies
bacterianas, seguido de pruebas bioquimicas fundamentales como la prueba de catalasa
y la prueba de oxidasa, las cuales permiten refinar la seleccidn de las especies que juegan

un papel determinante en la calidad del cacao fermentado.

La utilizacion del sistema API-50CH se configura como un paso critico, proporcionando un
analisis bioquimico detallado que facilita una identificacion mas precisa de las cepas
bacterianas involucradas. ElI API 50 CH, desarrollado por bioMérieux, es una herramienta
ampliamente utilizada para la identificaciéon de Lactobacillus y otros géneros de BAL en
estudios microbiol6gicos. Este sistema evalla la capacidad de las bacterias para fermentar
50 carbohidratos distintos, incluyendo monosacéaridos, disacaridos, polisacéaridos,
polialcoholes y &cidos organicos. La fermentacion de estos sustratos se detecta mediante
la produccion de acido, evidenciada por un cambio de color en los microtubos del sistema,
lo que permite generar un perfil metabdlico especifico para cada cepa (bioMérieux® sa,
2002).
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Por otro lado, la técnica de PCR tradicional actia como una herramienta avanzada de
confirmacion molecular, permitiendo la identificacion exacta de especies clave como
Lactobacillus y otras bacterias relevantes para la fermentacion. La combinacion de estas
metodologias fortalece significativamente la consistencia y homogeneidad del proceso de
fermentacion, lo que resulta en un producto final que cumple con los estandares de calidad

exigidos en mercados internacionales.

1.5.2.5 Bacterias acido-lacticas como microorganismos
probidticos asociados al proceso de fermentacion del

cacao

Las BAL desarrollan una funcién crucial en la fermentacion del cacao, no solo por su
funcion técnica en la transformacién del mucilago, sino también por sus propiedades
probidticas que aportan valor funcional al producto final. Estas bacterias, representadas
por especies como L. plantarum y Limosilactobacillus fermentum, regulan el ambiente
fermentativo al estabilizar el pH, producir metabolitos bioactivos y limitar el crecimiento de
microorganismos no deseados. Dicho esto, su importancia trasciende el proceso
fermentativo al posicionarlas como microorganismos con el potencial de beneficiar la salud

humana (da Costa Fonseca et al., 2024).

Durante la fermentacién, las BAL generan compuestos clave como acido l4ctico,
bacteriocinas y perdxido de hidrégeno, los cuales inhiben el desarrollo de hongos y
bacterias indeseadas. Este impacto es especialmente relevante en el control de patégenos
como Aspergillus flavus, que es capaz de producir micotoxinas peligrosas. Ademas, estas
bacterias facilitan la degradacién de compuestos fendlicos como las antocianinas,
presentes en el mucilago, un paso esencial para reducir la astringencia y mejorar la calidad
guimica del grano. Este equilibrio microbiano asegura un desarrollo uniforme del cacao
fermentado, fortaleciendo la calidad del producto en cada etapa del proceso (da Costa
Fonseca et al., 2024).
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Un aspecto relevante de las BAL es su potencial probiotico, la cual ha sido destacada en
investigaciones recientes. Estas bacterias han demostrado tolerancia a condiciones
adversas como ambientes 4cidos y la presencia de sales biliares, atributos que las califican
como candidatas ideales para sobrevivir en el sistema digestivo humano. Adicionalmente,
producen exopolisacaridos (EPS), compuestos con propiedades antioxidantes e
inmunomoduladoras, que no solo mejoran la textura de los alimentos fermentados, sino

gue también aportan beneficios para la salud.

Su capacidad para inhibir microorganismos patégenos, como Helicobacter pylori y
Escherichia coli, refuerza ain mas su relevancia como agentes funcionales en productos

derivados del cacao (Kouitcheu Mabeku et al., 2020).

La incorporacién de cultivos iniciadores basados en cepas seleccionadas de bacterias
lacticas presenta una herramienta prometedora para estandarizar el proceso de
fermentacion del cacao. Este enfoque no solo minimiza la variabilidad inherente a los
métodos tradicionales, sino que también ofrece la posibilidad de convertir el cacao
fermentado en un alimento funcional, con beneficios adicionales para la salud. En
particular, cepas especificas de L. plantarum han demostrado mejorar la eficiencia
fermentativa. Esto implica que las bacterias lacticas no solo aceleran el proceso de
fermentacién, sino que también optimizan las condiciones microbiol6gicas y quimicas del
grano de cacao, lo que resulta en una mayor uniformidad en el proceso y, por lo tanto, en
una mejora significativa en las caracteristicas organolépticas del producto final, como el
sabor y la textura (Nandha & Shukla, 2023).

1.5.3 Tercera Fase: crecimiento de las BAA

En la tercera fase de la fermentacion del cacao, las bacterias acido-acéticas (BAA) oxidan
el etanol generado durante las etapas anteriores. Especies como Acetobacter pasteurianus
y Gluconobacter oxydans son las principales responsables de este proceso, que produce
acido acético, un compuesto esencial para el desarrollo de caracteristicas especificas en

el grano de cacao.
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Segun Soumahoro et al. (2020), este acido no solo regula el entorno microbiano, sino que
también actia como agente transformador al penetrar los cotiledones de los granos,

desencadenando reacciones bioguimicas esenciales para su procesamiento.

acetobacter

C,HsOH (etanol) + 0, —— CH; — COOH (4cido acético) + H,0

El &cido acético interrumpe la germinacion del grano, lo que es fundamental para
estabilizar el material vegetal durante el almacenamiento y prevenir su degradacion.

Ademas, este compuesto facilita la formacién de precursores quimicos, como aldehidos y
cetonas, que son esenciales para el desarrollo de los aromas caracteristicos del cacao
tostado. Pelicaen etal. (2020) explica que Acetobacter pasteurianus adapta su
metabolismo para maximizar la produccion de estos compuestos, reforzando su papel en

la mejora de la calidad sensorial del cacao procesado.

Un aspecto destacado de esta fase es la oxidacion del etanol, reaccién exotérmica, lo que
genera un aumento significativo de la temperatura dentro de la masa fermentativa. Las
temperaturas, que suelen oscilar entre 40°C y 50°C, tienen un impacto directo en la
dindmica de las transformaciones quimicas y fisicas de los granos. A estas temperaturas,
se desnaturalizan las proteinas, inactivando enzimas que podrian interferir en la calidad
del cacao. El efecto térmico también favorece la eliminacion de microorganismos

indeseables, permitiendo que las BAA mantengan un entorno estable y controlado.

La eficacia de la actividad de las BAA depende de varios factores ambientales, siendo la
disponibilidad de oxigeno uno de los mas relevantes. Estas bacterias son estrictamente
aerobicas, lo que significa que requieren un flujo continuo de oxigeno para realizar la
oxidacion del etanol de manera eficiente. Ademas, la concentracion de etanol disponible
en el medio influye directamente en la cantidad de acido acético producido, lo que, a su
vez, afecta la intensidad de las transformaciones bioquimicas en los granos. Segun
Soumabhoro et al. (2020) destaca que el manejo adecuado del oxigeno y el control de las
concentraciones de etanol son determinantes para garantizar la calidad final del cacao

fermentado.
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Otro factor critico en esta fase es el pH del medio fermentativo. Aunque las BAA operan
mejor en un rango de pH entre 4.5 y 5.5, los niveles de acidez pueden variar dependiendo
de las interacciones con otros microorganismos presentes. Por ejemplo, los productos
metabdlicos de las bacterias acido-lacticas (BAL), como el &cido lactico, pueden influir en
el pH del medio, modulando indirectamente la actividad de las BAA. Esta interaccion entre
microorganismos resalta la naturaleza compleja y sinérgica del proceso de fermentacion.
Ademas de sus contribuciones bioquimicas, las BAA también estan involucradas en la
eliminaciéon de compuestos indeseables que podrian afectar la calidad sensorial del cacao
(Ma et al., 2024).

La oxidacion de residuos de etanol y la transformacion de acidos organicos secundarios
garantizan que los granos tengan un perfil quimico mas limpio y uniforme. Este proceso
mejora significativamente la homogeneidad entre los lotes fermentados, reduciendo la

variabilidad que podria comprometer la consistencia en la calidad del producto final.

Los avances tecnolégicos han permitido una mejor comprension y monitoreo de la
actividad de las BAA durante esta fase. Herramientas como la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) han sido utilizadas para identificar los
compuestos como el 4cido acético durante la actividad de estas bacterias. Estas técnicas
no solo han mejorado el control del proceso fermentativo, sino que también han abierto
posibilidades para la optimizacién de condiciones especificas, asegurando un cacao de

alta calidad y consistencia en grandes escalas de produccion.

1.5.4 Cuarta Fase: crecimiento de bacterias del género Bacillus

En las etapas finales del proceso de fermentacién del cacao, las condiciones de
temperatura elevada y un pH menos acido favorecen el desarrollo de bacterias del género
Bacillus, como Bacillus subtilis y Bacillus megaterium. Estas bacterias son esenciales en
la transformacién de macromoléculas presentes en los granos, especialmente proteinas,
lipidos y polisacaridos estructurales. La produccion de enzimas proteoliticas y lipoliticas
por estas especies permite la degradacion de proteinas en péptidos y aminoacidos libres,

como acido glutadmico y leucina, que contribuyen al desarrollo del umami y otros matices
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sensoriales. Asimismo, la actividad lipolitica hidroliza triglicéridos y fosfolipidos en acidos
grasos libres y glicerol, los cuales actian como precursores volatiles de compuestos
arométicos clave en el perfil sensorial del cacao fermentado. Ademas, se ha reportado la
transformacién de polisacaridos estructurales como la pectina, lo que facilita la
descomposicion de la pulpa y mejora la penetracion de metabolitos en los granos (Ouattara
et al., 2020).

Degradacion de proteinas

Proteinas — Péptidos — aminodacidos (acidoglutamico y leucina)

Degradacion de lipidos

Triglicéridos — acidos grasos libres + glicerol

acidos grasos libres — ésteres + aldehidos

Las proteasas producidas por Bacillus subtilis liberan aminoécidos libres, esenciales como
precursores de compuestos volatiles que se desarrollan durante el tostado del cacao. Este
proceso es clave para la formacion de aromas n agradables que caracterizan al cacao de
alta calidad. Por su parte, las lipasas actlan sobre los lipidos almacenados en los granos,
liberando acidos grasos que también son importantes para la formacion de compuestos
aromaticos durante las etapas posteriores. Estos acidos grasos son fundamentales en la
formacion de ésteres y aldehidos, los cuales aportan notas florales y frutales

caracteristicas al cacao (Tigrero-Vaca et al., 2022).

Bacillus subtilis y Bacillus megaterium son esenciales para mejorar la calidad del cacao,
su actividad debe ser cuidadosamente monitoreada. Un crecimiento excesivo puede llevar
a la produccién de compuestos indeseables, como aminas biogénicas o acidos grasos de
cadena corta, que generan sabores rancios y desagradables. Por esta razédn, el control de
las condiciones ambientales como la temperatura, el pH y la disponibilidad de oxigeno, es
crucial en esta etapa para garantizar que las bacterias contribuyan positivamente al
proceso (Zadi et al., 2018).
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Ademas de las transformaciones quimicas, estas bacterias también tienen la capacidad de
modificar las caracteristicas estructurales del grano de cacao. Las enzimas producidas
pueden alterar la textura interna de los granos, lo que facilita la extraccién de compuestos
durante las etapas posteriores de procesamiento, como el secado y el tostado. Este
aspecto es especialmente relevante para la produccion industrial de cacao, donde la
consistencia y calidad del producto final son primordiales.

Se ha demostrado que cepas especificas de Bacillus, seleccionadas por su alta eficiencia
en la produccion de enzimas y su capacidad para generar compuestos volatiles deseables,
pueden ser utilizadas como cultivos iniciadores. Estas cepas no solo optimizan el proceso
fermentativo, sino que también ayudan a reducir la variabilidad entre lotes, asegurando
una calidad homogénea en la produccioén. Por ejemplo, Zadi et al. (2018) cepas de Bacillus
subtilis con una alta produccién de pectinasas y proteasas bajo condiciones de
fermentacion simuladas, destacando su potencial para estandarizar el proceso de

fermentacion del cacao.

Ouattara et al. (2020) han explorado las interacciones entre Bacillus subtilis y otros
microorganismos durante la fermentacion. Estas investigaciones han revelado que las
sinergias entre levaduras, BAL y BAA son fundamentales para crear un ambiente propicio
para el desarrollo de Bacillus. Estas interacciones también influyen en la dinamica de
produccion de compuestos arométicos, lo que subraya la importancia de un manejo

adecuado del microbioma fermentativo.

1.5.5 Microorganismos no deseados

Durante el proceso de fermentacion del cacao, la interaccibn microbiana juega un rol
crucial en la determinacion de la calidad y seguridad del producto final. Aunque el objetivo
principal de esta etapa es favorecer el crecimiento de bacterias y levaduras beneficiosas
gue optimizan el desarrollo quimico del cacao, también es esencial implementar
estrategias para controlar microorganismos indeseados que puedan comprometer tanto
las caracteristicas del grano como su inocuidad. Este equilibrio entre microorganismos

beneficiosos y patdgenos resulta determinante para el éxito del proceso fermentativo.
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Entre los microorganismos indeseados en el proceso de fermentacion de cacao, los
hongos como Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Moniliophthora perniciosa representan
una amenaza significativa. Estos hongos no solo impactan negativamente en el
rendimiento y las propiedades del cacao, sino que también pueden producir micotoxinas
peligrosas, como la aflatoxina B1 y la ocratoxina A, que constituyen un riesgo para la salud

humana.

Su proliferacién esta estrechamente relacionada con practicas deficientes durante el
almacenamiento y la fermentacion, tales como niveles elevados de humedad, ventilacion
insuficiente y manejo postcosecha inadecuado. Estas condiciones crean un ambiente
favorable para su desarrollo, subrayando la importancia de implementar medidas de control
efectivas para garantizar un proceso seguro y un producto de calidad (Rahayu et al., 2021).
Aspergillus flavus y Aspergillus niger suelen proliferar durante las etapas de secado y
almacenamiento de los granos de cacao, especialmente cuando no se controlan los niveles
de humedad. Durante la fermentacion, la falta de control en las etapas iniciales permite
gue estos hongos colonicen la superficie de los granos, afectando tanto la calidad como la
seguridad del cacao. En este sentido, el uso de microorganismos antagonistas como
levaduras del género Saccharomyces y Candida ha demostrado ser una estrategia efectiva

para inhibir su crecimiento y mitigar los riesgos asociados (Ferraz et al., 2021).

En cambio, Moniliophthora perniciosa, conocido como el agente causante de la
enfermedad de la escoba de bruja, afecta directamente la produccion del cacao en el
campo. Este hongo se desarrolla principalmente en plantaciones con un manejo
fitosanitario deficiente, donde los residuos de plantas infectadas actian como reservorios
de contaminacion. Ademas, factores como altas temperaturas y humedad relativa
favorecen su ciclo de vida y diseminacién. El control de este hongo ha mostrado resultados
prometedores mediante el uso de microorganismos antagonistas, como
Wickerhamomyces anomalus y Saccharomyces cerevisiae, que inhiben su crecimiento y

previenen su propagacion (Ferraz et al., 2021).
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Especies deseables como LimosiLactiplantibacillus plantarum y Acetobacter ghanensis
generan condiciones ambientales desfavorables para el crecimiento de microorganismos
indeseados, mientras contribuyen al desarrollo de compuestos aromaticos y acidos
organicos. Estas bacterias trabajan en conjunto con levaduras como Saccharomyces
cerevisiae y Candida metapsilosis, que potencian los perfiles sensoriales del cacao

fermentado (Tigrero-Vaca et al., 2022).

La implementacién de cultivos iniciadores especificos, que incluyen combinaciones de
microorganismos como L. plantarum y Hanseniaspora uvarum, no solo mejora la eficiencia
de la fermentacion, sino que también minimiza la incidencia de hongos indeseados al
estabilizar parametros criticos como el pH y la temperatura (Romanens et al., 2020). Este

enfoque asegura un proceso controlado y un producto final de mayor calidad.

1.5.6 Interaccion de microorganismos y su impacto en el perfil

sensorial del cacao

En los ultimos afios, los estudios metagendmicos han permitido una vision mas profunda
y precisa del microbiota presente durante la fermentacién espontanea del cacao. A través
del ensamblaje de genomas metagendémicos (MAG), se ha evidenciado una amplia
diversidad de microorganismos, incluyendo especies bacterianas del acido lactico como
LimosiLimosilactobacillus fermentum, LiquoriLiquorilactobacillus cacaonum,
Lactiplantibacillus plantarum y Leuconostoc pseudomesenteroides, asi como bacterias del
acido acético (Acetobacter senegalensis, Kozakia baliensis) y levaduras como
Yamadazyma tenuis. Estos estudios revelan microorganismos que no suelen detectarse
mediante técnicas de cultivo, lo que permite describir con mayor fidelidad la dindmica
microbiana del proceso. Ademas, el uso de estrategias como el coensamblaje ha facilitado
la recuperacion de genomas completos incluso de microorganismos presentes en baja
abundancia. Los MAG también permiten predecir rutas metabdlicas clave, como la
fermentaciéon de azlcares (glucosa, sacarosa, maltosa, melibiosa), la producciéon de
manitol y exopolisacaridos, asi como potenciales capacidades funcionales con

implicaciones en la calidad sensorial del grano fermentado.
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En conjunto, la metagendmica proporciona una herramienta poderosa para entender y

optimizar el ecosistema fermentativo del cacao (Almeida & De Martinis, 2021).

