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Resumen general VII 

 

Resumen general 

 

El cacao colombiano es reconocido por los mercados internacionales como fino y de 

aroma, característica que ha incrementado su valor comercial. Por tal razón, el cultivo de 

cacao se ha convertido en una opción cada vez más atractiva para los agricultores y de 

mayor importancia económica para el país. Sin embargo, en algunas zonas cacaoteras de 

Colombia se superan los límites de cadmio establecidos en el reglamento de la Unión 

Europea impactando de manera negativa las exportaciones. Aunque existen diferentes 

metodologías para la extracción de metales pesados, la mayoría no son compatibles con 

el sistema de producción de cacao o son altamente costosas. En respuesta a esta 

problemática, en esta investigación se evaluó la capacidad de inóculos microbianos para 

disminuir el contenido de cadmio en los granos de cacao durante el proceso de 

fermentación. Para tal fin, se aislaron microorganismos del proceso fermentativo y se 

seleccionaron dos cepas de bacterias y una de levadura con capacidad para disminuir el 

contenido de cadmio en medio acuoso (10 mg Cd+2/L) a diferentes valores de pH inicial 

(3,5; 4,5 y 5,5). Las cepas seleccionadas fueron evaluadas de manera individual y en 

combinación durante el proceso de fermentación de cacao bajo condiciones de campo. 

Además, se definieron condiciones apropiadas para el crecimiento de uno de los 

microorganismos seleccionados. Estas condiciones incluyeron el diseño de un medio de 

cultivo de bajo costo y la definición de parámetros de operación adecuados (pH y 

temperatura) para la producción de biomasa a través de diseños factoriales fraccionados. 

La cepa Bacillus subtilis M21HB (46,23 mg Cd+2/gBS), tanto de manera individual como 

en cultivo mixto con Bacillus megaterium M17HB (50,18 mg Cd+2/gBS) a pH 4,5, demostró 

la máxima capacidad para secuestrar cadmio. Además, se observó que a este pH se 

favorece la captura del metal tanto para las cepas individuales como para aquellas en 

cultivo mixto. Sin embargo, los microrganismos seleccionados en las pruebas a nivel in 

vitro, al ser inoculados en el grano durante el proceso de fermentación bajo condiciones 



 

de campo, no disminuyeron la concentración de cadmio en el grano. Aunque los 

microorganismos obtenidos e identificados en este trabajo demostraron ser 

potencialmente útiles para la biorremediación de metales pesados, es necesario realizar 

estudios posteriores que permitan definir condiciones adecuadas para su implementación 

durante el proceso de fermentación de cacao. 

 

Palabras clave: Theobroma cacao, microorganismos, cadmio, cacaos especiales, 

fermentación de cacao.  

  



Evaluation of microbial inoculms in the fermentation process 

of special cocoas to mitigate the cadmium content in the 

beans. 

 

Abstract 

 

Colombian cocoa is recognized by international markets as fine-flavor-cocoa. This 

characteristic increases its commercial value and makes cocoa cultivation an important 

economic alternative for farmers and the country. However, in some cocoa-growing areas 

of Colombia, high levels of cadmium (Cd+2) exceed the limits established by European 

Union regulations, negatively impacting exports. Although there are different 

methodologies to extract heavy metals in foods, these are very expensive or incompatible 

with the cocoa production system. In response, this research evaluated the bioremediation 

capacity of microbial to mitigate cadmium content in cocoa beans during fermentation 

process. First, microorganisms involved in cocoa fermentation process were isolated. The 

capacity to reduce cadmium content in liquid medium (10 mg Cd+2/L) was evaluated and 

two bacterial and one yeast strains were selected. The selected strains were evaluated 

individually and in consortium under field conditions at a scale of 100 kg. In addition, the 

appropriate conditions for the in vitro production of biomass (culture medium, pH and T) of 

one of the selected microorganisms were defined by using fractional factorial designs. The 

strain Bacillus subtilis M21HB (46.23 mg Cd+2/gBS) inoculated individually, or in mixed 

culture with Bacillus megaterium M17HB (50.18 mg Cd+2/gBS), exhibited the maximum 

capacity to sequester cadmium in the liquid medium at pH 4.5. In addition, it was observed 

that at this pH the capture of the metal is favored both for individual strains and for those 

in mixed culture. However, these strains did not have the capacity to decrease cadmium 

levels in cocoa beans during the fermentation process. Although the microorganisms 

obtained and identified in this work proved to be potentially useful for the bioremediation of 

heavy metals, it is necessary to carry out subsequent studies to define suitable conditions 

for their implementation. 

 

Keywords: Theobroma cacao, microorganisms, cadmium, special cocoa, cocoa 

fermentation. 
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Introducción 

El cacao (Theobroma cacao) es uno de los productos agrícolas de mayor importancia a 

nivel mundial en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica con una producción de 

4,8 millones de toneladas anuales (11 billones de dólares) (ICCO, 2022). Dentro del 

portafolio de productos derivados del cacao se incluyen desde el mismo cacao en grano, 

hasta sólidos de cacao como la manteca, el licor y la cocoa; y productos finales como el 

chocolate de mesa, golosinas y bombonería (Ho et al., 2014). Aunque el cacao es originario 

de la cuenca amazónica, en África se produce más del 74% (3.594.000 toneladas) del 

cacao mundial. Por su parte, América y Asia, aportan el 20 y el 6%, respectivamente 

(ICCO, 2022). Sin embargo, solo el 5% del cacao producido en el planeta es clasificado 

como fino y de aroma, siendo el más apetecido en el mercado internacional por sus altas 

cualidades organolépticas. En este sentido, América Latina y el Caribe tienen una ventaja 

comparativa y competitiva respecto a África y Asia, por producir casi la totalidad del cacao 

fino y de aroma ofertado a nivel mundial. De hecho, en países como Bolivia, Colombia, 

Costa Rica, México, Nicaragua y Venezuela, más del 95% del cacao exportado se clasifica 

bajo esta denominación (Arvelo et al., 2016). 

 

El cacao en Colombia ha adquirido gran importancia en los últimos años, convirtiéndose 

en uno de los productos agrícolas priorizados por el Plan Nacional de Desarrollo 2022 – 

2026 y el Plan de Ordenamiento Productivo (MADR, 2023). Gracias a la calidad de los 

genotipos cultivados en Colombia, éste es reconocido como fino y de aroma en los 

mercados internacionales (ICCO, 2020). Por lo anterior, se ha incentivado no solo el 

aumento en las áreas sembradas, sino también en la producción y en las exportaciones 

de grano seco y sus derivados. Uno de los principales retos que afronta la cacaocultura 

colombiana para lograr altos niveles y mejores precios de exportación es el cumplimiento 

de la normatividad establecida por la Unión Europea en cuanto a los niveles permisibles 

de cadmio en algunos alimentos. El Reglamento 1881 de 2006 de la Unión Europea 
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(modificado con el decreto No.488/2014) (UE, 2014) regula estrictamente los contenidos 

de este metal en los productos derivados del cacao. Las mediciones de cadmio en grano 

en algunas regiones del país indican que en varias zonas productoras sobrepasan los 

niveles permisibles exigidos por el mercado mundial (0,1 mg/kg – 0,8 mg/kg), generando 

así un impacto negativo sobre las exportaciones al continente europeo, principal 

comprador mundial de cacao, lo que se traduce en preocupantes repercusiones 

económicas y sociales si se tiene en cuenta que la producción de cacao proviene 

principalmente de pequeños productores con mínimos ingresos (Meter et al., 2019). 

 

El cadmio es un metal pesado tóxico, que se encuentra de manera natural en la corteza 

terrestre en forma de minerales. Su presencia en el suelo depende de diferentes factores, 

tales como: la meteorización de las rocas, la actividad volcánica, los incendios forestales, 

la erosión, los bajos niveles de zinc, las actividades mineras e industriales, propiedades 

fisicoquímicas del suelo (textura, pH, composición de materia orgánica) y la contaminación 

por uso de agroquímicos o agua de riego con alto contenido de cadmio. Este metal, puede 

ser absorbido por las plantas y posteriormente ser ingerido por el ser humano, 

convirtiéndose en un riesgo para su salud (Hamid et al., 2019). La planta de cacao tiene 

una afinidad natural por el cadmio y por lo tanto una alta capacidad para mover este metal 

pesado desde el suelo hasta sus diferentes órganos, entre ellos el fruto y las semillas. 

Como las semillas de cacao son procesadas a través de procesos de poscosecha 

(fermentación y secado), y se utilizan como materia prima para la producción del 

chocolates que finalmente son consumidos por el hombre, el cadmio absorbido representa 

un alto riesgo para la salud humana (Vanderschueren et al., 2021). 

 

Existen métodos convencionales para eliminar metales pesados, tales como precipitación 

química, filtración por membrana, intercambio iónico, tratamiento electroquímico, 

adsorción sobre carbón activado, entre otros. Sin embargo, muchas de estas tecnologías 

no son compatibles con la producción de cacao en grano o pueden ser ineficientes y de 

alto costo de operación (Kapahi & Sachdeva, Kure et al., 2018; 2019; Singh & Gupta, 

2016). Consecuentemente, en algunos países de América Latina y el Caribe se han 

realizado estudios enfocados a la investigación del comportamiento del cadmio en el cultivo 

de cacao (Chavez et al., 2015; Gramlich et al., 2017; Gramlich et al., 2018; Ramtahal et 

al., 2016) y la medición del contenido de este metal en diferentes órganos de la planta y 

en suelos cultivados (Arévalo-gardini et al., 2017; Argüello et al., 2019; Barraza et al., 2021; 
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Gil et al., 2022; Tantalean & Huauya, 2017). Además, se han evaluado diferentes 

estrategias para disminuir la absorción por parte de la planta y durante el proceso de 

poscosecha, basadas principalmente en la aplicación de enmiendas al suelo y 

biorremediación mediada por microorganismos (Canchignia et al., 2021; Ramtahal et al., 

2012; Revoredo & Hurtado, 2017;Zug et al., 2019; Ramtahal et al., 2019) (Cedeño et al., 

2020; Morales-Rodríguez et al., 2022). 

 

En Colombia, la mitigación de cadmio ha sido abordada por algunos organismos de 

investigación y del sector privado, a través de estudios con diferentes enfoques tales como: 

evaluación de fuentes antropogénicas y geogénicas (Albarracín, 2017; Bravo et al., 2014; 

Rodriguez-Sánchez et al., 2019), enmiendas para la inmovilización del metal en el suelo 

(fertilizantes químicos enriquecidos con zinc y abonos orgánicos) (Chica & Lopez, 2020;  

Vanderschueren & Pulleman, 2021), medición de cadmio en suelo y en tejidos de la planta 

(Bravo et al., 2021; Bravo & Benavides-Erazo, 2020; Rodríguez-Albarracín et al., 2019), 

fitorremediación (Casteblanco, 2018), evaluación de bacterias tolerantes (Ayubb et al., 

2017; Bravo et al., 2018; Cáceres & Torres, 2017; Córdoba-Novoa et al., 2021; Quiroga-

Mateus et al., 2022), uso de micorrizas para su inmovilización (Fernández- Lizarazo, 2018; 

Pérez-Moncada et al., 2019) y reducción en granos de cacao mediante estrategias de 

nanotecnología y biotecnología (Meter et al., 2019). 

 

Específicamente, los procesos mediados por microorganismos como la biorremediación 

tienen lugar en los ecosistemas a través de una fuerte interacción entre las fuentes de 

metales pesados y los microorganismos nativos de estos ambientes. Los microorganismos 

han desarrollado mecanismos de resistencia únicos que les permiten sobrevivir y, en 

algunos casos, formar complejos o atrapar fuertemente los metales pesados, 

disminuyendo su concentración en determinados entornos (Monachese et al., 2012a), 

mediante diferentes procesos como la biosorción, bioacumulación, biotransformación, 

biomineralización y biodegradación (Zhang et al., 2020). Los organismos con esta 

capacidad pertenecen a varios grupos de bacterias, hongos, levaduras, cianobacterias y 

algas (Delangiz et al., 2020; Kapahi & Sachdeva, 2019). Este mecanismo de 

biorremediación a partir de biomasa microbiana se convierte en una alternativa con 

potencial para la mitigación de cadmio en cacao debido a su selectividad, compatibilidad 

con los procesos de obtención de cacao, tiempo de contacto, facilidad de escalado, 
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viabilidad económica y compatibilidad con el medio ambiente (Bravo et al., 2018; Feria-

Cáceres et al., 2022; Kure et al., 2018; Revoredo & Hurtado, 2017; Wang & Chen, 2009). 

 

Se han reportado géneros de bacterias tales como Bacillus y Lactobacillus y de levaduras 

como Saccharomyces, los cuales hacen parte de la microbiota de la fermentación de cacao 

(Almeida et al., 2018; Ardhana & Fleet, 2003; Schwan et al., 2014) y han demostrado 

capacidad para disminuir naturalmente niveles de metales pesados (Abioye et al., 2018; 

Kapahi & Sachdeva, 2019; Monachese, 2012a; Monachese et al., 2012b). Además, los 

estudios que implementan microorganismos para mitigar cadmio en cacao durante la 

fermentación han demostrado que no hay una afectación significativa en las características 

sensoriales del producto y pueden ayudar al cumplimiento de la reglamentación de cadmio 

para cacaos especiales con fines de exportación (Meter et al., 2019). Con el objetivo de 

contribuir al desarrollo de estrategias para la mitigación de cadmio en cacao, en este 

trabajo se planteó la obtención de inóculos microbianos a partir de aislados de la 

fermentación de cacao con capacidad para disminuir concentraciones de cadmio en medio 

acuoso y su posterior evaluación para mitigar cadmio en granos de cacao durante el 

proceso de fermentación bajo condiciones de campo. Además, con el fin de evaluar la 

viabilidad técnica de producción in vitro de inóculos microbianos, se definieron condiciones 

de cultivo a escala de laboratorio para el crecimiento de una levadura seleccionada por su 

capacidad para secuestrar cadmio en medio acuoso.  
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Hipótesis 

 

La inoculación de microorganismos exógenos durante el proceso de fermentación de 

cacao puede disminuir los niveles de cadmio en los granos.  

 

Objetivos 

 

General  

Evaluar la capacidad de inóculos microbianos para la mitigación del contenido de cadmio 

durante el proceso de fermentación de cacaos especiales. 

Específicos 

1. Aislar microorganismos con capacidad para reducir niveles de cadmio en 

soluciones acuosas a partir de la fermentación de cacao. 

 

2. Diseñar un medio de cultivo de bajo costo para la propagación de un 

microorganismo con potencial para reducir niveles de cadmio en soluciones 

acuosas. 

 

3. Seleccionar inóculos microbianos con capacidad para disminuir niveles de 

cadmio en granos de cacaos especiales durante el proceso de fermentación en 

condiciones de campo. 
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Marco teórico 

1.1 El cacao (Theobroma cacao L.) 

 

El cacao es originario de las selvas tropicales de América del Sur, siendo el centro de 

diversidad la región del Alto Amazonas. Sin embargo, el cultivo actual se extiende a través 

de los trópicos húmedos y la mayor proporción se encuentra en África occidental (Daymond 

& Bekele, 2022). El cacao es un arbusto perenne perteneciente a la familia Malvaceae, 

que crece en una franja geográfica fundamentalmente tropical y que se extiende unos 20° 

de latitud hacia ambos hemisferios (Prabhakaran, 2010). Se clasifica como cultivo 

permanente, con un ciclo de duración de casi cuarenta años. Las plantas de cacao pueden 

alcanzar entre cuatro y diez metros de altura, son amantes a la sombra, por lo que 

normalmente se encuentran bajo árboles más grandes como el cedro (Cedrela odorata L.), 

el bucare (Erythrina poeppigiana), el mango (Mangifera indica) y el plátano (Musa 

paradisiaca) (Cheesman, 1944). 

 

A nivel mundial, el cacao se clasifica en tres variedades principales: i., criollo reconocido 

por su calidad en el sabor y aroma, y utilizado en la elaboración de los chocolates premium. 

Esta variedad, cultivada principalmente en Centro y Sur América, el Caribe e Indonesia, es 

de delicado manejo, con una alta susceptibilidad a plagas y enfermedades y con baja 

productividad por árbol respecto a las demás variedades; ii., forastero, es una variedad 

originaria del Amazonas y es el más cultivado en el mundo, principalmente en África (Costa 

de Marfil y Ghana). Es una árbol resistente y vigoroso que produce granos con un sabor 

fuerte; iii., Trinitario, resultante del cruzamiento sexual entre criollo y forastero con el fin de 

mejorar la calidad, productividad, precocidad y respuesta a plagas y enfermedades, ha 
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sido ampliamente extendido por todo el mundo. Este híbrido se cultiva principalmente en 

Colombia y América Central, pero también en Camerún y Nueva Guinea. (FINAGRO, 2020; 

Abbott et al., 2019; Jürgen & Díaz, 2010). Como su nombre lo indica, trinitario se origina 

en la nación insular de Trinidad. Hoy, esta variedad junto con el criollo produce los 

reconocidos "cacaos finos y de aroma" (ICCO, 2020).  