La fermentacion del cacao estd profundamente influenciada por las interacciones
especificas entre microorganismos que afectan la formacion de compuestos volatiles
claves para el perfil sensorial del cacao. La produccién de ésteres, como el acetato de etilo,
es uno de los principales responsables de las notas frutales que se perciben en el cacao.
En este contexto, la levadura Saccharomyces cerevisiae juega un papel crucial en la
produccion de acetatos y otros ésteres, que aportan aromas afrutados, especialmente
manzana y pera, esenciales para la calidad sensorial del cacao fermentado (Menezes
etal., 2016).

Las notas lacteas y florales que se desarrollan en el cacao durante la fermentacién son
una combinacién compleja de compuestos volatiles generados por las BAL (L. plantarum
en particular). Aunque las BAL juegan un rol esencial en la estabilizacion del pH, es su
capacidad para generar acidos grasos volatiles lo que les otorga una influencia significativa
sobre el perfil sensorial del cacao. Acidos como el acido butirico, junto con acidos grasos
de cadena mas larga como el hexanoico, estan estrechamente vinculados a las notas
cremosas y mantecosas que se perciben en el sabor del cacao, caracteristicas que lo

hacen mas suave y equilibrado (Tigrero-Vaca et al., 2022).

El &cido butirico, por ejemplo, es conocido por impartir una nota lactea que recuerda a la
cremosidad de la mantequilla fresca o de productos lacteos fermentados, como el yogur.
Este acido es producido por Lactobacillus durante la fermentacion, cuando las bacterias
descomponen los triglicéridos y otros lipidos presentes en el cacao. Este proceso, aunque
sutil, contribuye a la percepcién de una textura suave y rica en el cacao, que complementa

las notas mas agudas o afrutadas generadas por las levaduras.

En paralelo, el 4cido hexanoico, otro compuesto derivado de la actividad microbiana, esta
vinculado a las notas florales que emergen en el cacao. Este 4cido, junto con otros acidos
grasos volatiles, produce un aroma que evoca recuerdos de flores delicadas y frescas, que

afiaden una dimensioén floral al perfil sensorial.
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La presencia de estos compuestos no solo contribuye a la complejidad aromatica, sino que
también ofrece un contraste con las notas mas intensas y tostadas que se desarrollan mas

adelante en el proceso de secado y tostado del cacao.

Estudios como el de Tigrero-Vaca et al. (2022) han demostrado que la fermentacion con
cepas especificas de Lactiplantibacillus plantarum promueve la sintesis de estos acidos
grasos volatiles, lo que resulta en un cacao con una combinacion equilibrada de notas
lacteas suaves y un trasfondo floral sutil. Esta interaccion microbiana, cuando se gestiona
correctamente, puede ser clave para lograr un perfil sensorial refinado y apreciado en
mercados de cacao fino, donde la complejidad y delicadeza de los sabores son altamente

valorados.

1.5.7 Parametros cinéticos en el proceso de fermentacion de

cacao

Las variables relevantes para el monitoreo de la fermentaciéon del cacao son: el pH, la
temperatura, los grados Brix y el recuento de BAL expresadas en unidades formadoras de
colonia Log 10 (UFC/Q). El control de estas variables resulta esencial para comprender su
influencia en la dindAmica microbiana y en el desarrollo de compuestos aromaticos que

definen la calidad final del cacao fermentado.

e pH: Es fundamental en la fermentacion de cacao, ya que regula el ambiente acido
necesario para el crecimiento de microorganismos beneficiosos como las bacterias
acido-lacticas y limita aquellos no deseados. Segun el estudio realizado por Visintin
et al. (2016), el pH 6ptimo durante la fermentacién favorece el crecimiento de BAL
y levaduras, esenciales para la conversién de azucares en acidos que desarrollan

el perfil de sabor del cacao.
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e Temperatura: Influye directamente en la actividad microbiana y enzimatica. Durante
la fermentacion, la actividad metabdlica de los microorganismos incrementa la
temperatura, la cual debe mantenerse dentro de un rango adecuado para evitar
gue bacterias y levaduras beneficiosas mueran por exceso de calor. Estudios como
el de Masuku et al. (2022) demuestran que una temperatura estable alrededor de
los 40°C es ideal para el desarrollo de bacterias acido-lacticas y levaduras, las
cuales son responsables de transformar compuestos en aromas y sabores

caracteristicos del cacao.

e Grados Brix: Los grados Brix representan la concentracion de azlcares en el
mucilago del cacao, que es el sustrato principal de las bacterias y levaduras durante
la fermentacion. La disminucién de los grados Brix es indicativa del consumo de
azucares, un proceso esencial para la produccion de acidos y compuestos volatiles

gue contribuyen al sabor y aroma del cacao fermentado (Kim-Ngoc et al., 2022a).

e Recuento de BAL expresado en Log 10 UFC/g: Medir el recuento de BAL permite
evaluar la presencia y actividad de estos microorganismos durante la fermentacion,
los cuales producen acidos organicos que contribuyen a un pH éptimo y ayudan en
la degradacion del mucilago. Esto es fundamental para lograr la textura y sabor

deseados en el cacao (Santos et al., 2024).

1.6 Métodos de fermentacion del cacao

La fermentacion del cacao es un proceso postcosecha esencial que afecta directamente
tanto la calidad sensorial como el perfil quimico de los granos. Se han desarrollado
diversos métodos de fermentacion para adaptarse a las caracteristicas locales, optimizar
la eficiencia y asegurar una calidad uniforme. En la Tabla 1-4 se presentan los diferentes

métodos utilizados.
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Tabla 1-4: Métodos de fermentacion

Método

Descripcién

Referencia

Fermentacion
en pilas

Este método consiste en agrupar los granos de cacao en montones
dispuestos sobre hojas de platano o superficies de madera, lo que permite
el drenaje del mucilago. Esta disposicion favorece un entorno natural para
el desarrollo de la fermentacién alcohdlica, seguida por la acciéon de
bacterias acido lacticas (BAL) y bacterias acido acéticas (BAA).
Comunmente empleado en Africa Occidental, este sistema presenta
desafios relacionados con el control inconsistente de parametros criticos
como la temperatura y la humedad.

De Vuyst &
Leroy
(2020)

Fermentacion
en Charolas

En este método, los granos se disponen en capas delgadas sobre bandejas
apiladas, lo que permite una ventilacion mas eficiente sin necesidad de
volteo. Esta técnica se asocia con una mayor homogeneidad del proceso y
una menor incidencia de contaminacién microbiana, aunque implica una
mayor demanda de infraestructura. Ademas, ha demostrado ser efectiva
para mantener niveles o6ptimos de pH y temperatura durante la
fermentacion.

Tikapunya
(2021)

Fermentacién
por Montones

Este método, similar al de fermentacién en pilas, se distingue por el uso de
coberturas, como hojas de platano, que ayudan a retener el calor y
favorecer el desarrollo microbiano. Es una alternativa adecuada para
regiones con recursos limitados, ya que no requiere equipamiento
especializado. No obstante, el control menos preciso de las condiciones
fermentativas puede generar variaciones en la calidad del producto final.

Tikapunya
(2021)

Fermentacién
en Cajones de
Madera

Este método emplea cajones elaborados con madera resistente a la
humedad, lo que permite un control mas preciso de la temperatura y la
oxigenacién durante la fermentacion. Su implementacién contribuye a una
mayor uniformidad en la formacién de compuestos volatiles, mejorando asi

Ghisolfi et
al. (2023)

la calidad sensorial del cacao fermentado.

Este método emplea cilindros horizontales rotatorios que permiten el
movimiento continuo de los granos, favoreciendo una fermentacion
homogénea. Su uso contribuye a la reduccién del tiempo requerido para el
proceso y mejora la consistencia en la calidad sensorial del cacao. Es
comunmente utilizado en contextos industriales que cuentan con
tecnologias automatizadas.

Fuente: Indicada en la ultima columna de la tabla

Castillo et

Fermentacion al. (2021)

en Tambor
Rotatorio

Considero que la eleccién del método de fermentacién debe basarse en una evaluacion
critica de los recursos disponibles, las caracteristicas de la region productora y los objetivos
especificos de calidad. La tabla 1-4 destaca la diversidad de métodos y su aplicabilidad en
diferentes contextos, lo que es crucial para desarrollar un enfoque mas sostenible y

eficiente en la produccién de cacao.

En América Latina, el método de fermentacidbn mas utilizado para el cacao es el
fermentador de cajon de madera. Este sistema es ampliamente preferido debido a su
capacidad para proporcionar un control mas preciso sobre las condiciones de
fermentaciéon, como la temperatura y la humedad, factores esenciales para desarrollar las

caracteristicas sensoriales deseadas en el cacao (Gonzalez Orjuela, 2021).
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La seleccion de la madera como material para los cajones se debe a sus propiedades
favorables para el proceso de fermentacion. La madera actia como aislante térmico,
reteniendo el calor generado durante la fermentacion y ayudando a mantener un ambiente
interno estable. Ademas, su ligera permeabilidad permite regular la humedad y facilita la
oxigenacion de la masa de cacao, creando condiciones adecuadas para el desarrollo de
microorganismos autoctonos, esenciales en la formacion de compuestos aromaticos.
Estudios como el de Calderon et al. (2022) han demostrado que los cajones de madera
permiten alcanzar y mantener temperaturas Optimas para la actividad de levaduras y
bacterias acido-lacticas, microorganismos clave en la transformacién de azlcares en

precursores de sabor y aroma.

Desde mi perspectiva, el fermentador de cajén de madera destaca no solo por su eficacia
en términos de control de condiciones, sino también por su sostenibilidad. En regiones de
América Latina, donde los recursos son limitados, este sistema ofrece una solucién
accesible y adaptable a distintas escalas de produccion. Ademas, el uso de este método
permite a los productores mantener una mayor calidad del cacao sin la necesidad de

grandes inversiones en tecnologia avanzada.

Sin embargo, es importante sefialar que, aunque los cajones de madera son un método
eficiente, la infraestructura y el manejo adecuado del proceso siguen siendo cruciales. La
optimizacion de condiciones ambientales, como la temperatura y el pH, sigue siendo un
desafio, especialmente en zonas rurales donde los recursos son limitados. Por lo tanto,
aunque el fermentador de cajén de madera es adecuado, es necesario desarrollar sistemas
de capacitacion para los productores locales y fomentar el uso de cultivos iniciadores

controlados para mejorar la consistencia y uniformidad del proceso fermentativo.

1.6.1 Impacto de factores ambientales

La temperatura, el pH y la composicion microbiana son determinantes criticos en la
eficiencia del proceso fermentativo. Por ejemplo, temperaturas elevadas entre 45-50°C
favorecen la actividad de las BAA y Bacillus, mientras que el pH inicial acido selecciona

levaduras y BAL.
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Las condiciones ambientales y los métodos de fermentacion, como el uso de pilas o
charolas, influyen en la diversidad microbiana y la calidad final del grano, subrayando la
importancia de implementar cultivos iniciadores especificos para estandarizar el proceso
(Korcari et al., 2023).

La fermentacion del cacao sigue siendo un proceso en gran medida empirico. Aun cuando,
investigaciones como las de Falconi et al. (2023) apuntan a la posibilidad de controlar este
proceso mediante la introduccién de consorcios microbianos especificos, lo que permitiria
garantizar una calidad uniforme en los granos y satisfacer las exigencias de los mercados

internacionales de cacao fino y de aroma.
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Capitulo 2: Caracterizacion morfolégica,
bioquimica y molecular de BAL aisladas a
partir del proceso de fermentacion de tres
variedades de cacao cultivados en el norte del
departamento del Huila

Resumen

La caracterizacion microbiolégica de las bacterias acido-lacticas (BAL) durante la
fermentacion espontanea de cacao permiti6 establecer la dindmica poblacional y
correlacion con variables fisicoquimicas clave del proceso. Se identificaron
Lactiplantibacillus plantarum y LeviLevilactobacillus brevis como especies dominantes, con
distribucién diferencial segin la variedad evaluada (dos clones CCN51, ICS 95 y un
hibrido). La evolucién del pH y la temperatura influyé directamente en la densidad
poblacional de las BAL, sugiriendo un rol determinante en la regulacién del microambiente
fermentativo. Estos resultados respaldan el potencial de dichas cepas como cultivos
iniciadores para la optimizacion del proceso, al evidenciar su influencia sobre la estabilidad
microbiana y la generacion de condiciones favorables para la produccion de compuestos
precursores del perfil sensorial del cacao. Los hallazgos aportan bases cientificas para el
disefio de estrategias biotecnoldgicas orientadas a la estandarizacion de la fermentacion y

al fortalecimiento de la calidad en sistemas productivos de cacao fino y de aroma.

Palabras clave: curva de crecimiento microbiano, L. plantarum, caracterizacion

microbioldgica.
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2.1 Introduccidn

El proceso de fermentacion del cacao es un componente esencial en la transformacién de
los precursores de sabor y aroma que determinan la calidad del producto final. Este
proceso se caracteriza por una sucesién microbiana en la que intervienen diferentes
grupos de microorganismos, incluyendo levaduras, BAL y BAA, que desempefian
funciones clave en la degradacién del mucilago y en la modificacién de las propiedades
fisicoquimicas de los granos. El desarrollo de estos microorganismos esta influenciado por
factores como la temperatura, el pH, la disponibilidad de oxigeno y la composicion de
azucares en la pulpa, lo que a su vez impacta en la cinética de fermentacion y en la

estabilidad del sistema microbiano.

La caracterizacion microbiol6gica de las BAL asociadas a la fermentacién del cacao resulta
fundamental para comprender su papel en el proceso y su potencial aplicacion en la
estandarizacion de las condiciones fermentativas. La identificacion de especies especificas
dentro de este grupo permite establecer su influencia en la regulacién del pH, la produccién
de acidos organicos y la competencia con otros microorganismos, aspectos determinantes
para el adecuado desarrollo del proceso fermentativo. En particular, Lactiplantibacillus
plantarum y Levilactobacillus brevis han sido reportadas como especies predominantes en
fermentaciones de cacao, donde su metabolismo contribuye a la estabilidad del ambiente
microbiano y a la generacion de compuestos precursores del aroma y sabor del grano
(Torres et al., 2021).

El analisis morfolégico, bioquimico y molecular de estas bacterias proporciona informacion
detallada sobre su comportamiento en distintas etapas del proceso, permitiendo identificar
patrones de crecimiento y adaptacion a las condiciones fermentativas. La integracion de
estos estudios con la evaluacion de parametros fisicoquimicos posibilita la correlacion
entre la actividad microbiana y la calidad del producto final, sentando las bases para la
optimizaciéon del proceso mediante el uso de cultivos iniciadores que favorezcan una

fermentacién homogénea y reproducible.
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En este contexto, la presente investigacion se centra en la caracterizacién microbiolégica
de las BAL asociadas a la fermentacion de tres variedades de cacao cultivados en el norte
del departamento del Huila. Los resultados obtenidos contribuyen al conocimiento sobre la
ecologia microbiana presente en este proceso y su impacto en las propiedades del grano
fermentado, facilitando el desarrollo de estrategias que permitan mejorar la calidad y

estandarizacién del cacao colombiano.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Recoleccién de mazorcas de tres variedades de cacao (CCN-
51, ICS-95y un hibrido)

La recoleccion de las mazorcas de cacao se realizé en fincas ubicadas en el norte del
departamento del Huila, Colombia, siguiendo la época de cosecha correspondiente a cada
variedad. Se seleccionaron tres de interés: Dos clones, CCN-51, ICS-95 y un hibrido. Los
clones comerciales CCN-51 e ICS-95 fueron obtenidos del jardin clonal del Centro de
Formacion Agroindustrial “La Angostura” en Campoalegre, Huila, mientras que el hibrido

se recolecto en la finca Santa Maria, en el municipio de Hobo, Huila.

La seleccion de las mazorcas se realizO asegurando que estuvieran en éptimas
condiciones fitosanitarias, es decir, libres de signos visibles de enfermedades flingicas o
dafos estructurales que pudieran afectar la calidad del proceso fermentativo. Este criterio
garantizé la uniformidad de las muestras y minimizé variaciones atribuibles a posibles
contaminaciones previas a la fermentaciébn. Las mazorcas recolectadas fueron
transportadas en contenedores limpios y ventilados al laboratorio de microbiologia en un
tiempo maximo de cuatro horas, con el propdsito de evitar alteraciones no deseadas antes

de iniciar el proceso de fermentacion.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias acido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la 63
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

2.2.2 Monitoreo de parametros fisicoquimicos en el proceso de

fermentacién de cacao

Para llevar a cabo el proceso de fermentacién, se utilizaron cajones de madera
especialmente disefiados como unidades experimentales. Estos cajones, con dimensiones
de 35 cm de largo, 17 cm de ancho y 20 cm de profundidad resultaron adecuados para
contener y manejar una masa homogénea de granos de cacao en baba. Ademas, en la
parte inferior tienen orificios en la base, lo cual permitié el drenaje de los liquidos generados
durante la fermentacion, conocidos como "sweatings". Este drenaje fue fundamental para
evitar la acumulacién de liquidos y asi mantener las condiciones 6ptimas de temperatura
y aireacién necesarias para el desarrollo adecuado de los microorganismos, aspectos

criticos en el proceso fermentativo del cacao.