 

Theobroma cacao L. comienza la formación de los frutos a los tres años y alcanza su 

máximo rendimiento y productividad después de los ocho años. El fruto se desarrolla en el 

tronco y en las ramas del árbol. Al madurar, la vaina contiene entre 20 y 40 almendras, 

recubiertas por una pulpa mucilaginosa. Las almendras y la pulpa se extraen del fruto y se 

utilizan como la principal materia prima para la producción de chocolate (Vásquez, 2019). 

 

Las semillas de cacao tienen dos grandes cotiledones de almacenamiento y un eje 

embrionario cubierto por una cáscara endurecida. Adheridas a la cáscara de la semilla, las 

células del endocarpio ricas en pectina forman la pulpa de la fruta (Andersson et al., 2006; 

Figueira et al., 1993). La composición de las sustancias de almacenamiento en los 

cotiledones se caracteriza por la presencia de grasa (50%), compuestos fenólicos (15%), 

proteína (12%), almidones (5%) y sacarosa (2%), todo ello expresado como porcentajes 

en relación con el peso seco. La pulpa acuosa contiene agua (80%), monosacáridos y 

disacáridos (12%), ácido cítrico y otros ácidos orgánicos (2%), y trazas de ésteres, 

aldehídos, metilcetonas, alcoholes secundarios y terpenos (Dircks, 2009; Figueira et al., 

1993; Pino et al., 2011). 

 

La producción mundial de cacao es altamente dependiente de las condiciones climáticas. 

La lluvia, la temperatura y la humedad relativa son parámetros que tienen un fuerte impacto 

sobre la producción cacaotera. La variabilidad de los factores climáticos afecta el ciclo 

fisiológico del cultivo y además condicionan la probabilidad de incidencia de plagas y 

enfermedades (Arvelo et al., 2016). El desarrollo óptimo del cacao se presenta en el rango 

de temperatura media anual de 22 a 30°C. con temperaturas medias diarias alrededor de 

27°C durante todo el año.  

 

Las mejores regiones para cultivar cacao presentan una pluviosidad entre 1.500 y 2.500 

milímetros anuales, con la condición de que los períodos de lluvia deben estar bien 
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distribuidos a lo largo del año, pues temporadas secas prolongadas mayores de dos 

meses, afectan notablemente la producción y amenazan con secamiento de los árboles. 

Cuando se tienen condiciones de menor precipitación de la señalada como mínima, es 

indispensable la disponibilidad de riego suficiente y seguro. 

 

Para un mejor desarrollo y una alta productividad, los árboles de cacao deben ser 

cultivados en un suelo profundo y fértil, bien drenado, con estructuras altamente porosas 

y textura preferiblemente franca a franco arcillosa. Debido a su sistema de raíces primarias, 

el árbol de cacao necesita una profundidad efectiva de más de 150 cm y una zona radicular 

bien aireada y permeable. Los suelos pesados arcillosos y arenosos no son adecuados, 

los primeros por su falta de aireación, los segundos por su poca capacidad de retención 

de agua y nutrientes (Mejía et al., 2012). 

 

El pH del suelo es importante debido a los efectos que este parámetro tiene sobre las 

actividades biológicas y químicas que afectan el metabolismo de las raíces de las plantas. 

El cacao prefiere un suelo con pH de 5,5 a 7; relación C/N de 10-12; contenido de carbono 

orgánico de al menos 3%; y una capacidad de intercambio catiónico (CIC) de 8-15 me/100 

g de suelo. Se toleran valores de pH menores y mayores, pero afectan sustancialmente el 

rendimiento y la calidad del grano. Un pH más alto (> 7,6) puede inducir una deficiencia de 

nutrientes de hierro, zinc y manganeso. Los niveles de pH determinan el hecho de que la 

planta no sea capaz de absorber los nutrientes o algunos de ellos y puede ser el factor 

definitivo de la baja productividad e incluso del deficiente desarrollo del cultivo, por tanto, 

debe ser tenido en cuenta de manera especial a la hora de fertilizar (Jürgen & Díaz, 2010). 

 

El árbol de cacao produce varias cosechas al año. Aunque los frutos maduran a lo largo 

de todo este tiempo, las áreas con un patrón de precipitaciones bimodal suelen tener dos 

períodos de cosecha: una temporada de cultivo principal y otra intermedia. La cosecha 

principal se recoge durante el período de menor precipitación y puede extenderse entre 

tres y cinco meses; la cosecha intermedia suele ser más corta, sin embargo, esto depende 

de cada país (Beg et al., 2017). La cosecha de frutos se realiza cuando las mazorcas de 

cacao han alcanzado su óptimo grado de maduración (variedades con frutos verdes se 

tornan amarillos y variedades con frutos rojos o vinotinto se tornan rojo intenso o 

anaranjados). Durante el procedimiento se utiliza una tijera podadora manual u horquilla 

(media luna), cortando adecuadamente el pedúnculo sin afectar los cojines florales. Antes 
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de partir las mazorcas, se deben separar las sanas de las enfermas (con daños de insectos 

o animales) ya que esto deteriora la calidad final del producto. El corte de las mazorcas 

para retirar los granos y separarlos de la placenta, debe ser transversal y sobre una 

plataforma de corte sin filo, este es un método seguro que evita que se dañe el grano el 

cual puede ser susceptible a la infección por hongos y también ayuda a contribuir con la 

seguridad del recolector. Los granos son depositados en un recipiente limpio de plástico o 

fibra exclusivos para la labor de cosecha, con la finalidad de evitar la contaminación 

cruzada por tierra o basura. Después de la extracción, los granos pasan por un proceso 

de fermentación y secado antes de ser empacados para su transporte y entrega a la 

industria transformadora (CNCH, 2019). 

1.2 Importancia del cacao 

 

El cacao es uno de los principales productos agrícolas comercializados en el mundo, 

principalmente como materia prima para la producción de chocolate (chocolate de mesa, 

las golosinas de chocolate y la bombonería) y de semielaborados (pasta, manteca, cocoa) 

(Beg et al., 2017). Según las cifras publicadas por la FAO (Food and Agriculture 

Organization), para el año 2021, la producción mundial de cacao se encuentra 

principalmente concentrada en África (Costa de Marfil, Ghana, Camerún y Nigeria, que 

comprenden el 74,5%), Asia (Indonesia, con un 5,5%) y América Latina (Brasil, Ecuador, 

Perú, República Dominicana y Colombia, con el 20%) (Figura 1-2). 
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Figura 1-2. Top 10 de países productores de cacao a nivel mundial.

 

Fuente:http https://www.fao.org/faostat/en/?#rankings/countries_by_commodity, 2021 

 

El cacao contiene más antioxidantes fenólicos que la mayoría de los alimentos. Los 

flavonoides, que incluyen catequina, epicatequina y procianidinas, predominan en la 

actividad antioxidante. Los efectos antioxidantes del cacao pueden influir directamente en 

la resistencia a la insulina y, a su vez, reducir el riesgo de diabetes (Ishaq & Jafri, 2017). 

Además, el consumo de cacao puede estimular cambios en las vías de señalización 

involucradas en la expresión génica y la respuesta inmune (Katz et al., 2011). El cacao 

puede reducir el riesgo o retrasar el desarrollo de enfermedades crónicas, tales como las 

enfermedades cardiovasculares, el cáncer y otras relacionadas con la edad, puede 

proteger la piel del daño oxidativo que genera la radiación UV en las preparaciones tópicas 

y tener efectos beneficiosos sobre la saciedad, la función cognitiva y el estado de ánimo 

(Martin & Ramos, 2021). 

 

Se reconoce la existencia de al menos cinco millones y medio de productores de cacao en 

el mundo y se estima para América Latina y el Caribe una población superior a los 350.000 

cacaoteros. El cacao juega un papel económico, social y cultural muy importante, el 95% 

de la producción mundial de cacao está en manos de la “agricultura familiar”, con 

productores que se caracterizan por residir y trabajar en predios pequeños, con poca 

inversión e infraestructura, donde el trabajo lo realizan principalmente los miembros de la 

familia y el ingreso familiar depende predominantemente de la producción de cacao (Arvelo 

et al., 2016). Por otra parte, actualmente este cultivo es clave para concretar procesos de 
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paz, constituyéndose en varios países en una opción viable para sustituir cultivos ilícitos y 

otros cultivos menos rentables (Sánchez et al., 2019) 

 

El cacao es una de las apuestas productivas agroindustriales de Colombia, por su 

importancia en el desarrollo y apoyo a la sostenibilidad social. En tal sentido, como 

respuesta a la iniciativa de fortalecer el sector productivo, las políticas públicas de 

Colombia han priorizado el cacao como materia prima de interés para incrementar la 

productividad, eficiencia, calidad, investigación y desarrollo (MADR, 2019; Ríos et al., 

2017). Este interés del país está alineado con las oportunidades que presenta el modelo 

de negocio de cacao para Colombia, debido al reconocimiento mundial de la calidad de los 

genotipos que en el país se cultivan, y por ende al tipo de grano de cacao que puede 

producirse, el cual, según los reconocimientos otorgados en el año 2011, 2015 y 2019 por 

la Organización Mundial del Cacao – ICCO, el 95% del cacao cultivado y exportado por 

Colombia se considera como fino y de aroma, caracterizado por sus altas cualidades 

organolépticas para la obtención de elaborados Premium (Ginatta et al., 2020). Sin 

embargo, su producción corresponde sólo al 5% de la oferta mundial, la cual se encuentra 

concentrada principalmente en varios países latinoamericanos, tales como Bolivia, 

Colombia, Costa Rica, México, Nicaragua, Venezuela, Perú, Ecuador, Honduras, 

Guatemala y Panamá. Esta categoría es un sello diferenciador en el mercado mundial, y 

Colombia puede constituirse en un comercializador potencial de productos con calidad 

reconocida, obteniendo así ventajas económicas en los nichos de mercados de los cacaos 

especiales (Contreras, 2017). 

 

Debido a las condiciones agroecológicas de Colombia, el país cuenta con una 

potencialidad de 17 millones de hectáreas aptas para el desarrollo de cultivos de cacao, 

ubicadas en los departamentos de Meta, Vichada, Antioquia, Caquetá y Córdoba. 

Actualmente, el país cuenta con 144.000 hectáreas de producción de 175.000 sembradas, 

generando más de 55.000 toneladas al año en promedio de las cuales se exportan cerca 

de 11.000 (Cobaleda, 2022). El cultivo está presente en 30 departamentos y en más de 

400 municipios se cultiva cacao, siendo Santander (40,6%), Arauca (11,4%) Antioquia 

(9,6%), Tolima (5,8%) Huila (5,1%) y Nariño (5%) los principales productores, con más del 

70% de la producción total nacional (FEDECACAO, 2022). Aunque Colombia no se 

encuentra dentro de los principales exportadores mundiales de este producto, el sustento 
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de aproximadamente 52.000 familias de productores pequeños depende de la producción 

agrícola, transformación agroindustrial y comercialización de este cultivo (FINAGRO, 

2020). 

 

Para el periodo 2020/2021, las exportaciones registradas de cacao en grano en el mundo 

superaron los 3,25 millones de toneladas anuales, siendo lideradas por cinco países (Costa 

de Marfil, Ghana, Camerún, Ecuador y Nigeria) que exportan más del 85% de ese total. 

África, aporta el 76% de las exportaciones globales de cacao, le sigue América con el 16% 

y los países de Asia y Oceanía con el 8% (MIDAGRI, 2022). El cacao en su mayoría es 

exportado como materia prima para la elaboración de chocolates, siendo el grano seco el 

principal producto. En cuanto a la exportación de cacao como grano seco, Ecuador ocupa 

el primer lugar en Latinoamérica seguido por República Dominicana, Perú y Colombia. La 

exportación de cacao como producto procesado (pasta, torta, manteca, polvo de cacao y 

chocolate de mesa) lo realiza en mayor medida Brasil, seguido por Ecuador, Perú y 

Colombia (Sánchez et al., 2019). 

 

Las exportaciones de cacao en Colombia han presentado una tendencia creciente desde 

el año 2011 hasta el 2015, llegando a este último a un total de 13.744 toneladas 

exportadas. Para el año 2017 superaron las 11 mil toneladas valoradas en USD $27 

millones, siendo los principales destinos México, Países Bajos, Italia, España, Malasia, 

Bélgica, Estados Unidos, Argentina, Holanda e Indonesia que en conjunto suman cerca 

del 98% del total de las exportaciones de cacao colombiano. En el año 2021 Colombia 

exportó 11.689 toneladas de grano seco, equivalentes a USD $29,9 millones, lo que 

representa un crecimiento de 4,9% con respecto al año anterior. Año tras año, así como 

se ha evidenciado un incremento en la producción nacional de cacao y en sus 

exportaciones, también se han constituido nuevas empresas, las cuales han enfocado su 

mercado a la comercialización del grano de cacao en el exterior como una buena 

oportunidad de negocio (FEDECACAO, 2022). 

1.3 Poscosecha 

 

El beneficio o poscosecha del cacao comprende dos actividades fundamentales: 

fermentación y secado. Estos procesos permiten el desarrollo de las características 
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organolépticas de los granos de cacao relacionadas con los precursores de sabor, color y 

aroma a chocolate. 

 

1.3.1 Fermentación 
 

Es un proceso bioquímico fundamental en el beneficio del cacao que permite la 

degradación de la pulpa (mucílago) y la producción de alcoholes (etanol) y ácidos 

orgánicos (láctico y acético) a partir de microorganismos (levaduras y bacterias) bajo 

condiciones aeróbicas y anaeróbicas. Estos microrganismos generalmente provienen del 

medio ambiente, del personal que manipula los cultivos, de los contenedores de transporte, 

las herramientas, las superficies de las mazorcas, etc. Al inicio de la fermentación (24/36h), 

la pulpa de los granos reduce la difusión de oxígeno dentro de la masa, creando 

condiciones anaeróbicas, que junto con la acidez inicial (pH 3,0-4,0, debido al ácido cítrico) 

favorece la colonización por levaduras, las cuales utilizan los carbohidratos de la pulpa 

para producir etanol y CO2 (Schwan et al., 2014). Despues de las 48 horas, la masa de 

cacao se voltea y se mezcla, además, la cantidad de mucílago ha disminuido, lo cual 

genera un ambiente más aeróbico, favoreciendo el crecimiento de bacterias acido lácticas 

(BAL) y bacterias acido acéticas (BAA). Las BAL convierten azucares y algunos ácidos 

orgánicos (ácido cítrico) en ácido láctico (De Vuyst & Weckx, 2016). Los productos del 

proceso heterofermentativo del ácido cítrico por parte de BAL (ácido láctico, etanol, ácido 

acético y CO2), genera un ligero incremento en el pH, lo que promueve el crecimiento de 

BAA. Este tipo de microorganismos están durante toda la fermentación, pero su 

concentración aumenta hacia el final cuando la aireación es mayor. Las BAA son 

responsables de la conversión del alcohol en ácido acético, reacción fuertemente 

exotérmica que contribuye a un aumento gradual de la temperatura de la masa en 

fermentación hasta aproximadamente 50°C en 72 a 96 h (De Vuyst et al. 2010a; Schwan 

& Wheals 2004). El calor y la actividad del ácido acético provocan la muerte de los 

embriones de las semillas, con la consiguiente pérdida de la permeabilidad selectiva de la 

membrana. Los productos de la fermentación (etanol, acetato y lactato) más el aumento 

de la temperatura afectan directamente a los componentes del grano, provocando 

importantes cambios bioquímicos que conducen al desarrollo de los precursores típicos 

del color, sabor y aroma del chocolate (De Vuyst & Weckx, 2016; Schwan et al., 2014). 
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El tiempo de fermentación depende de las condiciones de temperatura del lugar y puede 

ser de dos a ocho días según se trate de cacaos de origen criollo, trinitario o forastero. 

Debido al bajo contenido de compuestos polifenólicos, la fermentación del tipo criollo 

requiere de tres a cuatro días en condiciones favorables. Los cultivares forastero y trinitario 

se dejan fermentar por un período más largo (6-8 días) (Jürgen & Díaz, 2010). Es 

importante revolver, mezclar o voltear la masa de granos durante la fermentación con el 

propósito de facilitar la aireación, romper los granos adheridos (“bolas”), prevenir la 

formación de mohos y hacer más uniforme el proceso. Las condiciones y prácticas de 

fermentación inadecuadas reducen la calidad de los granos, lo cual representa un grave 

problema para muchos fabricantes. 

 

En relación con lo anterior, la fermentación de cacao es considerada una etapa clave en 

las características del grano final, dado que para que se generen los precursores de aroma, 

sabor y color en el grano son necesarias las reacciones y transformaciones bioquímicas 

que suceden en el interior y exterior de los granos generadas por la actividad de los 

microorganismos presentes en el proceso (Caligiani et al., 2015; Dircks, 2009). 