En cada cajon se colocaron entre 7 y 8 kilogramos de cacao en baba, con el propésito de
mantener una temperatura interna estable y adecuada durante la fermentacién. Esta masa
permitié que el calor generado por la actividad microbiana se distribuyera de manera
uniforme, promoviendo una fermentacibn homogénea de los granos. Ademas, esta
cantidad facilito el volteo manual, una practica crucial para redistribuir el calor y oxigenar
la masa, asegurando una actividad uniforme de los microorganismos en todas las partes

del cajon.

La Figura 2-1 ilustra los cajones de madera utilizados en el estudio, mostrando sus
caracteristicas estructurales, como la apertura superior y los agujeros de drenaje en la
base. Estas caracteristicas fueron determinantes para crear las condiciones controladas
necesarias para llevar a cabo el proceso de fermentacién, ademas de mejorar las
cualidades organolépticas del cacao al facilitar un entorno Optimo para el crecimiento

microbiano beneficioso durante la fermentacion.
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Figura 2-1: Cajones de madera para la Fermentacion de cacao

: s

Fuente: Fotografia tomada pc;r— el autor (2025).

Se realiz6 el monitoreo de los parametros fisicoquimicos pH, temperatura y grados Brix
durante el proceso de fermentacion del cacao, registrando mediciones a las 0, 24, 48, 72,
96 y 120 horas. Este seguimiento es fundamental, ya que estos parametros estan
estrechamente relacionados con la dinamica y el desarrollo de las poblaciones
microbianas, especialmente de las bacterias acido-lacticas. Cambios en el pH, aumentos
en la temperatura y la disminucién progresiva de los sélidos solubles reflejan la actividad
metabdlica de los microorganismos responsables de la transformacion del mucilago, lo

cual incide directamente en la calidad final del grano fermentado.

La temperatura y el pH se registraron en cada punto de muestreo utilizando un
multiparametro portatil Hanna Instruments®, permitiendo obtener datos precisos sobre la
evolucion térmica y la acidez del medio fermentativo. La determinacion del pH se realizd
conforme a la Norma Técnica Colombiana NTC 4092:2016, que establece los lineamientos
para la medicion del pH en productos alimenticios mediante electrodo de vidrio. Para la
evaluacion de los grados Brix, se emple6 un refractdmetro Brixco® con escala de 0 a 90,
siguiendo lo establecido en la NTC 587:2023, (medicion de soélidos solubles en jugos y
liguidos alimenticios por refractometria). Estas mediciones se realizaron diariamente

durante los cinco dias de fermentacion.
2.2.3 Recuento de BAL en el proceso de fermentacion

La fermentacion se llevd a cabo durante seis dias, con muestreos realizados cada 24 horas
para observar el desarrollo de las poblaciones bacterianas en distintos momentos (0, 24,
48, 72,96 y 120 y horas). En cada intervalo de muestreo, se recolectaron granos de cacao

en bolsas Stomacher estériles.
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Figura 2-2: Inicio Proceso Fermentacion
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Figura 2-3: Granos de cacao al final del proceso de fermentacién

Fuente: Fotografia tomada por el autor (2025).

El recuento de BAL se llevé a cabo utilizando el método de dilucion en placa. Las muestras
de cacao se homogenizaron en una solucién de agua peptonada Condalab® (lote 311081),
preparada bajo condiciones estériles. La solucion se prepar6 disolviendo 20 gramos de
peptona en 1 litro de agua destilada estéril, asegurando la fiabilidad de los resultados
microbioldgicos. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de 10! a 10°, y se
sembré por profundidad de la dilucion 102 a 10° en cajas de petri con medio de cultivo
MRS (Man-Rogosa-Sharpe, Oxo0id®). Los resultados se expresaron como log;, (UFC/g).
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2.2.4 Selecciéon y aislamiento de BAL aisladas del proceso de

fermentacién de cacao

Durante el proceso de fermentacion, se obtuvieron 47 aislamientos presuntivos,
distribuidos en 21 aislamientos para el clon CCN-51, 14 aislamientos para el clon ICS-95
y 12 aislamientos del cacao hibrido. El andlisis macroscopico de las colonias incluy6 la
evaluacion de tamafio, forma, color y textura. Se seleccionaron aquellas que presentaban
un tamafio pequefio a mediano, forma redonda, color blanco cremaoso, superficie brillante
y bordes bien definidos, caracteristicas reportadas para cepas de L. plantarum y
Limosilactobacillus fermentum en fermentaciones naturales de cacao (Marwati et al.,
2021b). Estos criterios permitieron una primera aproximacioén en la diferenciacién de BAL

frente a otros microorganismos presentes en el proceso.

La evaluacién microscopica se realizé mediante tincion de Gram, confirmando la presencia
de bacilos Gram positivos dispuestos en empalizada, formando cadenas cortas o largas
con configuraciones caracteristicas en forma de “V” y “Y”. Estas estructuras han sido
ampliamente descritas en la literatura como distintivas de Lactobacillus en procesos
fermentativos (Levai etal., 2021). Ademas, la morfologia celular de los aislamientos
seleccionados fue consistente con reportes previos que han utilizado este enfoque como
criterio preliminar de identificacion antes de la caracterizacién molecular (Lozano Tovar et
al., 2020).

Tras la evaluacion fenotipica, se seleccionaron siete cepas representativas para su
posterior analisis: LGB2 y LGB11 para el clon CCN51, R, F y LGB831 para el clon ICS95,
y GG, GE para el cacao hibrido. La identificacion de estas cepas proporciona informacién
clave sobre la dindmica microbiana en la fermentaciéon de cacao y sugiere su potencial
aplicacion en estrategias biotecnoldgicas dirigidas a mejorar el control y la eficiencia del

proceso.
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2.2.5 Procedimiento indice de perfil analitico API 50 CH para
identificacién de BAL

De cada una de las cepas seleccionadas puras de cada genotipo de cacao, se procedi6 a
realizar la bioguimica APl 50 CH especifica para Lactobacillus, que consiste en la
identificacion de género y especie de bacterias del género Lactobacillus, realizada
mediante el sistema estandarizado API 50 CH de bioMérieux®. Esta identificacion evalua
la capacidad fermentativa de 49 carbohidratos diferentes, con la consecuente disminucion
del pH. Las cepas previamente aisladas y purificadas se inocularon en microtubos que
contienen los sustratos deshidratados, rehidratados con medio especifico (APl 50 CHL
Medium). Posteriormente se incubaron a 30-37°C, etapa durante la cual la fermentacion
de cada sustrato se evidencio por un cambio de color debido a la produccién de acido en
condiciones anaerobias, lo que permiti6 generar un perfil bioquimico interpretado con
ayuda del software de identificacion APIWEB. Un porcentaje de confianza superior al
99,9 % indica una identificacion excelente y altamente confiable. Un rango entre 90—
99,8 % también se considera muy confiable, pero puede requerir verificacion si hay
especies muy cercanas. Cuando el porcentaje es inferior al 90 %, se recomienda hacer

pruebas complementarias (andlisis molecular). (Biomérieux®).

2.2.6 Procedimiento analisis molecular de las cepas de
BAL

La identificacion molecular de los siete aislamientos bacterianos provenientes del proceso
de fermentacién de mucilago perteneciente a los clones de cacao (CCN-51, ICS-95 y el
material criollo, fue realizada por la Corporacion CorpoGen en Bogota, Colombia. Las
muestras fueron remitidas entre diciembre de 2021 y septiembre de 2024, y procesadas
bajo protocolos estandarizados para la secuenciaciéon del gen ribosomal 16S, con el

propésito de determinar la afiliacion taxonémica de cada aislamiento.
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2.2.6.1 Aislamiento y purificacién de ADN genémico

El procedimiento se llevé a cabo utilizando kits comerciales de grado molecular,
compatibles con muestras bacterianas, y reactivos desarrollados internamente por
CorpoGen. La extraccion se efectu6 bajo condiciones estandarizadas, que incluyen la lisis
celular, precipitacion de proteinas y purificacion por columnas de silice o métodos
equivalentes, garantizando la obtencion de ADN de alta pureza, adecuado para
amplificacién por PCR y andlisis posteriores (Qiagen, 2023). La calidad del ADN fue

verificada mediante espectrofotometria y electroforesis en gel de agarosa.

2.2.6.2 Amplificacion del gen 16s rRNA mediante PCR

La amplificacion del gen 16S rRNA se realizé mediante la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en un volumen total de 50 pL. Las mezclas de reaccion incluyeron
tampodn de reaccion, ADN polimerasa termoestable, iones de magnesio, desoxinucle6tidos
trifosfatados (dNTPs), cebadores especificos y ADN gendmico como molde. Se empled un
set de iniciadores universales dirigidos a regiones conservadas del gen ribosomal 16S,
entre los que se encuentran los primers 337F, 518F, 800R y 1100R. Las reacciones se
llevaron a cabo en un termociclador programado con una fase inicial de desnaturalizacion,
seguida de 30-35 ciclos de desnaturalizacién, alineamiento y extension, y una etapa final
de extension (Regueira-Iglesias et al., 2023). Este protocolo permiti6 amplificar fragmentos

parciales del gen 16S rRNA, adecuados para su posterior purificacion y secuenciacion.

2.2.6.3 Purificacion y secuenciaciéon de productos de PCR

Los productos amplificados por PCR fueron purificados utilizando un protocolo basado en
la precipitaciéon con etanol y acetato de amonio, con modificaciones descritas por Dorit et
al. (1991). Los amplicones fueron posteriormente secuenciados en direccién directa
mediante el método de Sanger, empleando los mismas iniciadores utilizados en la reaccion
de PCR. La secuenciacion fue realizada en un secuenciador automatico Applied

Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer.
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2.2.6.4 Limpiezay ensamblaje de secuencias

Los cromatogramas generados a partir de la secuenciacion fueron inspeccionados

visualmente mediante el software FinchTV (https://digitalworldbiology.com/) para evaluar

la calidad de las sefiales de lectura. Se procedi6 al recorte manual de las regiones de baja
calidad ubicadas en los extremos de las secuencias, asi como de las zonas
correspondientes a los sitios de anclaje de los iniciadores, con el fin de reducir errores de
interpretacion y obtener secuencias limpias. Posteriormente, las lecturas parciales
generadas con diferentes primers fueron ensambladas mediante algoritmos de
alineamiento interno para producir una secuencia consenso Unica por cada aislamiento
(Das et al., 2023). Este ensamblaje garantiz6é una cobertura continua del fragmento del gen

16S rRNA, necesario para su analisis filogenético y taxonémico posterior.

2.2.6.5 Analisis bhioinformatico

El analisis bioinformético de las secuencias consenso obtenidas fue realizado mediante
multiples herramientas complementarias. Inicialmente, se empleé el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology
Information), utilizando como referencia la base de datos RefSeq_rna, con el fin de
identificar las secuencias homoélogas mas cercanas y establecer una aproximacion

preliminar a la taxonomia de los aislamientos.

Posteriormente, se utilizo la plataforma del Ribosomal Database Project (RDP), aplicando
las herramientas Classifier y SeqgMatch. La primera fue utilizada para la asignaciéon
taxondmica basada en probabilidades, mientras que la segunda permiti6 comparar
directamente la secuencia problema con aquellas contenidas en la base de datos “16S
rRNA training set 18”, propia de RDP. Esta doble aproximacion reforzo la confiabilidad de

los resultados taxondmicos obtenidos.


https://digitalworldbiology.com/

Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

70

Para la comparacion filogenética, se realizdé un alineamiento multiple de las secuencias
problema junto con las treinta secuencias mas similares reportadas por BLAST, utilizando
el algoritmo MUSCLE (MUIltiple Sequence Comparison by Log-Expectation). A partir de
este alineamiento, se generd un arbol filogenético utilizando el modelo de distancia
genética Tamura-Nei (TN93), mediante el método de agrupamiento Neighbor-Joining,
incorporando un analisis de soporte estadistico mediante el método de bootstrap con 1000
réplicas (Ugo et al., 2024). Finalmente, la clasificacion taxonémica de cada secuencia fue
determinada con base en la posicion filogenética obtenida, consolidando la identificacién

a nivel de especie.

2.2.7 Analisis estadistico

El estudio se diseid6 como un experimento completamente al azar con un enfoque
unifactorial, en el que los tratamientos correspondieron a tres variedades de cacao (clon
CCN-51, clon ICS-95y un hibrido), cada una evaluada por triplicado, para un total de nueve
unidades experimentales. Los niveles de tratamiento estuvieron determinados por los
tiempos de fermentacién (0, 24, 48, 72, 96 y 120 horas).

Las variables de respuesta incluyeron temperatura, pH, grados Brix y densidad poblacional

de bacterias acido-lacticas, expresadas en log., UFC/g.

Los datos fueron procesados utilizando ecuaciones de Excel y el software estadistico
INFOSTAT version 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Se aplicé un modelo lineal mixto, las
variedades de cacao, el tiempo de fermentacibn y como factores aleatorios las
repeticiones. Se utiliz6 andlisis de varianza (ANOVA) para determinar diferencias
significativas (p < 0.05), y la prueba de LSD de Fisher para comparaciones mdultiples entre

tratamientos. Los resultados se presentan como media * desviacion estandar.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Cinética de Ila poblacibn microbiana vs. variables
fisicoquimicas clon ICS-95

Figura 2-4: Comportamiento de la poblacion de BAL vs. variables fisicoquimicas durante
la fermentacién del clon ICS-95
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Fuente: Figura elaborada por el autor (2025).

Durante la fermentacion del clon ICS-95, se evidencié una curva microbiana con fases
claramente definidas, asociadas a variaciones significativas en las variables
fisicoguimicas.

La poblacién de (BAL), expresada en log,, UFC/g, mostrdé un incremento constante entre

las 0 y 48 horas, alcanzando un valor maximo promedio de 7.6 log,, UFC/g + 0.06,

correspondiente a la fase exponencial.
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En este intervalo, se estim6 una velocidad especifica de crecimiento (i) de 0.0607 h™ty un
tiempo de duplicacién (td) de 11.41 horas, lo cual evidencia un crecimiento activo
favorecido por las condiciones ambientales y bioguimicas del sistema. Posteriormente,
entre 48 y 72 horas se mantuvo una fase estacionaria, con valores cercanos a 7.4 log,
seguida de una fase de muerte hacia las 120 horas, con un promedio final de 6.26 log o
UFC/g. Este comportamiento fue similar en los tres cajones fermentadores, con una
desviacion estdndar maxima de +0.99 a las 96 h y un error estandar de +0.57, lo que

respalda la uniformidad de los resultados obtenidos.

Las variables fisicoquimicas mostraron tendencias relacionadas con la dinamica
microbiana. El pH inicial de 4.3 disminuy6 a 3.8 en las primeras 24 horas, reflejando la
actividad acidogénica de las BAL, seguida por un incremento gradual hasta 5.3 a las 120
horas debido a la difusion de &cidos hacia el interior del grano. La temperatura mostr6é un
aumento desde 36 °C hasta un maximo de 41 °C a las 48 horas, con una media general de
39.52+0.72 °C, favoreciendo la actividad de BAL y levaduras.

Simultaneamente, los grados Brix disminuyeron de 15 a 1°Brix, lo que evidencia el
consumo de azucares fermentables como glucosa y fructosa por los microorganismos. La
combinacion de temperatura, pH y disponibilidad de azlcares generdé un ambiente
favorable para el crecimiento de las BAL en las etapas iniciales, tal como se describe en

fermentaciones espontaneas de cacao.

El andlisis estadistico, basado en un disefio completamente al azar con tres repeticiones
por tratamiento, fue aplicado hasta las 96 horas, intervalo definido como el periodo de
mayor variacion microbiana segun el disefio experimental y arrojé un p-valor de 0.0001,
indicando diferencias altamente significativas entre materiales. La prueba LSD de Fisher
evidencio diferencias significativas en la densidad microbiana entre los intervalos de 0 a
48 horas y de 48 a 120 horas. Asimismo, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el pH, entre las 24 y las 120 horas; en la temperatura, entre las 48 horas

y el resto de las horas evaluadas; y en los grados Brix, entre 0 y 120 horas.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias 4cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la 73
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

Estas diferencias, validadas mediante el software InfoStat, refuerzan la relacion directa
entre las condiciones fisicoquimicas del sistema y la evolucién de las BAL durante el

proceso fermentativo.

Los resultados obtenidos para el clon ICS-95 coinciden con lo reportado por Garcia-
Gonzalez et al. (2021), quienes documentaron un aumento de las BAL hasta
concentraciones de 8.02 log;, UFC/g a las 48 horas, seguido de una disminucion a 6.44
log,0 UFC/g hacia el final del proceso, en fermentaciones espontaneas de cacao en San
Vicente de Chucuri, Santander (Colombia). Asimismo, Yunita et al. (2021) informaron
concentraciones maximas de 8.90 log,, UFC/g, destacando la presencia de cepas BAL
tolerantes a pH acido en las Ultimas etapas, asociadas a la produccion de compuestos

aroméaticos como acetato de 3-octilo y trimetilpirazinas.

En cuanto a las variables fisicoquimicas, el comportamiento del pH fue coherente con lo
reportado por Racine et al. (2019), quienes observaron un descenso inicial por accion de
las BAL, seguido de un aumento progresivo por difusion de acidos hacia el interior del
grano, con valores que pasaron de 4.2 a 5.4 durante el proceso. De forma similar, Alvarez
et al. (2020), en un estudio realizado con cacao Chuncho, reportaron una disminucién del
pH de 4.3 a 3.8 durante las primeras 24 horas de fermentacion, atribuida a la actividad de
las bacterias acido-lacticas en las etapas iniciales del proceso. En relacién con la
temperatura, Schwan (2015) y Kim-Ngoc et al. (2022) reportaron incrementos asociados a
la oxidacion microbiana del etanol, alcanzando entre 40 °C y 45 °C en fermentaciones
espontaneas, lo cual es comparable con el pico térmico de 41 °C alcanzado en el clon ICS-
95. Respecto a los grados Brix, los valores reportados por De Vuyst y Leroy (2020) y Ho
et al. (2015) evidencian una caida desde valores iniciales de 15—-17°Brix hasta 1-3°Brix al
final del proceso, reflejando el consumo de azlcares fermentables por las levaduras y BAL,

comportamiento idéntico al observado en esta investigacion.

En conjunto, estos hallazgos confirman que las BAL desempefian un papel clave en las
primeras etapas de la fermentacion, contribuyendo a la regulacion del pH, transformando

azlcares y creando condiciones para la sucesién microbiana.
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La integracion del andlisis cinético y estadistico con el seguimiento de parametros
fisicoquimicos permite comprender con mayor precision la evolucion del sistema
fermentativo para el clon CS-95, ofreciendo informacion valiosa para futuras aplicaciones

biotecnoldgicas en fermentaciones controladas.

2.3.2 Cinetica de la poblacion microbiana vs. variables
fisicoquimicas clon CCN-51

Figura 2-5: Comportamiento de la poblacion de BAL vs. variables fisicoquimicas durante

la fermentacion del clon CCN-51
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Durante la fermentacion del clon CCN-51, se observdé una dinamica microbiana
caracteristica en la poblacién de bacterias acido-lacticas (BAL), la cual se relacion6 con
los cambios fisicoquimicos del sistema. La densidad poblacional, expresada como log g
UFC/g, presentd un incremento gradual desde un valor inicial de 6,6 log hasta alcanzar un
valor maximo promedio de 7,5 log a las 72 horas. A partir de este punto, la poblacién mostré
una ligera disminucion hasta llegar a 6,6 log a las 120 horas, lo que indica una transicion

hacia la fase de muerte.
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Este comportamiento refleja una fase de crecimiento activo entre O y 48 horas, seguida de
una fase estacionaria entre 48 y 72 horas y una posterior disminucion. La desviacion
estandar maxima fue de 0,79 log a las 48 horas, y el error estandar asociado fue de +0,46
log, lo que respalda la uniformidad de los resultados obtenidos. La velocidad especifica de
crecimiento (), calculada entre 0 y 48 horas, fue de 0,038 h™1, lo que corresponde a un
tiempo de duplicacion (td) estimado en 18 horas. Estos valores son consistentes con
fermentaciones espontaneas, donde la multiplicacién de microorganismos ocurre de forma
moderada por la accion de factores limitantes como la competencia microbiana, el

agotamiento de sustratos y el incremento de la acidez.

En cuanto a las variables fisicoquimicas, el pH se mantuvo en 3,4 durante las primeras 24
horas, seguido de un ligero incremento hasta 3,8 a las 96 horas y un valor final de 4,1 a
las 120 horas. Este patron refleja el efecto neutralizante progresivo que ocurre a medida
gue los acidos organicos difunden hacia el interior del grano, mecanismo descrito también
por Racine et al. (2019). Los grados Brix disminuyeron desde 17°Brix a 2°Brix al final del
proceso, lo que indica el consumo progresivo de azUcares por parte de las BAL y levaduras
presentes en la masa fermentativa. La temperatura mostré un incremento gradual desde
31 °C hasta alcanzar 40,2 °C a las 120 horas, siendo este aumento consecuencia directa
de la actividad microbiana exdgena, particularmente por la oxidacion del etanol por las

bacterias acéticas, proceso exotérmico previamente reportado por Schwan (2015).

El andlisis estadistico, basado en un disefio completamente al azar con tres repeticiones,
mostro diferencias significativas (p < 0,05) en la poblacién de BAL entre los intervalos de
0 a 48 horas y de 48 a 120 horas. Asimismo, se observaron diferencias significativas en el
pH entre 24 y 120 horas, en la temperatura desde las 48 horas frente al resto de los tiempos
evaluados, y en los grados Brix entre el punto inicial (0 horas) y final (120 horas), segun la
prueba de LSD de Fisher. Las medias se acompafaron de su respectiva desviacion
estandar (D.E.) y error estandar (E.E.), asegurando la validez y representatividad de los
datos. Aunque la fermentacién fue monitoreada hasta las 120 horas, el analisis inferencial

se limitd a las 96 horas, periodo donde se concentrd la mayor variacién microbiana.
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Estas diferencias, validadas mediante el software InfoStat, refuerzan la relacién directa
entre las condiciones fisicoquimicas del sistema y la evolucion de las BAL durante el
proceso fermentativo, reflejando que el tiempo de fermentacion ejerci6 un efecto
estadisticamente significativo sobre las variables microbianas y fisicoquimicas evaluadas.

Los resultados de este clon se alinean parcialmente con lo reportado por Garcia-Gonzéalez
etal. (2021), quienes documentaron pH entre 5,0 y 5,4; concentraciones de BAL entre 6,44
y 8,02 log,o, UFC/g; y temperaturas maximas de 39,5 °C en fermentaciones espontaneas.
Igualmente, en el estudio de Levai et al. (2021) se informaron conteos bacterianos de hasta
8,9 logiy UFC/mL, mientras que Yunita et al. (2021) describieron una disminucion
progresiva de los azlcares fermentables y la produccion de metabolitos volatiles asociados
al desarrollo del sabor. Esta consistencia con la literatura cientifica refuerza la
interpretacion de que el comportamiento de las BAL en CCN-51 estuvo condicionado por

el perfil fisicoquimico del sustrato y las condiciones del sistema fermentativo.
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2.3.3 Cinética de la poblacion microbiana vs. variables
fisicoquimicas cacao hibrido

Figura 2-6: Comportamiento de la poblacion de BAL vs. variables fisicoquimicas durante
la fermentacion del cacao hibrido
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Durante la fermentacién del cacao hibrido, se observé un comportamiento microbiolégico
activo de las BAL en relacién con las variables fisicoquimicas. La poblacién microbiana,
expresada en log,, UFC/g, present6 un crecimiento sostenido desde 7,0 log a las 0 horas
hasta alcanzar un valor maximo promedio de 8,0 log a las 48 horas, punto a partir del cual
se mantuvo estable hasta las 96 horas. A las 120 horas, se evidencié una disminucién
hasta 7,3 log, lo que indica el inicio de una fase de muerte. Este comportamiento fue
coherente entre los tres cajones muestreados, con una desviaciéon estandar (D.E.) maxima

de 0,46 en el punto de mayor concentracion y un error estandar (E.E.) de 0,27 log.
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La velocidad especifica de crecimiento (u), calculada entre las 0 y 48 horas, fue de 0,0479
h™1, y el tiempo de duplicacion (td) fue de aproximadamente 14,4 horas, lo que indica una
cinética de crecimiento mas rapida en comparacion con los otros materiales evaluados.
Aunque el seguimiento experimental se extendié hasta las 120 horas, el analisis inferencial
se concentrd en las primeras 96 horas, dado que en este intervalo se registré el mayor
cambio poblacional.

Este crecimiento microbiano se vio influenciado directamente por los cambios en las
variables fisicoquimicas del sistema. El pH mostr6 un comportamiento ascendente,
pasando de 4,2 a 5,2, reflejando el consumo de acidos por parte de las BAL y la posterior
difusion hacia el interior del grano. Los grados Brix descendieron progresivamente desde
16°Brix hasta 2°Brix, evidenciando una alta actividad metabdlica y degradacién de
azucares fermentables. La temperatura, por su parte, aumentd desde 27 °C hasta 40 °C
entre las 0 y 96 horas, una dinamica tipica de procesos fermentativos mediados por
actividad microbiana exdégena, especialmente por la oxidacion del etanol por parte de las
bacterias acéticas. Estas condiciones generaron un entorno favorable para el desarrollo

inicial de las BAL y para la produccion de metabolitos claves del proceso.

El andlisis estadistico, basado en un disefio completamente al azar con tres repeticiones
por tratamiento, revelé un valor de p < 0,05 para las comparaciones entre los tiempos y
entre los materiales. La prueba LSD de Fisher mostré diferencias significativas en la
densidad microbiana entre las etapas 0 y 48 horas, asi como entre 48 y 96 horas.
Igualmente, se identificaron diferencias significativas en pH entre las 24 y 96 horas, en
temperatura entre las 48 horas y el resto de los tiempos, y en grados Brix entre las 0 y 96
horas. Estas diferencias, validadas con el software InfoStat, confirman la interaccién directa
entre las condiciones fisicoquimicas del sistema y la evolucion de las BAL, reflejando que
el tiempo de fermentacion ejerci6 un efecto estadisticamente significativo sobre las

variables microbianas y fisicoquimicas evaluadas.
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En conjunto, la evolucién de las BAL en el cacao hibrido evidencia una elevada tasa de
crecimiento microbiano durante las primeras 48 horas, en estrecha relacion con los
cambios fisicoquimicos del sistema fermentativo. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Garcia-Gonzélez et al. (2021), quienes observaron valores entre 6,44 y 8,02
log,o UFC/g segun la etapa de muestreo. Ademas, en ese mismo estudio se documento
un descenso inicial del pH de 4,5 a 3,8, seguido de un incremento gradual hasta 5,2 al final
del proceso; un aumento de la temperatura desde 30 °C hasta 39,5 °C y una reduccion en
los grados Brix de 17°Brix a 3°Brix, comportamientos que reflejan dinamicas comparables
a las del presente estudio. De forma similar, Racine et al. (2019) y Chavez Gavidia (2020)
reportaron una disminucién inicial del pH de 4,3 a 3,8, seguida de un aumento gradual
hasta 5,3 al finalizar el proceso; un ascenso térmico desde 27 °C hasta 41 °C; y una
reduccion progresiva de los grados Brix desde 15 °Brix hasta 1 °Brix. Estos resultados

respaldan las tendencias fisicoquimicas observadas en el cacao hibrido analizado.

El analisis comparativo entre los tres materiales de cacao fermentados evidencié
variaciones significativas en la evolucion de las variables fisicoquimicas y la cinética
microbiana de las BAL. En todos los casos, el proceso de fermentacién se caracterizd por
una disminucién gradual de los grados Brix y un incremento de la temperatura, alcanzando
un valor maximo promedio de 41 °C, junto con un ascenso del pH hacia el final del proceso.
A diferencia de los clones, el cacao hibrido presentd el mayor crecimiento poblacional de
BAL, alcanzando un maximo promedio de 8,0 log,, UFC/g a las 48 horas, en contraste con
7,6 logen ICS-95y 7,5 log en CCN-51. Esta dinAmica también se reflejoé en los parametros
cinéticos, donde el hibrido mostré una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0,0479
h™1 y un tiempo de duplicacién (td) de 14,4 horas, superiores a los registrados para CCN-
51 (u=0,038hh71;td =18 h) e ICS-95 (u = 0,01 h™; td = 69 h).

Estos resultados sugieren que el cacao hibrido ofrecidé un ambiente fermentativo interno
mas favorable para el crecimiento inicial activo de las BAL, debido a una mayor
disponibilidad de sustratos fermentables y una mejor interaccién con las condiciones
fisicoguimicas del sistema, lo cual favorecié en un proceso fermentativo activo durante la

fase exponencial.



Caracterizacion morfologica, bioguimica y molecular de cepas de
80 bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

2.3.4 Descripcién morfoldégica de las BAL seleccionadas a partir
de la fermentacién del cacao.

Los resultados de la caracterizacion fenotipica de los aislamientos seleccionados,

incluyendo sus caracteristicas morfologicas y su disposicion celular en cada variedad de

cacao, se presentan a continuacion en la tabla 2-3.

Tabla 2-1: Caracterizacién morfolégica de cepas de BAL en la fermentacion de diferentes
materiales de cacao (Clon CCN 51, ICS 95y un hibrido)

Caracteristicas

(horas) (pases) cepa cacao macroscopicas (Tincion de GRAM,
p p 1000X)
Coloni o Bacilos Gram
bcl) onia pequena, positivos gruesos,
ancg, ogaca y empalizados
redonaa. formando cadenas
48 4 LGB2 CCN51
Colonia blanca, | Bacilos Gram
redonda, pequefia, | positivos
elevada, borde | empalizados
entero y brillante. de cadenas cortas,
. enformade"V"y"Y".
48 3 LGB11 CCN51 - : j? e
f;l‘ r‘ \);' i /v_“
$ o
Colonia blanca Bac'itl'os Gram
cremosa, con centro | POS! “I’.OS d d
café elevada, y de empalizados €
borde entero cadenas largas, en
forma de “V”.
72 2 R ICS95 .
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Colonia  pequefa, | Bacilos Gram
blanca,  cremosa, | empalizados, en
redonda, de borde | forma de "V".
entero SRER e,
72 3 F ICS95
Pase . POT | Bacilos Gram
agotamiento, con pOSitivos
crecimiento de empalizados,
colonia g ande, cadenas cortas,
blanca, brillante, forma de “V" y "Y"
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Fuente: Tabla elaborada por el autor (2025)
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La Tabla 2-3 presenta la caracterizacibn macroscépica y microscopica de siete cepas de
bacterias acido-lacticas (BAL) aisladas de tres variedades de cacao fermentado: los clones
CCN-51, ICS-95 y un hibrido. Las cepas seleccionadas fueron aquellas que mostraron
caracteristicas tipicas del género Lactobacillus, confirmadas por tincion de Gram como
bacilos Gram positivos empalizados.

Caracterizacién macroscopica:

Las colonias observadas presentaron rasgos caracteristicos de las BAL: tamafio pequefio
a mediano, color blanco cremoso, superficie brillante y bordes enteros. Estas
caracteristicas concuerdan con lo reportado en la literatura sobre Lactiplantibacillus

plantarum y Levilactobacillus brevis en fermentaciones espontaneas de cacao.

e En el clon CCN-51, las cepas LGB2 y LGB11 presentaron colonias pequefias,
redondas y opacas.

e Aungue se requiere un mayor analisis para confirmar estas observaciones, la
presencia y comportamiento de estas bacterias en el proceso de fermentacion han
sido ampliamente documentados en diversos estudios previos.

e En el cacao hibrido, las colonias fueron variables, observandose tanto formas
ovaladas como pequefas, lo que sugiere heterogeneidad en el comportamiento

microbiano.

Caracterizacion microscapica:

Todas las cepas fueron identificadas como bacilos Gram positivos, dispuestos en
empalizada. Las formas morfolodgicas predominantes fueron en “V”, “Y” y “X”, patrones

clasicos en Lactobacillus. Las siguientes observaciones se destacan:

e Las observaciones al microscopio mostraron bacilos Gram positivos dispuestos en
empalizada, con una disposicion ordenada, caracteristica de las especies del
género Lactobacillus.

e El clon ICS-95 evidencié cadenas largas y agrupaciones definidas, lo cual puede

asociarse con un entorno mas favorable para el crecimiento bacteriano.
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e El cacao hibrido presenté mayor diversidad morfolégica, incluyendo agrupaciones

en forma de “X”, lo que sugiere un comportamiento fermentativo mas heterogéneo.

El andlisis morfoldgico de las cepas de BAL aisladas en el proceso de fermentacion revela
gue el clon ICS-95 mostr6 una densidad bacteriana considerablemente mayor, lo que
indica un ambiente mas favorable para las BAL en este material. Esta mayor concentracion
microbiana se traduce en una fermentacién mas eficiente, con una produccion de acidos y
metabolitos bioactivos que favorecen el desarrollo de los perfiles sensoriales deseados,
como las notas lacteas y frutales. La alta poblacion microbiana observada podria estar
vinculada a un manejo 6ptimo de las condiciones de aireacion y temperatura, lo que facilita

un crecimiento microbiano acelerado y contribuye a una fermentacion mas completa.

Este fendmeno ha sido observado en otros estudios que indican que un mayor crecimiento
microbiano en las primeras fases de la fermentacién puede resultar en una mejor formacion

de compuestos aroméaticos, clave para la calidad final del cacao (Lucas F. et al., 2018).

En contraste, el cacao hibrido mostré una diversidad morfolégica mayor entre las cepas
bacterianas, lo cual refleja una variabilidad microbiana mas marcada. Esta heterogeneidad
podria indicar un comportamiento fermentativo menos controlado, con un espectro mas
amplio de especies competiendo por los mismos recursos. Este tipo de variabilidad puede
llevar a fluctuaciones en la produccion de metabolitos clave, lo que podria afectar la
consistencia y la calidad sensorial del cacao final. La presencia de diversas morfologias
bacterianas podria influir en la heterogeneidad de la fermentacion, resultando en una
mayor complejidad en los perfiles sensoriales, pero también en la variabilidad de los
compuestos producidos, como los acidos organicos y los compuestos volatiles, lo que

podria dificultar la estandarizacién del proceso (Bastos et al., 2018).

Asimismo, la observacion de cadenas largas y agrupaciones en “V” o “Y” en el clon ICS-
95 apunta a una alta eficiencia en la fermentacién, con las cepas adaptadas para funcionar

bajo las condiciones anaerdbicas iniciales.



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

84

Esto podria estar directamente relacionado con la capacidad de estas bacterias para
fermentar eficientemente los azucares presentes en el mucilago, produciendo acidos

lacticos y otros compuestos bioactivos que mejoran la calidad organoléptica del cacao.