 

 Microorganismos en la fermentación de cacao 
 

El mucílago de los granos de cacao es rico en azúcares fermentables como glucosa, 

fructosa y sacarosa, y tiene un pH bajo de 3,0 a 3,5, principalmente debido a la presencia 

de ácido cítrico. Estas condiciones permiten el crecimiento inicial de levaduras y BAL 

(Figura 1-1). Las levaduras realizan la fermentación alcohólica, lo cual implica el 

crecimiento secuencial de los géneros Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia y 

Kluyveromyces. Las BAL también fermentan azúcares de la pulpa y utilizan ácido cítrico, 

dentro de este grupo se encuentran Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus. Las BAA 

(Acetobacter y Gluconobacter.) eventualmente crecen, oxidando el etanol, (inicialmente 

producido por las levaduras), a ácido acético. Finalmente, las bacterias aerobias 

formadoras de esporas del género Bacillus se desarrollan cuando la acidez de la masa 

disminuye y la temperatura aumenta a 40-50 °C. También, se han aislado varias especies 

de hongos de los granos en fermentación, pero su papel en el proceso aún no está claro 

(Schwan et al., 2014). 
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Figura 1-1. Población microbiana durante la fermentación de cacao. BAL: bacterias ácido-

lácticas, BAA: bacterias ácido-acéticas. 

Fuente: Schwan et al., 2014 

 

 Levaduras 
 

Las levaduras son los microorganismos dominantes en la fermentación de cacao, 

especialmente durante las primeras etapas, además, son consideradas esenciales para el 

desarrollo del sabor y aroma del chocolate. Las funciones más importantes de las 

levaduras durante la fermentación de cacao parecen ser: i., la producción de etanol en 

condiciones anaeróbicas y alto contenido de azúcar, que finalmente se consume por 

oxidación; ii., la descomposición del ácido cítrico en la pulpa, lo que conduce a un aumento 

del pH de 3,5 a 4,2, permitiendo el crecimiento de bacterias; iii., producción de ácidos 

orgánicos (ácidos oxálico, fosfórico, succínico, málico y acético), que permeabilizan la 

membrana celular y producen la muerte de los cotiledones de los granos; iv., producción 

de algunos compuestos orgánicos volátiles que pueden contribuir al sabor y aroma del 

chocolate o, más probablemente, a los precursores de sabor y aroma; v., secreción de 

pectinasas que reducen la viscosidad de la pulpa, permitiendo la aireación de la masa 

(Schwan et al., 2014). 

 

Levaduras 

BAL 

BAA 

Bacterias formadoras de esporas 

Hongos filamentosos 



16 Evaluación de inóculos microbianos en el proceso de fermentación de cacaos 
especiales para la mitigación del contenido de cadmio en grano 

 
Existe una alta diversidad de levaduras durante la fermentación, sin embargo, los géneros 

que predominan en el proceso son: Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Candida y 

Torolospura. Hanseniaspora guillermondii / opuntiae generalmente inicia la fermentación 

debido a su baja tolerancia al etanol y al calor, buena tolerancia a ambientes ácidos y no 

competitividad con las BAL creando condiciones necesarias para el crecimiento de 

especies como Saccharomyces cerevisiae (cepa más abundante), Pichia kudriavzevii, y 

Pichia membranifaciens que pueden crecer en ambientes ácidos, con etanol y algunas son 

termoresistentes (Ardhana & Fleet 2003; Ho et al., 2014; Meersman et al., 2016). Por otro 

lado, la presencia y el tiempo de desarrollo individual de estas especies dominantes 

durante la fermentación puede variar debido a varios factores como la geografía, las 

prácticas de la fermentación y las propiedades del grano de cacao utilizado (Otárola, 2018; 

Schwan & Wheals; 2004). 

 

 Bacterias ácido-lácticas (BAL) 
 

Las BAL están presentes desde el inicio de la fermentación, sin embargo, las levaduras 

son dominantes. La actividad de las levaduras se inhibe por la concentración de alcohol, 

incremento del pH y aumento de la aireación. Después de 48-96 horas, las condiciones 

microaerófilas, la hidrólisis de los azúcares de la pulpa y pH bajo se vuelven favorables 

para las BAL, las cuales dominan la población microbiana durante este tiempo (Dircks, 

2009). Las BAL comúnmente involucradas en la fermentación de cacao incluyen especies 

pertenecientes a los géneros: Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus, 

Latilactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Weisella. Al comienzo de la 

fermentación, se pueden encontrar especies como Leuconostoc pseudomesenteroides, 

Fructobacillus pseudoficulneus, Fructobacillus tropeaoli, Liquorilactobacillus cacaonum, 

Limosibacillus fermentum y Lactiplantibacillus plantarum. Sin embargo, las BAL de las 

especies Limosilactobacillus fermentum y Lactiplantibacillus plantarum son las 

predominantes durante la fermentación de cacao (De Vuyst y Weckx, 2016). 

 

Metabólicamente, las BAL realizan tres reacciones principales durante la fermentación del 

grano: i., fermentan los azúcares de la pulpa, ii., utilizan ácido cítrico, y iii., algunas pueden 

reducir la fructosa a manitol. Estas reacciones contribuyen a cambios en la composición 

de la pulpa que impactan en la calidad del cacao y del chocolate y, posiblemente, en la 
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ecología microbiana de la fermentación. Las especies homofermentativas (L. plantarum, 

Pediococcus acidilactici, Lactococcus lactis) fermentan los azúcares de la pulpa a través 

de la vía de Embden-Meyerhof, para producir principalmente ácido láctico (más del 85%). 

Las especies heterofermentativas (L. fermentum. Leuconostoc spp. y Weissella spp.) 

fermentan los azúcares a través de la ruta del monofosfato de hexosa, que produce una 

mezcla principalmente de ácido láctico, etanol, ácido acético y CO2. El ácido láctico puede 

difundirse en el cotiledón y, dado que no es volátil, permanece en el grano después del 

secado y tostado. De esta forma, afecta la acidez y calidad de los granos y del chocolate. 

Por lo tanto, es probable que un predominio de especies heterofermentativas produzca 

granos menos ácidos. Sin embargo, no todo el ácido láctico entra al grano, ya que parte 

de él puede ser utilizado por levaduras y BAL (Lefeber et al., 2010; Pereira et al., 2012; 

Schwan & Wheals, 2004). El metabolismo de la fructosa a manitol varía según la cepa, 

encontrándose una tendencia más fuerte en algunas cepas de L. fermentum (Lefeber et 

al. 2010). Cuanta más fructosa se utilice en esta reacción, menos estará disponible para 

la fermentación en ácido láctico, lo que dará menos granos ácidos. 

 

El ácido cítrico es utilizado por muchas especies de BAL, incluidas las asociadas con la 

fermentación del cacao. Se metaboliza en gran medida en una mezcla de ácido láctico, 

ácido acético, etanol y diacetilo (De Vuyst et al., 2010; Pereira et al., 2012). Se considera 

que su utilización por las BAL es el factor principal para disminuir la acidez de la pulpa y 

equilibrar el pH del grano a valores de 5,0 a 5,5 que se consideran óptimos para las 

actividades proteolíticas endógenas y otras actividades enzimáticas (De Vuyst et al., 2010). 

Al igual que las levaduras, su metabolismo de azúcares de hexosa produce una amplia 

gama de metabolitos secundarios, como alcoholes superiores, ácidos orgánicos, ésteres, 

aldehídos y cetonas, que podrían ingresar al grano y afectar el sabor (Illeghems et al., 

2016; Sarbu & Csutak, 2019). Además de los ácidos orgánicos, se sabe que las BAL 

producen sustancias con actividad antimicrobiana y antifúngica, como las bacteriocinas, 

que podrían tener un impacto en la actividad de las levaduras y en la ecología microbiana 

de la fermentación (Crowley et al., 2013; Fleet, 2003; Sadiq et al., 2019), así como en la 

prevención del crecimiento de hongos toxigénicos o de deterioro en los granos durante el 

secado y almacenamiento (Dircks, 2009; Fahrurrozi et al., 2019)  
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 Bacterias ácido-acéticas (BAA) 
 
El consumo de la pulpa de los granos, la disminución de las poblaciones de levaduras y 

BAL y el mezclado de la masa, causa un incremento en la temperatura (30 a 37°C) y 

aireación de la fermentación. Esto crea condiciones adecuadas para el desarrollo de BAA, 

las cuales son responsables de la oxidación del etanol a ácido acético y de la posterior 

conversión de este último a CO2 y agua. La producción de ácido acético es un proceso 

exotérmico que eleva la temperatura de los granos de cacao por encima de 50°C (Ho, 

2014; Lefeber et al., 2011). Este ácido tiene varias implicaciones en la calidad del grano y 

del chocolate. Primero, se difunde a través del grano, donde, en combinación con el etanol 

y la temperatura elevada, provoca la pérdida de la integridad celular y la muerte del 

embrión. Estos cambios, junto con la disminución del pH, desencadenan la activación de 

enzimas endógenas del grano de cacao con actividad hidrolítica como las 

carboxipeptidasas, endoproteasas y galactosidasas. Estas modificaciones bioquímicas en 

el interior del grano conllevan a la síntesis de los precursores de color y sabor del cacao 

(Dircks, 2009; Ho, 2014; Sarbu & Csutak, 2019; Schwan & Wheals, 2004).  