La reduccién de esta morfologia en el material hibrido podria reflejar un metabolismo méas
lento o un retardo en el proceso de adaptacion de las bacterias a las condiciones
fermentativas, lo cual puede tener un impacto negativo en la velocidad de produccion de

los compuestos deseables.

2.3.5 Identificacion bioquimica de cepas de BAL

La identificacion bioquimica de las BAL seleccionadas complementé la caracterizacion
morfoldgica previamente realizada, permitiendo su validaciébn taxonémica con mayor
precision. Se realizaron pruebas bioquimicas basadas en la fermentacion de carbohidratos

mediante el sistema AP| 50 CH.

Los resultados del andlisis revelaron que las cepas presentan una actividad fermentativa
variable dependiendo de la variedad de cacao del cual fueron aisladas tabla 2-4. Las cepas
LGB2 y LGB11 (correspondientes al clon CCN-51) demostraron un amplio rango de
metabolismo, con capacidad para fermentar sustratos como glucosa, fructosa y manosa,
mientras que las cepas R, F y LGB831 (correspondientes al clon ICS-95) mostraron
preferencia por sustratos como rhamnosa y galactosa. Por su parte, las cepas GG y GE
(material de cacao hibrido) evidenciaron afinidad por xilosa, arabinosa y sorbitol, lo que
refleja diferencias metabdlicas adaptadas al ambiente fermentativo de cada variedad de

cacao.

El perfil de fermentacién obtenido mediante la prueba API 50 CH permitié determinar que
las cepas seleccionadas presentan un metabolismo caracteristico del género
Lactobacillus. La capacidad para fermentar carbohidratos como glucosa, fructosa, D-
manosa, galactosa y otros azlcares especificos es un rasgo distintivo de este grupo de
bacterias acido-lacticas, lo que sugiere una alta probabilidad de que las cepas aisladas

pertenezcan a especies dentro de este género.
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Tabla 2-2: Sustratos metabolizados por las cepas seleccionadas (Resultados de la

prueba API 50 CH)

CEPAS
N° SUSTRATO
LGB2 | LGB11 | LGB831 R F GG GE

0 Control - - - - - - -
1 Glicerol - - - - - - -
2 Eritritol - - - - -
3 D-Arabinosa - - - - - - -
4 L-Arabinosa + + R
5 D-Ribosa + + + + + + +
6 L D-Xilosa - - + - - + R
7 L-Xilosa - - - - - - -
8 D-Adonitol - - - - - - -
9 Metill-3D-Xilopiranosida - - - - - - -
10 | D-galactosa + + + + + - +
11 | D-glucosa + + + + + + +
12 | D-Fructosa + + + + + + +
13 D-MamnosA + + + + + - +
14 | L-SorbosA - - - - - - -
15 | L-Rhamnosa - + - + + - +
16 | Dulcitol - - - - - - -
17 | Inositol - - - - - - -
18 | D-manitol + + + + + - +
19 | D-sorbitol - + - + + - +
20 | Metil-aD- - + - + + - -

Manopiranosida
21 | Metil-aD- - - - - - - -

Glucopiranosida
22 | N-Acetilglucosamina + + + + + - +
23 | Amigdalina + + + + + - +
24 | Arbutina + + + + + - +
25 | Esculina + + + + + - +
26 | citrato férrico + + + + + - +
27 | D-Celobiosa + + + + + - +
28 | D-Maltosa + + + + + + +
29 | D-Lactosa (origen + + + + + - +

bovino)
30 | D-Melibiosa + + + + + + +
31 | D-Sacarosa + + + + + - +
32 | D-Trehalosa + + + + + - +
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33 | Inulina - - - - - - -
34 | D-Melezitosa + + + + + - +
35 | D-Rafinosa - + + + + - +
36 | Almidén - - - - - - -
37 | Glicégeno - - - - - - -
38 | XiLitol - - - - - - -
39 | Gentiobiosa - + + + + - +
40 | D-Turanosa + + + + + - +
41 | D-Lixosa - - - - - - -
42 | D-Tagatosa + - - - - - -
43 | D-Fucosa - - - - - - -
44 | L-Fucosa - - - - - - -
45 | D-ArabitoL - - + - - - +
46 | L-ArabitoL - - - - - - -
47 | Gluconato potéasico - + + + + + -
48 | 2-CetoGluconato - - - - - - -
potasico
49 | 5-CetoGluconato - - + - - - -
potésico

Fuente: Tabla elaborada por el autor (2025).

La tabla 2-4 muestra la capacidad de fermentacion de distintos carbohidratos por parte de

siete cepas de bacterias acido-lacticas (BAL) aisladas de tres variedades de cacao: Clon
CCN-51 (LGB2 y LGB11), ICS-95 (LGB831, R, F) y un hibrido (GG, GE). La evaluacién

bioquimica se llevé a cabo mediante el sistema APl 50 CH, el cual permite identificar

perfiles metabdlicos distintivos del género Lactobacillus.

Los resultados reflejan una amplia capacidad de las cepas para fermentar carbohidratos

simples como glucosa, fructosa, manosa y galactosa, lo que es consistente con el

metabolismo tipico de Lactiplantibacillus plantarum, confirmando su rol predominante

durante la fermentacion del cacao.

Las cepas LGB2, LGB11, R, F y LGB831, aisladas a partir del clon CCN-51 e ICS-
95, mostraron un metabolismo amplio y uniforme sobre sustratos clave del
mucilago del cacao, como glucosa, fructosa, ribosa y D-manitol, lo que evidencia

su adaptacién al medio fermentativo.
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e La cepa GG, correspondiente al cacao hibrido, present6 un perfil metabdlico méas
restringido, sin capacidad de fermentar varios disacaridos (como sacarosa y
maltosa), pero con actividad sobre xilosa y arabinosa, lo que sugiere una

especializacion hacia azlicares menos comunes.

e La cepa GE, mostré un comportamiento intermedio, con capacidad para fermentar
sustratos como D-glucosa, galactosa y D-mannosa, lo que la asemeja al grupo de

ICS-95, aunque con ciertas limitaciones sobre polialcoholes.

Ademas, se observé que las cepas del clon ICS-95 fueron mas activas frente a azlcares
como ramnosa, sorbitol, metil-aD-manopiranosida y N-acetilglucosamina, indicando una
mayor diversidad enzimatica que puede favorecer la produccion de metabolitos

funcionales.

El perfil fermentativo obtenido revela una diferenciacion funcional entre las cepas segun la
variedad de origen. Las cepas de los clones ICS-95 y CCN-51 poseen una mayor
versatilidad metabdlica, o que podria explicar la mayor eficiencia observada en las
variedades analizadas durante la fermentacién. En contraste, las cepas del hibrido,
particularmente GG, muestran un metabolismo mas especializado, posiblemente asociado
a una dinamica fermentativa distinta. Estos resultados respaldan el potencial uso selectivo
de cepas especificas como cultivos iniciadores para optimizar el proceso de fermentacion

del cacao, ajustandolo a la composicién de azlUcares caracteristica de cada variedad.

De acuerdo con lo tratado por Marquez Coronel & Salazar Roman (2015) se menciona que
las semillas de cacao estan rodeadas de un mucilago que contiene de “10 a 15% de
azlcar, 1% de pectina y 1,5% de acido citrico. Parte de este mucilago es necesaria para
la produccién de alcohol y acido acético en la fermentacion de las almendras, pero entre

el 5 a 7% drena como exudado”.

Los azUcares que se pueden encontrar en el mucilago del cacao pueden ser los mismos
gue se encuentran en la pulpa de cacao: galactosa, glucosa, inositol, lactosa, maltosa,

manitol, rafinosa, ramnosa, ribosa, salicina, sorbitol y xilosa. (Arteaga Estrella, 2013).
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Se pueden observar los resultados en la Tabla 2-4, en donde se evidencia que las cepas
LG2, LGB11, LGB 831, F y R que corresponden a L. plantarum aislados de las variedades
de cacao, especificamente de los clones CCN51 e ICS 95, metabolizaron principalmente
los azucares glucosa, fructosa y galactosa lo cual lo confirman investigaciones como las
de Piracoca Robles (2022).

El cacao hibrido es conocido por su alta calidad y su composicion Unica de azlcares en el
mucilago. En general, el mucilago del cacao hibrido contiene una mezcla de azlcares
como glucosa, fructosa y sacarosa. Estos azUcares son esenciales para el proceso de
fermentacion, que es mas rapido en el cacao hibrido debido a su mayor contenido de
azucares en comparacion con otras variedades. De acuerdo con los resultados obtenidos
tabla 2-4, se aisl6 del cacao hibrido a Levilactobacillus brevis (GG), el cual también

metaboliz6 los azUcares mencionados anteriormente.
En la tabla 2-5, se presentan los resultados de la identificacion bioquimica basada en la
interpretacion del perfil metabdlico obtenido con la prueba API 50 CH, incluyendo el nivel

de confianza asignado a cada cepa en funcién de su capacidad fermentativa.

Tabla 2-3: Identificacion bioquimica de cepas de Lactobacillus mediante la prueba API 50

CH.
Cbédigo de la|Variedad de| _
Cepa cacao Bioquimica API1 50 CH
LGB 2 CCN 51 99,7% de confianza para L. plantarum
LGB 11 CCN 51 96.9% de confianza para L. plantarum
R ICS 95 99,9 de confianza para L. plantarum
F ICS 95 99,9% de confianza para L. plantarum
LGB 831 ICS 95 97% de confianza para L. plantarum
GG Hibrido 98,2 % de confianza para L. brevis
GE Hibrido 99,9% de confianza para L. plantarum

Fuente: Tabla elaborada por el autor (2025).
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Los resultados de la prueba muestran un alto grado de confiabilidad en la identificacion de
las especies bacterianas, con la mayoria de las cepas identificadas como
Lactiplantibacillus plantarum, y en un caso como Levilactobacillus brevis. Los valores de
confianza reportados son notablemente altos, oscilando entre el 96.5% y el 99.9%, lo que
respalda la precision de las pruebas realizadas y la validez de la identificacion
microbioldgica de las cepas.

Es interesante observar que, en todos los casos analizados, las cepas pertenecen a
diferentes variedades de cacao, clones CCN-51, ICS-95 y el hibrido, lo cual puede indicar
variabilidad en la diversidad microbiana presente en los diferentes materiales estudiados.
Esta diversidad podria tener implicaciones significativas para la fermentacion del cacao,
ya que se ha demostrado que diferentes especies de Lactobacillus tienen un impacto
considerable en los perfiles de aroma y sabor del cacao.

Por ejemplo, L plantarum es conocido por su capacidad para contribuir al desarrollo de
caracteristicas sensoriales especificas del cacao, como la acidez y la complejidad del

sabor (Papalexandratou et al., 2013).

La identificacién de Levilactobacillus brevis en las cepas del hibrido podria sugerir una
mayor diversidad de microorganismos en este material, lo cual podria influir en la
variabilidad de las caracteristicas sensoriales de los granos de cacao fermentados. La
presencia de diferentes especies de Lactobacillus podria modificar el proceso fermentativo,
alterando la dindmica microbiana y, por ende, afectando el perfil de sabor final del cacao
Serra et al., (2019).

Es relevante también destacar la diferencia en los resultados obtenidos para las cepas de
los clones CCN-51 e ICS-95, ya que estos materiales muestran diversidad en la
identificacion de las especies bacterianas. Esta heterogeneidad puede tener implicaciones
en el control microbiano del proceso fermentativo, lo que resalta la importancia de la
seleccién controlada de cultivos iniciadores para mejorar la consistencia y la calidad del

cacao en la industria (Fernandez-Gonzalez et al., 2019).
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El metabolismo diferencial de las cepas de Lactobacillus no solo influye en la cinética
fermentativa, sino también en la calidad final del grano de cacao. La fermentacion de
azucares simples como glucosa y fructosa favorece la produccién de &cido lactico y acido
aceético, regulando el pH del medio e inhibiendo microorganismos no deseados. En el caso
de la xilosa y la arabinosa, su fermentacion por parte de L. brevis podria estar asociada
con la sintesis de compuestos volatiles que impactan el perfil sensorial del cacao hibrido,

conocido por sus notas aromaticas distintivas.

Estos hallazgos resaltan la importancia de caracterizar las poblaciones de BAL en
fermentaciones naturales de cacao y de reconocer el mucilago no solo como un sustrato
para la fermentacién, sino también como un recurso con posibles aplicaciones industriales.
La identificacion de patrones metabdlicos especificos y su aprovechamiento integral
pueden conducir al mejoramiento del proceso fermentativo, elevando la calidad y

sostenibilidad de la produccion de cacao.

2.3.6 Identificacion molecular de las cepas BAL

En este trabajo se adopta la clasificacion taxonémica propuesta por Zheng et al. (2020),
gue reorganiza el género Lactobacillus en multiples géneros, como Lactiplantibacillus,
Levilactobacillus, Limosilactobacillus y Liquorilactobacillus. Por lo tanto, se utiliza la

nomenclatura actualizada a lo largo del documento.

Para complementar la identificacién bioquimica realizada mediante la prueba APl 50 CH,
se llevo a cabo un analisis molecular orientado a confirmar la identidad taxonémica de las
bacterias acido-lacticas (BAL) aisladas. Este analisis fue desarrollado por el laboratorio
CorpoGen (Bogota, D.C.), utilizando estrategias basadas en la amplificacion y
secuenciacién del gen 16S rRNA, seguido de un analisis comparativo con bases de datos

taxondmicas especializadas.
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El enfoque molecular permiti6 validar y afinar la clasificacion de los aislamientos
bacterianos mediante criterios genéticos, otorgando mayor resolucion taxondémica. Las
secuencias obtenidas fueron alineadas y contrastadas con repositorios reconocidos como
RefSeq del NCBI y el Ribosomal Database Project (RDP), permitiendo determinar con alta
fiabilidad la afinidad filogenética de cada cepa. Esta aproximacioén bioinformética constituye
una herramienta robusta para sustentar la identificacion de microorganismos a nivel de

género y especie, superando las limitaciones inherentes a los métodos fenotipicos.

Los resultados de la identificacion molecular de las cepas aisladas se resumen en la Tabla
2-6. En ella se presenta el codigo de cada muestra, la longitud de la secuencia obtenida,
el porcentaje de identidad y cobertura frente a secuencias de referencia en la base de

datos RefSeq del NCBI, asi como la conclusién taxonémica asignada.

Tabla 2-4: Resultados Moleculares NCBI y LeBIBI

T . % %
Codigo Longitud Resultados identidad | Cobertura Resultados Le

CorpoGen (pb) RefSeq NCBI NCBI NCBI BIBI

Nombre Conclusién

L. plantarum / L.
F004 25-1 1511 pentosus / L. 100 98 L. plantarum L. plantarum
paraplantarum

L. plantarum / L.
R-002 25-2 1543 pentosus / L. 99 97 L. plantarum L. plantarum
paraplantarum

L. plantarum / L.

1G-831 68-1 1465 pentosus 99 99 L. plantarum L. plantarum
L. plantarum / L.
LAGB 2 115-1 1530 pentosus / L. 99 97 L. plantarum L. plantarum

paraplantarum
L. plantarum / L.
LAGB 11 115-2 1524 pentosus / L. 99 98 L. plantarum L. plantarum
paraplantarum
Levilactobacillus
brevis
Levilactobacillus 99 99 Levilactobacillu | Levilactobacillus
suantsaiihabitans s brevis brevis
Levilactobacillus
tujiorum

L. plantarum
Lactobacillus
GE 52-2 1538 pentosus 99 98 L. plantarum L. plantarum
Lactiplantibacillus
paraplantarum

Fuente: Tabla elaborada por el autor (2025)

GG 52-1 1494

Nota: Las cepas fueron identificadas molecularmente como Lactobacillus plantarum mediante la
plataforma leBIBI. Aunque este es el nombre clasico, actualmente esta especie ha sido reclasificada
como Lactiplantibacillus plantarum, segin Zheng et al. (2020), en el marco de la nueva taxonomia
basada en gendémica comparada.
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La mayoria de las cepas analizadas mostraron una elevada similitud genética con
miembros del complejo Lactobacillus plantarum, evidenciando porcentajes de identidad
iguales o superiores al 99% y coberturas mayores al 95%. En particular, la cepa 25-1
present6 una secuencia de 1511 pb con una identidad del 100% y cobertura del 98%,
coincidente con L. plantarum, L. pentosus y L. paraplantarum; sin embargo, se asign6
como L. plantarum dada su predominancia en los alineamientos y respaldo filogenético.
Este criterio fue aplicado de forma consistente en otras muestras que presentaron perfiles

similares.

Las cepas F004, R-002, IG-831 y LAGB 2 fueron clasificadas como Lactobacillus
plantarum, lo cual refuerza la prevalencia de esta especie en el proceso fermentativo del
cacao. Su presencia es relevante, ya que se ha asociado con la produccion de metabolitos

gue contribuyen al desarrollo del perfil sensorial caracteristico del grano fermentado.

De manera particular, la cepa GG fue identificada como Levilactobacillus brevis, lo que
indica una mayor diversidad microbiana en las muestras. Esta especie es conocida por su
capacidad para producir acidos organicos que influyen en la acidez y el perfil aroméatico del

cacao, lo que sugiere una posible participacion diferenciada en la fermentacion.

Como complemento a la identificacion molecular, se realiz6 un analisis filogenético que
permitié evidenciar las relaciones evolutivas entre las cepas aisladas y otras especies
cercanas del género Lactobacillus. Los arboles generados confirmaron la afinidad genética
de la mayoria de los aislamientos con Lactobacillus plantarum, respaldando las
asignaciones taxonOmicas previamente establecidas mediante alineamiento de
secuencias. Asimismo, se identificaron agrupamientos diferenciados en algunas cepas, lo
gue sugiere la presencia de diversidad intraespecifica o afinidades con especies
filogenéticamente proximas, como Levilactobacillus brevis. Este enfoque filogenético
proporciond un contexto evolutivo adicional que refuerza la validez de las identificaciones
obtenidas y contribuye a una comprension mas integral de la composicidon microbiana

asociada al proceso de fermentacién del cacao.
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2.3.7 Caracterizacion molecular de BAL en clon ICS-95

Las secuencias ensambladas correspondientes a los aislamientos F-004 y R-002, con
longitudes de 1511 pb y 1543 pb respectivamente, mostraron altos niveles de identidad
(299%) y cobertura (298%) en comparacion con secuencias del gen 16S rRNA
pertenecientes a las especies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus y
Lactiplantibacillus paraplantarum, de acuerdo con los resultados de alineamiento frente a
la base de datos RefSeq del NCBI.

El andlisis filogenético mediante el arbol de distancias generado por la herramienta leBIBI
confirmd la clasificacion de ambas muestras dentro del grupo Lactobacillus plantarum
(Anexo 1). Asimismo, los arboles filogenéticos construidos a partir de las treinta secuencias
mas similares recuperadas del repositorio RefSeq_RNA (Figura 2-7), mostraron que las
cepas se agrupan consistentemente dentro del clado correspondiente a L. plantarum,

respaldadas por valores de bootstrap superiores al 70% en los nodos relevantes.

Figura 2-7: Arboles filogenéticos aislamientos 25-1 (A) y 25-2 (B)
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Lactiplantibacillus dongliensis strain 218-3 16S ribosomal ...
Lactiplantibacillus songbeiensis strain 398-2 165 ribosomal...

Lactiplantibacillus mudanjiangensis strain 11050 16S riboso...
Lactiplantibacillus daowaiensis strain 203-3 16S ribosomal ...

Lactiplantibacillus herbarum strain TCF032-E4 168 ribosomal...
lﬁ/‘l’ Lactiplantibacillus fabifermentans strain LMG 24284 16Srib...

Lactiplantibacillus fabifermentans strain DSM 21115 165 rib...

EL Lactiplantibacillus pingfangensis strain 382-1 16S ribosoma...

41 Lactiplantibacillus daoliensis strain 116-1A 16S ribosomal ...
Lactiplantibacillus nangangensis strain 381-7 16S ribosomal...
Lactiplantibacillus paraplantarum strain DSM 10667 165 ribo...

[ Lactiplantibacillus argentoratensis strain DKO 22 168 ribos...

§
Lactiplantibacillus plantarum strain CIP 103151 165 ribosom...
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Lactiplantibacillus dongliensis strain 218-3 16S ribosomal ...
Lactiplantibacillus songbeiensis strain 398-2 16 ribosomal...

Lactiplantibacillus mudanjiangensis strain 11050 16S riboso...
Lactiplantibacillus daowaiensis strain 203-3 16S ribosomal ...

— Lactiplantibacillus herbarum strain TCFO32-E4 168 ribosomal...
ﬁ{ Lactiplantibacillus fabifermentans strain LMG 24284 16Srib...
Lactiplantibacillus fabifermentans strain DSM 21115 16S rib...
s Lactiplantibacillus pingfangensis strain 382-1 16S ribosoma...
T{[ Lactiplantibacillus daoliensis strain 116-1A 16S ribosomal ...
Lactiplantibacillus nangangensis strain 381-7 16S ribosomal...
3 Lactiplantibacillus paraplantarum strain DSM 10667 165 ribo...
Lactiplantibacillus plantarum strain NBRC 15891 168 ribosom...
Lactiplantibacillus plantarum strain NBRC 15891 168 ribosom...

71. L‘“““'a"‘vib“_'"“s plantarum strain JCM 1149 165 ribosomal... 99 I- Lactiplantibacillus argentoratensis strain DKO 22 16S ribos...
Lactiplantibacillus plantarum strain NBRC 15891 165 ribosom... 584l Lactiplantibacillus plantarum strain CIP 103151 16S ribosom...
66.4| Lactiplantibacillus plantarum strain NBRC 15891 16S ribosom...
25-1 704
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Levilactobacillus enshiensis strain HBUAS57009 165 ribosoma... 100[ Levilactobacillus enshiensis strain HBUAS57009 168 ribosoma...
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100 97.5; Secundilactobacillus odoratitofui strain JCM 15043 16 ribo... Levilactobacillus koreensis JCM 16448 strain DCYS0 165 ribo...
Secundilactobacillus similis DSM 23365 = JCM 2765 165 ribos... 99.9 982 Secundilactobacillus odoratitofui strain JCM 15043 16 ribo...
Secundilactobacillus folii strain CRM56-3 165 ribosomal RNA... 100 secundilactobacillus similis DSM 23365 = JCM 2765 165 ribos...
Secundilactobacillus angelensis strain HBUAS5 1383 165 ribos... Secundilactobacillus folii strain CRM56-3 165 ribosomal RNA...
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Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)
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Arboles filogenéticos basados en secuencias del gen 16S rRNA de los aislamientos 25-1
(A) y 25-2 (B), construidos mediante el método de Neighbor-Joining y el modelo de
distancia Tamura-Nei (TN93), con 1000 réplicas de bootstrap. Se incluyen las treinta
secuencias mas similares recuperadas de la base de datos RefSeq_RNA del NCBI. Las
muestras analizadas se agrupan dentro del clado correspondiente a Lactobacillus

plantarum.

Estos resultados confirman la pertenencia de los aislamientos al grupo Lactobacillus
plantarum, el cual incluye un conjunto estrechamente relacionado de especies (entre ellas
L. pentosus, L. paraplantarum, L. fabifermentans y L. argentoratensis), que presentan una
similitud superior al 99.4% en la regiéon 16S, lo que limita su resolucién taxondémica
mediante esta sola secuencia. Por tanto, aunque la asignacion mas probable corresponde
a L. plantarum, se reconoce que una identificacion definitiva a nivel de especie requeriria
la secuenciacion de genes adicionales como dnaJ o dnaK, con mayor poder

discriminatorio.

Por otra parte, la secuencia ensamblada del aislamiento 1G-831, con una longitud de 1465
pb, presentd un 99% de identidad y cobertura al ser comparada con secuencias del gen
16S rRNA depositadas en la base de datos RefSeq del NCBI. Los resultados indicaron una
alta similitud con especies del grupo Lactobacillus plantarum, particularmente con L.

plantarum y L. pentosus.

El arbol filogenético obtenido (Figura 2-8), construido a partir de las treinta secuencias mas
cercanas recuperadas de RefSeq_RNA, evidencié que la muestra IG-831 se agrupa de

forma consistente dentro del clado correspondiente a L. plantarum.
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Figura 2-8. Aislamiento 1G-831

Lactobacillus fabifermentans strain LMG 24284 16S ribosomal...
Lactobacillus fabifermentans strain DSM 21115 16S ribosomal...
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Lactobacillus parabrevis strain LMG 11984 16S ribosomal RNA...
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Lactobacillus suantsaiihabitans strain R19 16S ribosomal RN...
Lactobacillus koreensis JCM 16448 strain DCY50 16S ribosoma...
Lactobacillus cerevisiae strain TUM BP 140423000-2250 16Sr...
Lactobacillus oryzae JCM 18671 strain SG293 16S ribosomal R...
Lactobacillus paracollinoides strain JCM 11969 16S ribosoma...
Lactobacillus mixtipabuli strain IWT30 16S ribosomal RNA, p...
Lactobacillus silagincola strain IWT5 16S ribosomal RNA, pa...
Lactobacillus silagei JCM 19001 strain IWT126 16S ribosomal...
Lactobacillus pentosiphilus strain IWT25 16S ribosomal RNA,...
Lactobacillus similis DSM 23365 = JCM 2765 16S ribosomal RN...
Lactobacillus odoratitofui DSM 19909 = JCM 15043 strain YIT...
Lactobacillus paraplantarum strain DSM 10667 16S ribosomal ...
Lactobacillus plantarum subsp. argentoratensis strain DKO 2...
Lactobacillus plantarum strain CIP 103151 16S ribosomal RNA...
Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 16S ribosomal RNA, ...
Lactobacillus plantarum strain NRRL B-14768 16S ribosomal R...
Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 16S ribosomal RNA, ...

56.3]| Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891 16S ribosomal RNA...
Lactobacillus plantarum strain NBRC 15891 16S ribosomal RNA...
Lactobacillus pentosus strain 124-2 16S ribosomal RNA, part...

gz‘zt' Lactobacillus modestisalitolerans strain NB446 16S ribosoma...
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72.1[- Lactobacillus plajomi strain NB53 16S ribosomal RNA, partia...
64 Lactobacillus garii strain FI11369 16S ribosomal RNA, parti...
Lactobacillus xiangfangensis strain 3.1.1 16S ribosomal RNA...
60.1{— Lactobacillus mudanjiangensis strain 11050 16S ribosomal RN...
Lactobacillus herbarum strain TCFO32-E4 16S ribosomal RNA, ...

0.08

Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)

Arbol filogenético basado en la secuencia del gen 16S rRNA del aislamiento 1G-831,
construido mediante el método de Neighbor-Joining y el modelo de distancia Tamura-Nei
(TN93), con 1000 réplicas de bootstrap. La muestra se agrupa dentro del clado
correspondiente al grupo Lactobacillus plantarum, junto con sus especies

filogenéticamente mas cercanas.

Dado el alto nivel de conservacion de la regién 16S entre las especies del complejo L.
plantarum (incluyendo L. paraplantarum, L. pentosus, L. fabifermentans y L.
xiangfangensis), cuya similitud supera el 99.4%, se reconoce que la identificacién precisa
a nivel de especie requiere el andlisis de genes complementarios como dnaJ o dnaK. Sin
embargo, los resultados obtenidos permiten clasificar con alta probabilidad este

aislamiento dentro del grupo L. plantarum.
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2.3.8 Caracterizacion molecular de BAL en clon CCN-51

Las secuencias ensambladas de los aislamientos LAGB2 y LAGB11 con longitudes de
1530 pb y 1524 pb respectivamente, mostraron una identidad promedio del 99% y una
cobertura del 98% al ser comparadas con la base de datos RefSeq del NCBI. Los
alineamientos revelaron alta similitud con secuencias pertenecientes al complejo
Lactobacillus plantarum, incluyendo L. plantarum, L. pentosus y Lactiplantibacillus

paraplantarum.

Figura 2-9: Arboles filogenéticos aislamientos 115-1 (A) y 115-2 (B)

A B
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Lactiplantibacillus songbeiensis strain 398-2 16 ribosomal...
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Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)

Arboles filogenéticos basados en las secuencias del gen 16S rRNA de los aislamientos
115-1 (A) y 115-2 (B), construidos mediante el método de Neighbor-Joining y el modelo de
distancia Tamura-Nei (TN93), con 1000 réplicas de bootstrap. Ambas secuencias se

agrupan dentro del clado correspondiente al grupo Lactobacillus plantarum junto con sus

especies filogenéticamente mas préximas.
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Los arboles filogenéticos construidos a partir de las treinta secuencias mas similares de la
base de datos RefSeq_RNA (Figuras 2-9) evidenciaron que ambos aislamientos se
agrupan de manera robusta dentro del clado correspondiente a L. plantarum. Esta
agrupacion fue respaldada por altos valores de bootstrap, lo cual confirma la afinidad
genética con dicha especie.

Aunque los resultados permiten clasificar los aislamientos dentro del grupo Lactobacillus
plantarum, es importante sefialar que esta agrupacion incluye especies estrechamente
relacionadas, tales como L. paraplantarum, L. pentosus, L. fabifermentans y L.
xiangfangensis, las cuales comparten mas del 99.4% de identidad en la region 16S del
genoma. Por esta razon, para lograr una identificacion inequivoca a nivel de especie seria
necesario recurrir a marcadores moleculares mas discriminantes como los genes dnaJ o
dnak.

2.3.9 Caracterizacion molecular de BAL en cacao Hibrido

La secuencia ensamblada del aislamiento GG, con una longitud de 1494 pb, present6 un
99% de identidad y 99% de cobertura al ser comparada con secuencias del gen 16S rRNA
disponibles en la base RefSeq del NCBI. Las especies con mayor similitud fueron
Levilactobacillus brevis, L. suantsaiihabitans y L. tujiorum. El &rbol filogenético generado
con las secuencias mas cercanas (Figura 4A) ubica claramente la muestra dentro del clado
correspondiente a L. brevis, lo que permite confirmar su clasificacién taxonémica con base

en la topologia y los valores de soporte obtenidos.

Por otro lado, la secuencia ensamblada del aislamiento GE, con una longitud de 1538 pb,
mostro un 99% de identidad y 98% de cobertura con secuencias correspondientes al grupo
Lactobacillus plantarum, incluyendo L. plantarum, L. pentosus y Lactiplantibacillus
paraplantarum. En el andlisis filogenético (Figura 4B), la muestra se agrupa
consistentemente dentro del clado de L. plantarum, respaldada por altos valores de
bootstrap. Dada la alta similitud en las secuencias del gen 16S entre las especies del grupo
plantarum (=99.4%), su diferenciacion precisa requiere el uso de otros marcadores

moleculares como dnal, dnaK, o herramientas de genémica comparativa.
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Figura 2-10. Arboles filogenéticos aislamientos 52-1 (A) y 52-2 (B)
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Levilactobacillus lindianensis strain 220-4 16S ... — Lactiplantibacillus herbarum strain TCF032-E4 16S..
Levilactobacillus huananensis strain 151-28 16Sr... p strain JCM 1
strain JCM 1504... 100, folii strain CRMS6-3 16S rib.
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Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)

Arboles filogenéticos construidos a partir de secuencias del gen 16S rRNA de los
aislamientos 52-1 (A) y 52-2 (B), mediante el método Neighbor-Joining y el modelo de
distancia Tamura-Nei (TN93), con 1000 réplicas de bootstrap. El aislamiento 52-1 se
agrupa con secuencias de Levilactobacillus brevis, mientras que 52-2 se agrupa dentro del

complejo Lactobacillus plantarum.
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Capitulo 3: Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

La evaluacion de la poblacion de bacterias acido-lacticas del género Lactobacillus
durante la fermentacién del cacao en los clones ICS-95, CCN-51 y un hibrido
permitié evidenciar diferencias en su comportamiento microbiano y en los cambios
en las variables fisicoquimicas. El hibrido presenté la mayor concentracién de BAL
y la velocidad de crecimiento mas alta, seguido por CCN-51 e ICS-95. En todos los
materiales se observé un comportamiento fermentativo caracteristico: incremento
inicial y disminucion posterior de la poblacion microbiana, acompafado por el
descenso de grados Brix, el aumento progresivo de la temperatura y una
recuperacion del pH en fases finales. Estos resultados confirman que el
comportamiento de las BAL esta estrechamente relacionado con las condiciones
fisicoguimicas del medio y que este varia significativamente segun el material

genético del cacao.

Se identificaron y caracterizaron morfolégicamente siete cepas de bacterias acido-
lacticas predominantes en las variedades de cacao CCN-51, ICS-95 y un hibrido.
Estas presentaron caracteristicas macroscopicas tipicas, como colonias pequefias,
cremosas, redondas, blancas, brillantes y de borde entero. A nivel microscépico,
mostraron la morfologia caracteristica del género Lactobacillus: bacilos Gram

positivos, aislados o agrupados en empalizada, con formas en “V” y “Y”.
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e Elanalisis molecular de las cepas de Lactobacillus aisladas en distintos momentos
del proceso de fermentacion del cacao en los clones CCN-51, ICS-95 y un hibrido,
permitid establecer con alta precision su identidad taxonémica mediante la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Las secuencias obtenidas mostraron elevados
niveles de similitud (>99%) con especies del grupo Lactobacillus plantarum,
particularmente L. plantarum, L. pentosus y L. paraplantarum, lo que refleja una
composicion microbiana dominante y conservada a nivel genético entre los distintos

genotipos de cacao.

Los analisis filogenéticos confirmaron la pertenencia de los aislamientos a este grupo,
aunque se evidencié una limitada resolucion del gen 16S para diferenciar especies
estrechamente relacionadas. Estos resultados sugieren que, a lo largo del proceso
fermentativo, predomina un grupo filogenético especifico de Lactobacillus, cuya
identificacion definitiva requeriria marcadores moleculares adicionales o secuenciacion
gendmica completa para esclarecer la diversidad intraespecifica y su papel funcional en la

fermentacion del cacao.