 

El ácido acético contribuye a la acidez volátil del grano y, si es excesivo y no se elimina 

correctamente en el procesamiento posterior (secado y tostado), puede disminuir la calidad 

del grano. Además, el ácido acético es antimicrobiano y su presencia en la pulpa puede 

influir selectivamente en el crecimiento posterior de levaduras, bacterias y hongos 

filamentosos que, a su vez, pueden tener impactos en la calidad del grano. De hecho, el 

ácido acético residual puede limitar el crecimiento de hongos micotoxigénicos y de 

descomposición durante la etapa de secado (Copetti et al., 2012). Las BAA también 

pueden oxidar los azúcares de la pulpa y los compuestos producidos durante la 

fermentación (p.ej. ácido láctico) para formar metabolitos como ácido glucónico, aldehídos, 

cetonas y otros volátiles que pueden tener un efecto en la calidad del grano (Pereira et al., 

2012). 

 

La diversidad de BAA que se encuentran en las fermentaciones del grano de cacao, 

globalmente y en cualquier fermentación en particular, es mucho menor que la diversidad 

de levaduras o BAL. La especie Acetobacter pasteurianus es la más prevalente de las BAA 

presentes durante la fermentación de granos de cacao, posiblemente por su capacidad de 

metabolizar etanol, manitol y ácido láctico, además de presentar termoresistencia, pero 
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también pueden prevalecer otras, como G. oxydans, A. tropicalis, A. lovaniensis y A. syzgii. 

(Schwan et al., 2014). Las especies de Gluconoacetobacter son menos comunes y pueden 

indicar una fermentación inadecuada ya que oxidan glucosa a ácido glucónico, y este 

azúcar no debería estar disponible en esta etapa de la fermentación. Además, el ácido 

glucónico puede permitir el crecimiento de otras levaduras al final de la fermentación, que 

podrían generar sabores desagradables (De Vuyst & Weckx, 2016; Ho, 2014). 

 

Las altas temperaturas en combinación con el etanol son factores de estrés que limitan el 

crecimiento o destruyen las células vegetativas de muchos microorganismos. En las 

últimas fases de la fermentación, las condiciones ambientales con un aumento del pH (3,5 

a 5,0) y la aireación, se vuelven favorables para el crecimiento de bacterias aerobias 

formadoras de esporas del género Bacillus (Ho, 2014; Schwan & Wheals, 2004). 

 

 Bacterias aerobias formadoras de esporas 
 
Las bacterias formadoras de esporas del género Bacillus proliferan principalmente en la 

etapa final de la fermentación de cacao. Son microorganismos ubicuos en el ambiente, 

aerobios y anaerobios facultativos, con diversidad metabólica dado que pueden utilizar una 

variedad de fuentes de carbono y además crecer bajo condiciones extremas. En las últimas 

horas de la fermentación, las principales fuentes de carbono para estas bacterias son los 

ácidos orgánicos como el ácido acético, el ácido láctico y el manitol (Ardhana & Fleet 2003). 

Varios estudios han informado que las especies del género Bacillus están presentes a lo 

largo de la fermentación a un nivel más alto que las levaduras, BAL y BAA (Lima et al., 

2012). Además, son, al igual que las BAL y las BAA, responsables de la acidificación 

(Kouame et al., 2015a; Kouame et al., 2015b).  

 

Las funciones de estas bacterias durante la fermentación no se han dilucidado 

completamente, sin embargo, se ha considerado que Bacillus subtilis, Bacillus cereus y 

Bacillus megaterium producen ácidos grasos de cadena corta (C3-C5) durante la fase 

aeróbica, los cuales generan sabores desagradables en el producto final (Ardhana & Fleet 

2003; Sarbu & Csutak, 2019; Schwan, 1998). Contrariamente, Ouattara et al. (2008, 2011), 

han sugerido que Bacillus spp. tiene una función importante como productor de enzimas 

pectinolíticas durante la fermentación. La descomposición de la pectina contenida en la 

pulpa por acción de enzimas pectinolíticas es un proceso fundamental para la penetración 
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de compuestos en el grano, principalmente etanol y ácido acético. Estos compuestos, a su 

vez, activan enzimas de proteólisis dependientes del pH, lo que lleva a la degradación de 

las proteínas almacenadas en aminoácidos y péptidos que son precursores del aroma y 

sabor del chocolate (Schwan y Wheals, 2004). Por lo tanto, las enzimas que degradan la 

pectina parecen tener un impacto positivo significativo en la calidad de los granos de cacao 

fermentados (Bhumibhamon & Jinda, 1997; Cempaka et al., 2014; Crafack et al., 2014; 

Schwan & Wheals, 2004; Yao et al., 2017). 

 

También se ha informado sobre la purificación y caracterización de pectato liasa, una clase 

de enzima pectinolítica producida por tres cepas de Bacillus (B. pumilus BS22, B. subtilis 

BS66 y B. fusiformis BS90) aisladas de granos de cacao en fermentación (Ouattara et al., 

2011). Estas enzimas muestran propiedades interesantes, ya que pueden degradar una 

amplia gama de compuestos de pectina, incluidas las que son altamente metiladas 

(Ouattara et al., 2010). Otro estudio demostró que la asociación de la bacteria B. subtilis 

BS38 con la levadura P. kudriazevii YS201 aumenta la degradación de la pulpa y la 

producción de etanol, características deseables para lograr una fermentación adecuada 

(Ouattara et al., 2020).  

 

Por otra parte, se ha demostrado que la adición de la cepa ATCC 10792 de Bacillus 

thuringiensis (aislada de granos de cacao en fermentación) durante la fermentación de los 

granos de cacao inhibe el crecimiento de hongos filamentosos micotoxigénicos y mejora 

la calidad de los granos de cacao. En cuanto a la evaluación sensorial de los chocolates 

elaborados a partir de granos de cacao inoculados con B. thuringiensis cepa ATCC 10792 

y de los granos control (no inoculados), los panelistas no reportaron una preferencia 

significativa por ninguno de los dos chocolates (Kadjo et al., 2023). 

 

 Otras bacterias 
 

Los géneros de bacterias distintas a las de BAL, BAA y Bacillus crecen durante el proceso 

de fermentación, sin embargo, no dominan la microbiota. Géneros como Staphylococcus, 

Pseudomonas, Pantoea, Tatumella, Klebsiella, Erwinia, Micrococcus, Microbacterium, 

Frateuria, Acinetobacter, Chryseobacterium, Zymomonas, Brevundimonas y Xanthomonas 

han sido aislados a partir de granos en fermentación (Ardhana & Fleet 2003; 

Papalexandratou et al., 2013; Pereira et al., 2012). 
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Los géneros de Pseudomonas, Erwinia, Tatumella y Pantoea son fitopatógenos de varias 

plantas y frutas que podrían incluir las mazorcas de cacao. Estas bacterias no toleran la 

acidez de la pulpa ni los metabolitos etanólicos, acéticos y lácticos de las levaduras, BAL 

y BAA y, en consecuencia, mueren durante las primeras horas de fermentación. Sus 

poblaciones rara vez superan las 104 ufc/g y representan menos del 10% de la población 

bacteriana total. Sin embargo, algunas de estas bacterias pueden comenzar a crecer y 

volverse más frecuentes si los tiempos de fermentación se extienden más allá de 6 a 8 

días (García-Armisen et al., 2010). 

 

La temperatura elevada de la masa en fermentación al final del proceso favorece el 

crecimiento de bacterias termotolerantes, como Streptococcus thermophilus. Sin embargo, 

se han hecho pocos intentos para aislar y caracterizar estas bacterias de las 

fermentaciones de granos de cacao. Ejemplos de especies identificadas son Zymomonas 

mobilis, Aerobacter aerogenes, Arthrobacter oxydans, Micrococcus conglomerates, M. 

roseus, Staphylococcus aureus, S. capitis, M. kristinae y Pseudomona cepacea (Ardhana 

& Fleet, 2003; Moreira et al., 2017; Ostovar & Keeney, 1973). Por lo general, estas 

bacterias solo se han aislado desde el comienzo de la fermentación (0-12 h), o de forma 

transitoria y con poblaciones bajas. Ardhana & Fleet (2003) encontraron que algunas cepas 

de Staphylococus y Pseudomonas spp. aisladas de fermentaciones en Indonesia tuvieron 

actividad lipolítica y proteolítica. La contribución de muchas de estas bacterias a la 

fermentación de cacao sigue sin estar clara y cuenta con poca investigación. Se ha 

prestado cierta atención a la presencia de Zymomonas mobilis en las fermentaciones de 

cacao, debido a la capacidad de esta bacteria para fermentar azúcares en etanol de 

manera eficiente (Ardhana, 1990; Billah et al., 2020; Moreira et al., 2017; Ostavar & 

Keeney, 1973). 