3.2 Recomendaciones

En estudios futuros, se debera considerar la cantidad de masa de granos de cacao utilizada
en la fermentacién, ya que este factor influye directamente en el desarrollo adecuado del
proceso. En las practicas tradicionales implementadas por los productores, se emplea un
minimo de 300 kilogramos de cacao en baba dentro de cajones de madera. Esta cantidad
permite la descomposiciébn de la pulpa, la liberacibn de calor y el aumento de la
temperatura de la masa hasta rangos optimos de 45-50°C. Este incremento térmico es
esencial para la inactivacién del embrién y el inicio de las transformaciones bioquimicas
internas del grano. En la presente investigacion, la masa de granos utilizada fue inferior a
la recomendada, lo que impidié que estos procesos se desarrollaran completamente. Para
mitigar esta limitacion en futuros estudios, se recomienda controlar esta variable mediante

el uso de un horno de secado que permita realizar una fermentacién controlada.
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El andlisis de la diversidad microbiana presente en el proceso de fermentacion del cacao
es otro aspecto clave que requiere mayor profundizacién. La identificacion de todos los
microorganismos implicados, incluyendo levaduras, BAA y hongos filamentosos, permitira
comprender su funcién especifica en la transformacién del grano. Con esta informacion,
serd posible optimizar las condiciones del proceso para mejorar la calidad sensorial del
cacao fermentado, garantizando atributos de sabor y aroma adecuados para su

comercializacion.

El tipo de material utilizado para cubrir los cajones de fermentacion también debe ser
evaluado. Las hojas de platano y las bolsas plasticas, cominmente empleadas en este
proceso, aumentan la humedad de la masa de cacao, lo que favorece la proliferaciéon de
microorganismos indeseables y compromete la calidad final del producto. La
implementacion de materiales alternativos que no contribuyan a la acumulacién excesiva
de humedad permitira establecer condiciones mas favorables para el crecimiento de

microorganismos beneficiosos y el control de la fermentacion.

La incorporacion de cultivos iniciadores representa una estrategia prometedora para
mejorar la eficiencia del proceso fermentativo. La adicién de las cepas L. plantarum y
Levilactobacillus brevis, previamente aisladas e identificadas, podria contribuir a la
reduccién del tiempo de fermentacion y a la mejora de las propiedades fisicas y sensoriales
del cacao. La implementacion de esta estrategia biotecnolégica no solo favoreceria la
estandarizacién del proceso de fermentacién de cacao, sino que también fortaleceria su
competitividad en mercados especializados, asegurando un producto con atributos

uniformes y valor agregado.
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AneXxo A. Identificacion molecular de bacterias
aislamiento 1G-831 (CorpoGen 68-1)

El clasificador de RDP determin6 que se trata de una secuencia de un microorganismo
perteneciente al género Lactiplantibacillus, sin embargo, el poder de resolucion de este

clasificador no permite asignar una especie (Figura 2-10).

Figura 2-11: Resultado de la comparacién de la secuencia problema contra la base
de datos RDP.

Classifier :: Hierarchy View

Classifier: RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2,11, September 2015
Taxonomical Hierarchy: RDP 165 rRNA training setNo 18 07/2020
Query File: classifier_seq upload8914971052246965242. FASTA
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Display depth: Auo v Confidence threshold: &% v CopyNumber Adjusted: No v [Refresn]
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Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)

La comparacion con la base de datos de secuencias de 16S de RDP, utilizando la
herramienta SeqMatch (Figura 2-10) contra aislamientos cultivados, indica que la
secuencia problema ensamblada presenta una mayor homologia con secuencias de la

especie L. plantarum.
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Figura 2-12: Resultado de la comparacién de la secuencia problema contra
SegMatch- RDP
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Los resultados del andlisis taxonémico de la secuencia problema ensamblada de 1465 pb
contra la base de datos ref _seq del NCBI, indican que tiene, en promedio, un 99% de

identidad en el 99% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes

a las especies L. plantarum y Lactobacillus pentosus.

El arbol de distancias (Figura 2-12) construido a partir de las treinta secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas, disponibles en la base de datos de NCBI
RefSeq_RNA, muestra que la secuencia analizada se agrupa con secuencias del grupo L.

plantarum.

Para el caso de este aislamiento y de acuerdo con los resultados de busquedas en las
distintas bases de datos, se concluye que la muestra pertenece al grupo L. plantarum, el
cual se compone de cinco especies (Lb. plantarum (subsp. plantarum and subsp.
argentoratensis), Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. fabifermentans y Lb.
xiangfangensis), las cuales tienen un porcentaje de similitud muy alto ((199.4%) en su
secuencia de 16S haciendo imposible identificarlas de esta forma, para poder diferenciarlas

se puede utilizar la secuencia de otros genes como el dnaJ o el dnaK.
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SECUENCIA ENSAMBLADA — AISLAMIENTO 1G-831 (CorpoGen 68-1)

5 .GTTCCTAAAAGGTTACCCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGT
GACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGAT
CCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAATCC
GAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTACTCTCGCGAGTTCGCAACTCGT
TGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGAT
TTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACCAGAGTG
CCCAACTTAATGCTGGCAACTGATAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTA
ACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTATCCAT
GTCCCCGAAGGGAACGTCTAATCTCTTAGATTTGCATAGTATGTCAAGACCTG
GTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG
GGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAGCCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCG
GAATGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACT
TAGCATTCATCGTTTACGGTATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTAC
CCATACTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCAC
TGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGT
CCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCACTTCTTCGGTTGAGCCG
AAGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATA
AATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGT
TAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCAATACCTGAACAGTTACTCTCAGA
TATGTTCTTCTTTAACAACAGAGTTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACG
CGGCGTTGCTCCATCAGACTTTCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCC
TCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATTACCCTCTC
AGGTCGGCTACGTATCATTGCCATGGTGAGCCGTTACCCCACCATCTAGCTAA
TACGCCGCGGGACCATCCAAAAGTGATAGCCGAAGCCATCTTTCAAGCTCGG
ACCATGCGGTCCAAGTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAGGTGTTATC
CCCCGCTTCTGGGCAGGTTTCCCACGTGTTACTCACCAGTTCGCCACTCACTC
AAATGTAAATCATGATGCAAGCACCAATCAATACCAGAGTTCGTTCGACTTGC
ATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCTGAGCAG 3°
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AneXxo B. Identificacion molecular de bacterias
aislamiento LAGB 2 (CorpoGen 115-1) y LAGB
11 (CorpoGen 115-2)

Los resultados del andlisis taxondmico de las secuencias problema ensambladas de 1530
y 1524 pb, respectivamente, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indican que tienen,
en promedio, un 99% de identidad en el 98% de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16S pertenecientes a las especies L. plantarum, Lactobacillus pentosus y

Lactiplantibacillus paraplantarum.

Los arboles de distancia filogenética generados por la herramienta leBIBI clasifican las

muestras como pertenecientes a la especie L. plantarum Figura 2-13 y Figura 2-14.

Los arboles de distancias (Figura 2-13 y Figura 2-14), construidos a partir de las treinta
secuencias de microorganismos cultivables mas cercanas disponibles en la base de datos
de NCBI RefSeq_RNA, concluyen que las muestras analizadas se agrupan con secuencias

de la especie L. plantarum.

Para el caso de estos aislamientos y de acuerdo con los resultados de busquedas en las
distintas bases de datos, se concluye que las muestras pertenecen al grupo L. plantarum,
el cual se compone de cinco especies (Lb. plantarum (subsp. plantarum and subsp.
argentoratensis), Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. fabifermentans y Lb.
xiangfangensis), las cuales tienen un porcentaje de similitud muy alto (299.4%) en su
secuencia de 16S haciendo imposible identificarlas de esta forma, para poder

diferenciarlas se puede utilizar la secuencia de otros genes como el dnaJ o el dnakK.
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Figura 2-13: Aislamiento LAGB 2 Arbol filogenético
Lnuml.\utmtmu.\_uul.uucun-.; R URAYAARL iWITE Ol SIS ™ LA LRI WA LA SO L v
Latilactobacillus_fuchuensis KT URSO000JATECA 1 Bacili-Lactobacilles~ Lactobaciacens
Latilactobacillus_ graminis KT URSO00GH2312 1 Bacilll - Lactobacales - Lactobacillatese
Latilactobacillus_curvatus KT URSO0001401ES 1 Bacill-Lactobacilabes Lactabacilacess
Latilactobacillus_sake! subsp. sakel KT URS0000115A00 1 Bacilti- Lactobacillaes~Lactobaciiacess
Companilactobacillus musae RT urscooosicosk 1 Bacilli- Lactobacillales~ Lactobacillaceas
‘_-‘_Compamlactobacillus nantensis T ursocoosssces 1 Bacilli-Lactobacillales- Lactobacillaceae
Companilactobacillus furfuricola RT uiseworecess 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillacoae
—

Companilactobacillus versmoldensis T uxsoocorsias t Bacilli-Lactobacillales~ Lactobacillaceae
1 Companilactobacillus versmoldensis RT usseoocais?ee 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Companilactobacillus allii RT urseecoanzsos 1 Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceae

Companilactobacillus_tucceti RT vrs00021A306 1 Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceae
437 . Lactobacillus terrae T urscocochsrs2 1 Bacilli~LactobacillalesLactobaciliacoae

Companilactobacillus ginsenosidimutans RT ursooo01AsFa7 1 Bacilli-Lactobacillales~Lactobacillace

Companilactobacillus metriopterae T urscooconzEze t Bacilli~Lactobacillales~Lactobac

Companilactobacillus allii RT urssocon77r8a 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
= Lactiplantibacillus paraplantarum ®7r UR FEX! Bacilli~ Lactobacillales~ Lactobacillacess

Lactiplantibacillu NGENsIS T URSO0D0EZFOEY + Bacilli-Lactoba

us herbarum rri

s fabifermentans 87 URSO0000DRAFY + Bacilli~Lactohaciilales ~Lactoba
iplantibacillus fabifermentans xr URS JF4PR3

ipiantibacillus daowaiensis T URS0000E3485F 1 Bacilli~Lactobs

Lactiplantibacillus mudanjiangensis &T URS000021ADFB 1 Bacilli~ Lactobacillale
Lactiplantibacillus dongliensis 7
Lactiplantibacillus songbeiensis T URS0000E4425E 1+ Bacilli~Lactobacillale

tiplantibacillus xiangfangensis /T URSDO00

Lactobacil
731 actipl
QRY 115-1
Lactiplantibacillus pentosus RT URS00002CB126 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
. Lactiplantibacillus argentoratensis RT URS0000469868 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum rT URS0000368406 : Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
ke Lactiplantibacillus plantarum rRT URS00001981FE @ Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum rT URS00002FD64E 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
Lactiplantibacillus plantarum RT URS00001DF200 + Bacilli~ Lactobacillales~ Lactobacillaceae ®
b Lactiplantibacillus plantarum RT URS000018528E + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum rT URS000017983¢C 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
L Lactiplantibacillus_plantarum T URS000016FBC0 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae

Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)
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Figura 2-14: Aislamiento LAGB 2 Arbol filogenético

Paucilactobacillus_vaccinostercus T URS000060962T 1 Sacilli- Lactobacillales ~ Lactobaciliacess
Paucilactobacillus_vaccinostercus KT URSO00ICSCID | Racll~ LactodaciBales~ Lactobaciiiacess

Paucilactobacillus vaccinostercus KT URSO00O4TECSS 1 Bactli- Lactobaciliales - Lactobaciiacons

Companilactobacillus_musae RT URSO000BICOEE 1 Bacilli~ Lactobaciliales - Lactobaciliscess
Companilactobacillus_nantensis T URSIOOBESCEF ! Bacilli-Lactobacilldet - Lactobsciiacoss
Lactobacillus_terrae T URSOOOOCBE?S2 1 Bacilli-Lactobaciliales - Lactobacacnse

Companilactobacillus metriopterae T URSO0CODDIEZE 1 Bacilli-Lactobaciliales~Lactobacillacess
Companilactobacillus furfuricols KT URSOO0OTACEG T Racilli~ Lactobaciliales~Lactobacillacess
Companilactobacillus_ginsenosidimutans KT URSOO00IAFFS?Y 1 Bacllli- Lactobacillales - Lactobaciliacons
Companilactobacillus_versmoldensis T UKSO000L25IAL 1 Bacilli-Lactobaciliales - Lactobiciiacess
Companilactobacillus_versmoldensis &7 URS00008357E2 1 Bacilli~Lactobacillales - Lactadaciliacess
Companilactobacillus_tuccet! ir URSO02IAIDG 1 Bacilh - Lactobacilales~Lactobaciilacese
Companilactobacillus_insicli Ry URSOO00SEDCAS 1 Bacis~ Lactsdaciales- Lactobacillacese
I—E Companilactobacillus_allli kT URSO000ADZBDS 1 Bactli- LactobaciBales - Lactobaciliacesn

Companilactobacillus_allii /T URS0000077PIA 1 Sacili~Lactobacillales- Lactobaciliacnse
Lactiplantibacillus_herbarum k¥ URSO00088655D 1 Bacilli-Lactobacillalet~ Lactobacillcese

Lactiplantibacillus_pingfangensis T URSO000E2FOES 1 Bacili- Lactobacillales - Lactobaciliacees
Lactiplantibacillus_nangangensis v URSOO00ESAIEE 1 Bactli-Lactobaciliabes~Lactobacillacess
Lactiplantibacillus_daoliensis T URSOO0OEASERD | Bacili- Lactodacillabes - Lactobaclscmas
Lactiplantibacillus paraplantarum RT ursoooozixast 1+ Bacilli- Lactobacillalos~Lactobacillaceae
QRY 115-2

Lactiplantibacillus pentosus &7 URS00002CB126 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®

Lactiplantibacillus argentoratensis RT URS0000469868 1 Bacilli~ Lactobacillales~Lactobacillaceae

Lactiplantibacillus plantarum RT URS0000368406 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
2Lactiplantibacillus plantarum RT URS00001DF20D + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
Lactiplantibacillus plantarum RT URS00001981FE 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum RT URS000018528€ 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum RT URS00002FD64E 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum T URS000016FBCO 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum RT URS0000179B3C 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae

\ "
[.:xYl;r..n!.!", iformontan

o

HBA OCLLACER

ulus rabiler

s daowaie

lus modestisalitolerans

Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)
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5 ATGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAC
TCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAAC
TGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGA
AACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAG
ATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTG
RGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCG
GCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAG
GGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAA
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGT
AACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCG
TAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAAC
CGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGG
AACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC
GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGT
GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCC
TGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCCGC
ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCA
GGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACAT
GGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGC
ACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTAC
AACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
CGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGNTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAA
CCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCTACAGAGGGGGC
CCCCCAAAAAGGGGG 3



Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del

departamento del Huila

112

5 GTTTGATTCCATGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG
TCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTG
AGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGAT
AACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCC
GAGTTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTA
GCTAGATGGTGRGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGA
GAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCG
CGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACAT
ATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCT
AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAT
TTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCT
TCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGA
GGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG
TATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGA
ATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAA
CCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTC
GGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTA
AGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATG
GATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCAT
TCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGNTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGANGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACC
TTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAC
AGGGGG 3°
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Anexo C. Identificacion molecular de bacterias
aislamientos F004 (CorpoGen 25-1) y R-002
(CorpoGen 25-2)

Los resultados del andlisis taxondmico de las secuencias problema ensambladas de 1511
y 1543 pb, respectivamente, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indican que tienen,
en promedio, un 99% de identidad en el 98% de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16S pertenecientes a las especies L. plantarum, Lactobacillus pentosus y

Lactiplantibacillus paraplantarum.

El arbol de distancias filogenéticas generado por la herramienta leBIBI clasifica las
muestras como perteneciente a la especie L. plantarum (Figuras 2-17 y 2-18). Los arboles
de distancias (Figuras 2-17 y 2-18), construidos a partir de las treinta secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas disponibles en la base de datos de NCBI
RefSeq_RNA, concluyen que las muestras analizadas se agrupan con secuencias del

Grupo Pseudomonas fluorescens.