 

 Hongos filamentosos 
 
Los hongos filamentosos no se consideran una parte importante de la sucesión microbiana 

de la fermentación de cacao. Sin embargo, se han encontrado con frecuencia en las partes 

más aireadas de la masa en fermentación (etapa final) y durante el proceso de secado. La 

baja presencia de algunos hongos filamentosos durante la fermentación puede explicarse 

no solo por la influencia competitiva de bacterias y levaduras (p. ej. producción de alcohol 
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y ácidos orgánicos) sino también por la temperatura restrictiva que puede superar los 45°C 

después de 48 h (Ardhana & Fleet, 2003; Copetti et al., 2014). 

 

La mayor parte de la atención que se tiene hacia los hongos filamentosos en la 

fermentación de cacao se relaciona con sus impactos negativos. Se ha reportado la 

presencia de especies que producen carbonilos, lo cual genera notas de sabor a jamón y 

anisoles que imparten aromas a moho (Afoakwa et al., 2008; Misnawi et al., 2003; Schwan 

et al., 1995). El aspecto mejor investigado de los hongos filamentosos en los granos de 

cacao se refiere a la capacidad de muchas especies para producir micotoxinas. Amezqueta 

et al. (2005) y Bonvehi (2004) informaron altas concentraciones de ocratoxina A en 

muestras de cacao. Del mismo modo, Mounjouenpou et al. (2008) confirmaron que el 

crecimiento de Aspergillus niger y Aspergillus. carbonarius durante la fermentación estuvo 

acompañado de la producción de niveles significativos de ocratoxina A. Como medida de 

control para evitar la presencia de estos contaminantes, se debe garantizar que los granos 

de cacao fermentados se sequen de manera adecuada y rápida, una vez finaliza la 

fermentación y baja la temperatura de los granos.  

 

Copetti et al. (2011) estudiaron la micobiota de los granos en varias etapas del 

procesamiento del cacao brasileño, incluidos los procesos de fermentación, secado y 

almacenamiento. Durante los 6 días de fermentación, los hongos más comúnmente 

aislados fueron Monascus ruber, Lasiodiplodia theobromae, Penicillium citrinum, 

Aspergillus fumigatus, Mucor racemous, Penicillium paneum, Geotrichum candidum y 

Absidia corymbifera. 

 

1.3.2 Secado 
 
Al final de la fermentación, los granos de cacao contienen aproximadamente un 40-60 % 

de agua. Para prevenir el crecimiento de moho durante el almacenamiento y transporte, 

los granos deben secarse hasta un contenido de humedad final entre el 6 y 7% (Kongor et 

al., 2016; Nair, 2010). Durante este proceso, continua la oxidación del ácido acético, 

mejorando el desarrollo del sabor (Engeseth & Pangan, 2018). Además, durante el secado 

disminuyen los azúcares en el grano debido a la participación de reacciones de 

pardeamiento que incluyen la oxidación de polifenoles con reducción del sabor astringente 

y amargo, la disminución de la concentración de proteínas debido a su continua hidrólisis 
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y el incremento de los ácidos grasos libres causado por la acción de enzimas presentes 

en el grano. Como resultado de la pérdida de integridad del grano de cacao, se forman 

compuestos de aroma y sabor, y ocurren cambios en la coloración de los granos 

adquiriendo un color marrón. (Engeseth & Pangan, 2018; Predan et al., 2019). Además, la 

velocidad de secado influye en la calidad final del grano, el proceso no debe ser muy rápido 

dado que los granos tienden a retener una cantidad excesiva de ácido acético a causa del 

endurecimiento de su cáscara, evitando la difusión del ácido, lo cual perjudica el sabor del 

grano. Por otro lado, un secado muy lento disminuye la acidez del grano, aumenta la 

posibilidad de presencia de mohos y causa cambios de color indeseables. 

 

Los métodos de secado de cacao se dividen generalmente en dos tipos, el secado solar 

(natural) y el secado artificial, sin embargo, la técnica más utilizada es el secado solar 

debido a su capacidad para inducir un sabor a chocolate más pronunciado, además es 

práctico y económico (Predan et al., 2019). El secado solar normalmente se realiza sobre 

plataformas de madera elevadas del piso, donde se colocan los granos en capas con un 

grosor no mayor de cinco centímetros. Según las horas de sol y la intensidad de los rayos 

solares, el secado puede tardar entre tres y nueve días. Durante este tiempo se deben 

cubrir los granos antes de la lluvia y en las noches. Mientras el grano está expuesto al sol 

y a la sombra, se recomienda removerlo con rastrillos de madera cada media hora los 

primeros tres días, del cuarto día en adelante cada 60 minutos. Se recomienda un secado 

lento al inicio, es decir, exponer el grano al sol suave de la mañana o la tarde por dos horas 

el primer día, cuatro horas el segundo día, seis horas al tercer día y a partir del cuarto día 

se deja secando todo el día al sol (Cubillos et al., 2008).  

 

En áreas con alta humedad o lluvias frecuentes, es necesario secar de forma artificial en 

un secador de aire caliente. El secador artificial más simple es básicamente una plataforma 

permeable (de madera, metálica o una lámina de aluminio perforada) empotrada 

horizontalmente sobre una cámara provista de un quemador de carbón o combustible 

acoplada a un tubo metálico con su extremo posterior unido a una chimenea (Dzelagha et 

al., 2020; Garcia-Alamill et al., 2007; Kongor et al., 2016). 
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1.4 Cacaos especiales 

 
Los cacaos especiales además de poseer propiedades y sabores destacados, también se 

caracterizan por tener atributos tales como: calidad física, manejo post-cosecha, 

trazabilidad, origen y certificaciones obtenidas por sus productores. En la actualidad 

también se ha introducido el término “cacaos especiales” para referirse a la oferta de 

cacaos que tienen atributos consistentes y verificables, que los diferencian del cacao 

corriente y que no necesariamente están ligados de manera exclusiva a las propiedades 

organolépticas típicas del cacao fino o de aroma (Ríos, 2017). 

 

En este contexto, el mercado de cacaos especiales está ligado a procesadores y 

consumidores que demandan productos con atributos consistentes, verificables y 

diferenciadores, por los que están dispuestos a pagar precios superiores, que se traducen 

en mejores ingresos y un mayor bienestar para los productores. Los mercados especiales 

se han dividido en tres categorías: Cacao Premium de Origen, Cacao Fino de Aroma y 

Cacao Sostenible. 

 

1.4.1 Cacao Premium de Origen (CPO) 
 
Se obtiene a partir de cosechas que se originan en una región, hacienda o finca y poseen 

características especiales, debido a que crecen en lugares específicos y son cultivados, 

cosechados y beneficiados (pos-cosecha) de acuerdo con estándares que son conocidos 

por sus compradores. El CPO mantiene la pureza varietal y no se mezcla con otros tipos 

de cacao, por lo que la trazabilidad es fundamental para asegurar su procedencia. Dentro 

de esta categoría se encuentran: cacao con denominación de origen, cacao de origen 

geográfico, cacao de hacienda o finca y cacaos exóticos (Ríos, 2017). 

 

1.4.2 Cacao Fino de Aroma (CFA) 
 

Se caracteriza por la presencia de notas aromáticas especiales tales como florales y 

afrutadas ausentes en el cacao a granel. Para diferenciar el cacao fino o de aroma se usa 

una combinación de criterios y técnicas, entre las que podemos destacar: origen genético 

del material de siembra, características morfológicas de la planta, características de sabor, 

características químicas, color de los granos, grado de fermentación y secado. Además, 
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se considera la ausencia de defectos en los granos de cacao como: acidez acética, 

presencia de sabores desagradables, porcentaje de moho interno, infestación de insectos 

y porcentaje de impurezas (ICCO, 2018). Sin embargo, la medición de algunos de estos 

criterios es subjetiva y no establece de manera objetiva que el cacao en cuestión tenga las 

características de cacao fino o de aroma, ya que muchos de los criterios son el resultado 

de un adecuado manejo de cosecha y pos-cosecha. Dentro de esta categoría podemos 

encontrar: complejos Nacionales, selecciones regionales y cacaos varietales. 