Para el caso de estos aislamientos y de acuerdo con los resultados de busquedas en las
distintas bases de datos, se concluye que las muestras pertenecen al grupo L. plantarum,
el cual se compone de cinco especies (Lb. plantarum (subsp. plantarum and subsp.
argentoratensis), Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. fabifermentans y Lb.
xiangfangensis), las cuales tienen un porcentaje de similitud muy alto (299.4%) en su
secuencia de 16S haciendo imposible identificarlas de esta forma, para poder

diferenciarlas se puede utilizar la secuencia de otros genes como el dnaJ o el dnakK.
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Figura 2-15: Arbol filogenético FO04

Companilactobacillus_musae KT URSI000SICOGE 1 Becili- Lactebacilaies- LictodaciBaceie

Companilactobacillus_nantensis T US0000MECEF 1 Bacti~ Lactsbaciliden - Laciobaciincens
Lactobacilius terrae T URSOO0OCHETSY 1 Bacili-Lacssbaciiabo- Lacicbactiacose
*Compmﬂattobacxllus_mﬂnop(nmc T URSOOOOOOJIZY 1 Bacll- Lactobacilinles - Lacsabacilincnse
Companilactobacillus tucoeti Ky URSKOOAIDS 1 Bacll~Lactsbaclibes Lactobactiacnss
Companilactobacillus_insichi kT URSOO0IEDCE 1 Bactll~Lactshaciiais- Lactsbacillacnse
e Companilactobacillus_allil kT URSOO0ODTTFM | Bacii-LactobeciBudes Lacssbaciinonss

Companilsctobacillus_furfurioola KT URS:000CESS 1 Rueilli- Lacssbacillales - Lactobacilisonse
Companilactobaciilus_ginsenosidimutans kT URSCOIAFFE? 1 Bacii- LactobaciBales - LactsbacBacess
Companilactobacillus versmoldensis 1 URSOMOIIAL | Back-Lactbacies - Licisbucliscme
Companilactobacillus versmoldensis kT URSOO00KISTRY 1 Buclli-Lacssbacilales - Lactsbaciliacese
Lactiplantibacillus_fabifermentans mr URSO000DBAPS 1 Bacilli-Lactobacales - Lactsbacibicase

Lactiplantibacillus fabifermentans KT URSOO00OFAFES 1 Bacili- Lactodacinles- Lactobaciiacnss

Lactiplantibacillus paraplantarum RT ukssooxiser 1 Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceas
Lactiplantibacillus_herbarum RT unsacoossssso 1 Bacilli~Lactobacillales- Lactodacillacese
Lact:plannbacﬂms _pingfangensis T ursoooce2roes 1 Bacilli~ Lactobacillalos~ Lactobacillaceas

"% Lactiplantibacillus nangangensis T uasoocosssie 1 Bacilli-Lactobacillales~Lactobacillaceae

« Lactiplantibacillus daoliensis T uxsocoosesuan 1 Bacilli~Lactobacillalos- Lactobaciliaceae
Lactiplantibacillus daowaiensis T ursoosesss + Bacilli-Lactobaciliales - Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus mudanjiangensis RT ukssooc21AD#s 1 Bacilli-Lactobacdllalos~Lactobaciliaceae
Lactiplantibacillus dongliensis T uxsososaecs: 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus songbedensis T vssooooges2ss + Bacili- Lactobacillalos~ Lactobacillacese
Lactiplantibacillus xiangfangensts RT ursoocotaiss: 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacilisonae
Lactobacillus garil T uisocoognsas ¢ Bacilli-Lactobacillales - Lactobacillaceae

Lacﬁphnubadﬂusplapmmnmmmvw Lactobacillales~Lactobacillscese
- Lacuplanm:ﬂms modesﬁsa!mlemnsmtmm Bacilli-Lactobacillales~ Lactobacillacese
Nantibacillus plantarum RT URSK 18E 1 Bacilll ~ Lactobacillales~ Lactobacillaceas

vpx'

..'.:l; m'!n {llus pentosus BT VRSO0 % 1 Bacilli-1
. X

N " ri ) T el act !
LAy 'Iiu IS IR uanianrum RT UR OSOAAM DAL~ Lactobaciliales - La )

osns Lot

plan

{llus argentoratensis RT URSOO004EA0

La 0‘..,i wntib

llus plantarum 0001 6FE Lactol

1[. T L A
lacﬁplanubadllus planlamm RT URSO0002FDGAE 1 Bacxm~uctobnollales~uctnbacﬂlmae .
QRY 'QUERY 25-1

Lactiplantibacmus plantarum /7 URS000017983¢ + Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceae *
Lactiplantibacillus_plantarum RT URS00001DF20D + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae

Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)
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Figura 2-16: Arbol filogenético R-002

‘— Companilactobaclllus_miusae KT URSCOMBICOSE | Bacill-LacssdiciBuios- Lactsbactinioss
Companilactobacillus_nantensis T URSH0OMBCEF 1 Bacli-Luctobacilales - Lachbaciliacene
. Lactobacillus_terrae TURSONOCEETS] 1 Bacl-Lactobecaies - Lactcbacdiacsse

Companilactobacillus_metriopterse T URSHOODOIEIE 1 Bacli-Lacsabectiales - Lactibacliacess

Companilactobacillus tucoeti &7 URSO00IIANS 1 Bacill-Lactrbacllbes - Lactobacdlacass
Companilectobacilius alltl KT URSO0OADCED) 1 Bactti-Lactobacliaim-Lactobactinonme
Companilactobacillus_allii kT UISo0000TTFM 1 Raci~Lactobacaiin - Lactzbaciiacese

Companilactobacillus ginsenosidimutans KT URSIO0LAFFS? 1 Bacil-Lactobaciaien - Lactobactllacnme

l){ Companilactobacillus_furfuricola ar URS000074CESA 1 Bacili~Lactobaciisbes - Lactobacilacess

Companilactobecilius versmoldensts T URSIOOIEIAL | Bacli-Lacsabucillabe ~Lactsbaciicoss
Companilactobacillas_versmoldensts X7 URSI0OKISTEZ 1 Bacli - Lactebaclisles -Lactobacilacoss
Lactiplantibacillus_pingfangensis r URSO000B2FOES 1 Bacill - Lactobackinies- Lactobacillacess
k’wrtmub\'.;ﬂgs_maquq«nm TURSIOGEMIEE ¢ Baciti- Lactobactinles - Lactodactiacess
Lactiplantibacillus daobiensis T URSO00OECHED ! Bacli-Lactobactiales- Lactobaclacese

Lactiplantibacillus paraplantarum RT vasecoozysssr 1 Bacilli-Lactobacillales~ Lactobacillaceae

[}

—

Lactiplantibacillus pentosus &T URS00002CB126 1 Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus plantarum &7 URS0000368406 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
= Lactiplantibacillus argentoratensis RT URsooco469868 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobactilaceae
Lactiplantibacillus plantarum &t URS00001981FE 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
p & Lactiplantibacillus plantarum & URS000017983C + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Lactiplantibacillus plantarum T URS000016F8C0 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae
- QRY QUERY 252
Lactiplantibacillus plantarum &7 URS00002FDE4E + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
Lactiplantibacillus plantarum &7 URS000010¥200 + Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
Lactiplantibacillus plantarum Rt URS000018528¢ + Bacilli~Lactobacillales~ Lactobacillaceae
[r—— PeAI0COCCUS_dAMOOSUS KT URSI000IIFFD 1 Bacill- Lactsdaciliaies - Lactsbaciucese

Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)
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5 ATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAA
CTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAA
CTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGG
AAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA
GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGT
GGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAG
TAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCA
ACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGT
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAA
GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGLCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGAC
ATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGT
ACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAG
TTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTTAGGAA
CCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCTACAGAGG 3°
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5 ATKGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAA
CTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAA
CTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGG
AAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA
GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGT
GGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA
AGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAG
TAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCA
ACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGT
GGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG
GCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGT
AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAA
GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAC
CAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGAC
ATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGG
TTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGG
GCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGT
ACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAG
TTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCG
CGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGGTAACCTTTTAGGA
ACCAGCCGCCTAAGGWGGGACCGATGATTACGGTGAAAGTCTTAACTACGTA
ATCGGTAAACCCGTACGTCACTAACCC 3°
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Anexo D. Identificacion molecular de
bacterias aislamiento GG (CorpoGen 52-1)

Los resultados del analisis taxondmico de la secuencia problema ensamblada de
1494 pb, respectivamente, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indica que
tiene un 99% de identidad en el 99% de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16S pertenecientes a las especies LevilLevilactobacillus brevis,
Levilactobacillus suantsaiihabitans y Levilactobacillus tujiorum.

El &rbol de distancias filogenéticas generado por la herramienta leBIBI clasifica la muestra

como perteneciente a la especie LeviLevilactobacillus brevis (Figura 2-21).

El arbol de distancias (Figura 2-21), construido a partir de las treinta secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas disponibles en la base de datos de NCBI
RefSeq_RNA, concluye que la muestra analizada se agrupa con secuencias de la especie

LevilLevilactobacillus brevis.

Para el caso de este aislamiento y de acuerdo con los resultados de busquedas en las
distintas bases de datos, se concluye que la muestra pertenece a la especie

LeviLevilactobacillus brevis.
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Figura 2-17: Fragmento del &rbol de distancias filogenéticas generado por la herramienta
leBIBI GG

T ————_T TR W W W Wy T T m——— ~

Lewvilactobacilius_suanisan RC GCF_014068315 1 Baci-Laciodaciaies-Lackbackaceae
Levilactobaciius_namurensis TES GCF_001434785 1 Bacii-Laciobaciiaies-Lackbacllaceds
l— Levilactobacilius_namureénsis RTU OCF_007992015 1 Bacl-Lackobaciiues-Lackobaciacede
Leviactobaciius_aciddannae RTES GCF 001434835 1 Bacl-Lactobaciales~Lacikobaclacese
Levilactobacillus_aciddannan Tu GCF_007991975 1 Bacll-Lactobeciaies-Lackbacilacess
Lewiiactobacilius_Zymae TES GCF 001434115 ¢ Bacii-Lactotaciales-Lackboclacess
Levilactobacilius_zymae TU GOF_007931995 1 Bacii-Lactobaciaies~L aciodaciacede
Levilactobacillus_Zymae RS GCF_006295345 1 Bacii-Lackobaclaes-L acietaciacese
Levilactobacillus_senmaizukel RTU 6cr_oo15e2085 1 Bacili~Lactobacilales~Lactobacilaceas
Levilactobacillus_tujiorum RU 6cr_022609905 1 Bacli-Lactobacilales~Lactodacliaceae
Levilactobacillus_angrenensis RTU GCF_003946085 1 Bacill~Lactobaciiales~Lactobacllaceae
QRY_52-1_1494BP
Levilactobacillus_brevis TeS GCF_000459355 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Levilactobacillus_brevis TS GCF_001433855 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Levilactobacillus_brevis RC GCF_003813165 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
— Levilactobacillus_brevis Tc GoF_e0o47562 1 Bacili-Lactobacillaes~Lactobacilaceae ®
Levilactobacilius_fuyuanensis RTU GCF_000945395 1 Bacii-Lactobaciales-Lactodactiacese
Levilactobaciius_tangyuanensis RTU GCF_000546545 1 Baci-Laciobaciaies-Lackdaclacese
7 Levilactobaciius_parabrevis RTEU GCF_001434055 1 Bacil-Laciobacitales~Laciotacilacese
Leviiactobaciius_parabrovis TS 0CF_001437515 1 Baol-Lackooaciaies-Lackdaciacese
Leviiactobaciius_tonguangensis RTU GCF_003545345 1 Bacl-Lactodackales-Laciobaclaceae
Leviiactobacilius_yonginensis RTU GCF_003945265 1 Bacli-Lackdacitales-Lackdacliacese
Lewilactobaciius_andaensis RTU OCF_016251665 1 Bacli-Lacikobaciales-Laciodaciiacese
Levilaciobacilius_KOreensts TES GCF_001435525 1 Baci-Laciobacliaies-Laciodaciiacese
Leviactobacilius_koreensis RC GCF_0010504)5 1 Bacli-Laciobacitaies-Lacicbaciiaceae
Levilactobacillus_fujinensis RTU GCF_003945335 1 Bacit-Laciobaciaies-Lactobaciiacess
Leviiactobacilus_lanoensts RTU GCF_016851655 1 Bacl-Laciobaciales-Laciobaciacese
Levilactobacilius_Corevisiae RTU GCF_003345245 1 Baci-Lactodaciuies-Lackodaciacese
Lewlactobacilius_muiengensis RTU GOF 000945045 1 Bacli-Lackebaclales-Lacideclaceae
Levilactobaciius_wangkuiensis RU GCF_016851585 1 Baci-Lactobaciaes-Laciobacliacese

Fuente: -Fig-Ura elaborada por el autor (2025)
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AISLAMIENTO GE (CorpoGen 52-2)

Los resultados del analisis taxondmico de la secuencia problema ensamblada de
1538 pb, respectivamente, contra la base de datos ref_seq del NCBI, indica que
tiene un 99% de identidad en el 98% de su longitud, con secuencias del gen
ribosomal 16S pertenecientes a las especies L. plantarum, Lactobacillus pentosus

y Lactiplantibacillus paraplantarum.

El &rbol de distancias filogenéticas generado por la herramienta leBIBI clasifica la muestra

como perteneciente a la especie L. plantarum (Figura 2-23).

El arbol de distancias (Figura 2-23), construido a partir de las treinta secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas disponibles en la base de datos de NCBI
RefSeq_RNA, concluye que la muestra analizada se agrupa con secuencias del Grupo L.

plantarum.

Para el caso de este aislamiento y de acuerdo con los resultados de busquedas en
las distintas bases de datos, se concluye que la muestra pertenece al grupo L.
plantarum, el cual se compone de cinco especies (Lb. plantarum (subsp. plantarum
and subsp. argentoratensis), Lb. paraplantarum, Lb. pentosus, Lb. fabifermentans
y Lb. xiangfangensis), las cuales tienen un porcentaje de similitud muy alto (99.4%)
en su secuencia de 16S haciendo imposible identificarlas de esta forma, para poder
diferenciarlas se puede utilizar la secuencia de otros genes como el dnaJ o el dnaK

o la secuencia completa del genoma.
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Figura 2-18: Fragmento del arbol de distancias filogenéticas generado por la herramienta

leBIBI GE

‘% Lactiplantibacilius_daolensis RTU GCF_005404008 1 Bacli-Laciodaciales-Laciodacliacese
Lactiplanbbacilius_brownii RTU GCF_03108537% 1 Bacl-Lackacitales-L actcoacitacese
! Lactiplantbacilius_paraplantarum 1C GCF_000641145 1 Bacii-Lacibaciales-Lacobeciacess
Lactiplantbaciius_parapiantarum Tu GCF_007991915 1 Baci-Laciobaciiales~Laciodacliacese
Lactiplanbbacilius_paraplantarnum RC GCF_029025825 1 Bacii-Laciobaciiales-Lactobocliaceas
O%%' Lactobacillus_japonicus U 6ca_007sess2s 1 Bacili-Lactobacillales-Lactobacilaceae
Lactipiantibacillus_argentoratensis TU ocr_oomwe1s¢5 1 Bacili~Lactobacilales~Lactobaciiaceae
Lactiplantibacillus_argentoratensis RC ocr_017200085.1 Bacil~Lactobacilales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus_argentoratensis TEC acr_00s41165 1 Bacili-Lactobacilales~Lactobacilaceae
Lactiplantibacillus plantarum RC GCF_009913555 1 Baaili~Lactobaciliales~Lactobacillaceae
03 |actiplantibacillus_pentosus 1S GCF_001433755 1 Baclk-Lactobacillalos~Lactobacilaceae
Lactiptantibacillus pentosus RTEC GCF_0036841185 1 Bacili~Lactobacillales~Lactobacill
Lactipiantibacillus _pentosus TS GCF_004354635 1 Bacilli~Lactobaciisles-Laclobacliacose
Lactiplantibacillus_penlosus TU GCF_0079918a8 {
QRY_52-2_15388P
Lactiplantibacillus_plantarum TeS GCF_000143745 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Lactiplantibacillus_plantarum 7s GCF_001434175 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae ®
Lactiplantibacillus_plantarum Tu GCF_007989145 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Lactiplantibacillus_plantarum TC GCF_014131735 1 Bacilli~Lactobacillales~Lactobacillaceae *
Lactiplantibacillus_fabifermentans TES 6cr_000e5¢955 2 Bacili~Lactobaciiales~Lactodacillaceae
Lactiplantibacillus_fabifermentans RES 6cr_owssseas 1 Bacilk-Lactobacillales~Lactobacllaceae
Lactipiantibacillus_daowalensis RTU Gcr_00se050es 1 Bacili~Lactobacilales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus_mudanjiangensis RTU acr_o0ss05315 1 Bacli~Lactobaciales~Lactobacliaceae
‘_‘1 Lactiplantibacillus_dongliensis RTU acr_005405108 1 Bacili-Lactobacillales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacilius_songbelensis RTU 6cr_005405125 1 Bacili~Lactobacillales~Lactobacilaceae
Lactipiantibacillus_garii RTES acr_002685105 1 Bacil-Lactobacilales-Lactobaciiaceae
Lactiplantibacillus_carotarum RTC 6cr_s47539765 1 Bacili~Lactobacilales~Lactobacliaceae
Lactipiantibacillus_xiangfangensis RTES Gcr_0o1438845 1 Baclli-~Lactobacilales~Lactobaciiaceae
Lactiplantibacilius_paraxiangfangensis RTS ocr_0362¢5185 1 Baclli~Lactobacilales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacillus_modestisalitolerans RTU ocs_o0s405425 1 Bacili~Lactobacllales~Lactobacillaceae
Lactiplantibacilius_piajomi RTS ocr_ooss0s40s 1 Bacli-Lactobaciiales~Lactobaciiaceae
Fuente: Figura elaborada por el autor (2025)

1 Bacilk~Lactobaciiakes




Caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de cepas de
bacterias &cido-lacticas del género Lactobacillus aisladas a partir de la
122 i .
fermentacion del mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) al norte del
departamento del Huila

SECUENCIA ENSAMBLADA - AISLAMIENTO GG

5 GCTCAGGACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGCTT
CCGTTGAATGACGTGCTTGCACTGATTTTAACAATGAAGCGAGTGGCGAACTG
GTGAGTAACACGTGGGAAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGGAAAC
AGGTGCTAATACCGTATAACAACAAAATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTG
GCTTCGGCTATCACTTCTGGATGATCCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGG
TAAAGGCCCACCAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCC
ACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA
ATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAA
GGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTAAC
TGTTCAAGGGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACC
GGAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGA
ACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG
AAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGC
GAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT
GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGC
CTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACC
AGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATAAGACGTTCCCTTCGGGGACA
GAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGT
TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGG
CACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTA
CAACGAGTTGCGAAGTCGTGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGT
TCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGC
GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT
CACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGT
CAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGTGA 3
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5 . TTTAGAGTTTGGATCMTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACA
TGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTT
GAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGG
GGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCAT
GGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGC
GTATTAGCTAGATGGTGGGGTAAYGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCG
ACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTA
CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCA
ACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGA
AGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGC
CACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGT
GAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGT
GCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAT
GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAG
GCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCG
TAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTA
ACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAG
GAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCT
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGAGATTAGA
CGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTT
GCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACG
TGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCT
CTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTG
GGGTAACCTTTTAGGAACCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGA
AGTCGTAACAGGGTAAACCGTAAA 3
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