 

1.4.3 Cacao de Producción Sostenible (CPS) 
 

En esta categoría se incluyen los cacaos que se destacan por generar beneficios socio- 

ambientales y productivos. Por lo tanto, este cacao es cultivado por agricultores que siguen 

una determinada forma de producción, en zonas de particular interés. En esta categoría 

se incluyen: cacaos certificados, cacaos de relevancia social, cacaos con relevancia étnica 

y cacaos con relevancia ambiental (Ríos, 2017). 

1.5 Cadmio 

 

Los metales pesados difieren en su frecuencia (plomo > zinc > cadmio > cobre) y en su 

disponibilidad para las células vivas. Algunos, como cobalto, cromo, cobre, níquel y zinc, 

son esenciales para las plantas y, por lo tanto, no son tóxicos en bajas concentraciones, 

mientras que otros, como plata, arsénico, cadmio, mercurio, plomo y antimonio, son tóxicos 

en cualquier nivel y no tienen una función biológica conocida (Holm et al., 1995; Hoseini & 

Zargari 2013). Particularmente el cadmio (Cd; número atómico 48, peso atómico 112,41) 

pertenece al grupo XII de la tabla periódica de elementos químicos. Este metal se 

encuentra naturalmente en la corteza terrestre como un catión divalente (Cd2+) en forma 

de minerales, en concentraciones que normalmente oscilan entre 0,1 y 1,0 mg/kg. Las 

fuentes constantes de contaminación por cadmio están relacionadas con su aplicación en 

la industria como reactivo corrosivo, estabilizador en productos de PVC, pigmentos y 

baterías de Niquel-Cadmio (Genchi et al., 2020).  

 

La concentración de cadmio en el suelo representa solo fracciones diminutas del total de 

cationes intercambiables o de los cationes de la solución del suelo. Por lo tanto, es poco 
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probable que la presencia de cadmio afecte la química del suelo, por el contrario, puede 

afectar la función del ecosistema en niveles mínimos debido a su pronunciada toxicidad, 

que puede persistir, no solo por su tiempo de permanencia durante décadas, sino porque 

su biodisponibilidad no disminuye. (Smolders et al., 1999). 

 

La biodisponibilidad de los metales pesados en el suelo está influenciada por varias 

propiedades, especialmente el pH, la materia orgánica y la textura del suelo (Chen et al., 

2020). Entre ellos, se ha demostrado que el pH del suelo tiene una influencia mayor en la 

movilidad y biodisponibilidad de los metales pesados (Lu et al., 2017). Esto se debe a que 

existe una correlación positiva entre el pH del suelo y la carga negativa en la superficie de 

los coloides. Por lo tanto, esto mejora la interacción electrostática de las partículas del 

suelo y la adsorción de los coloides a los iones Cd+2 (Hassan et al., 2020). Se ha informado 

que, a niveles de pH por debajo de 6,5, aumenta la biodisponibilidad de cadmio en el suelo, 

lo cual se atribuye al incremento de carga positiva que se acumula en la superficie del 

suelo. Esto crea competencia entre Cd2+ con otros cationes, principalmente H+ y Al3+, por 

los sitios de unión, limitando la adsorción de Cd2+ (Du et al., 2018). Por el contrario, la 

biodisponibilidad de Cd disminuye en condiciones de pH del suelo superiores a 6,5. Este 

fenómeno está relacionado con el aumento de la adsorción de Cd2+ en la superficie del 

suelo con carga negativa (Wang et al., 2019). 

 

El cadmio se mueve fácilmente a través del suelo y se incorpora a la cadena alimentaria 

mediante la absorción por parte de algunas especies de plantas (hortalizas, tubérculos, 

cereales, granos) y animales (vacas, cerdos, ovejas, aves de corral, crustáceos, 

moluscos). La exposición al cadmio en los alimentos puede provocar su acumulación en 

tejidos, particularmente en los riñones, lo que puede causar disfunción tubular y daño renal 

con el tiempo (EFSA, 2009; WHO, 2011). Este metal compite con el calcio (Ca+2), debido 

a que tiene carga idéntica, radio iónico y comportamiento químico similar, lo cual puede 

reducir la absorción de calcio en el cuerpo, generando efectos tóxicos sobre el sistema 

esquelético (Lata et al., 2019). Sin embargo, los efectos tóxicos que puede causar el Cd 

en los humanos dependen de la cantidad del elemento en los alimentos, la frecuencia y la 

cantidad en que estos se consuman, y la edad y el peso de las personas. De este modo, 

podrían presentarse daños en ciertos órganos del cuerpo después de una ingesta muy alta 

y sostenida en el tiempo de alimentos con este metal pesado (Bravo et al., 2021a). 
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1.5.1 Cadmio en el suelo y en el cultivo de cacao 
 

La presencia de cadmio en el suelo se debe tanto a fuentes geogénicas (meteorización de 

las rocas y actividad volcánica) como antropogénicas (incendios forestales, fundición y 

refinación de cobre y níquel, quema de combustibles fósiles, erosión, actividades mineras 

e industriales, contaminación por uso de agroquímicos y agua de riego con alto contenido 

de cadmio) (Figura 1-3). Se ha informado que las concentraciones actuales de cadmio en 

el suelo son más altas que las generadas por fuentes geogénicas, lo cual se atribuye a las 

adiciones históricas de origen antropogénico (Maddela et al., 2020).  

 

Figura 1-3. Factores que influyen en la absorción de cadmio por raíces o brotes en 

cacao. *Fuentes contaminadas con cadmio. 

Fuente: Maddela et al., 2020. 

Se ha informado que la planta de cacao posee una afinidad natural por el cadmio, la cual 

puede estar influenciada por su origen genético (Jiménez, 2015; Maddela et al., 2020; 

Meter et al., 2019). El cadmio es absorbido por las plantas de cacao a través del suelo y 

se acumula principalmente en las semillas, éstas son procesadas a través de la 

poscosecha (fermentación y secado) y son la materia prima para la producción del 

chocolate, principal producto derivado del cacao, lo que genera riesgos potenciales para 

la salud humana por la ingestión de productos contaminados. Sin embargo, las diferentes 

concentraciones de cadmio en los granos no sólo dependen de la variedad sino también 
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del sitio geográfico. De acuerdo con Vanderschueren et al. (2021), quienes realizaron un 

metanálisis sobre diferentes encuestas de cadmio-cacao a nivel mundial, las 

concentraciones medias de Cd en los granos oscilan entre 0,02 y 12 mg/kg, siendo 

notablemente más altas en América Latina, donde más de la mitad de las muestras de 

grano, superaron el umbral aplicado por la EU para exportación (0,60 mg/kg). Este mismo 

estudio concluye que el enriquecimiento regional está relacionado con concentraciones de 

cadmio relativamente más altas en los suelos jóvenes de Latinoamérica. Por lo tanto, es 

probable que la fuente de cadmio tenga un origen geogénico en lugar de la derivada a 

partir de fertilizantes fosfatados o contaminación ambiental. En la tabla 1, se resume la 

concentración de cadmio en grano para los 10 países con mayor producción. 

 

Tabla 1-1. Concentraciones de cadmio en grano de cacao en los principales países 

productores  

Fuente: Vanderschueren et al., 2021. 

 

La concentración total del cadmio en el suelo comprende la contribución del material 

parental más las incorporaciones de fuentes externas, principalmente desde la actividad 

antropogénica (Alloway, 2013); mientras que el cadmio disponible varía en tamaño y carga, 

siendo la forma química presente en la solución del suelo. Esta puede manifestarse como 

cationes hidratados libres o como componentes adsorbidos en estructuras coloidales de 

naturaleza inorgánica (arcilla) u orgánica (humus). En esencia, corresponde al cadmio 

País origen 
Promedio 

(mg Cd+2/kg) 

Muestras 

analizadas 
Referencia 

Costa de Marfil 0,05 9 Yapo et al., 2014 

Ghana 0,05 30 Nnuro et al., 2020 

Indonesia 0,52 1 Knezevic, 1979 

Brasil 0,55 36 De Araujo et al., 2017 

Ecuador 0,90 560 Argüello et al., 2019 

Camerún 0,05 3 Vītola & Ciproviča, 2016 

Nigeria 0,02 3 Vītola & Ciproviča, 2016 

Perú 1,13 70 Arévalo-Gardini et al., 2017 

Rep. Dominicana 0,13 - Kruszewski et al., 2018 

Colombia 12,00 57 Rodríguez- Albarrcín et al., 2019 



Evaluación de inóculos microbianos en el proceso de fermentación de cacaos 
especiales para la mitigación del contenido de cadmio en grano 

29 

 

disponible para las plantas de cacao, el cual posee movilidad y capacidad para reaccionar 

químicamente en el suelo (Helmke, 1999). 

 

Las características del suelo (textura, pH, materia orgánica, contenido y tipo de arcillas, 

capacidad de intercambio catiónico, carbonatos y óxidos del hierro y manganeso), la 

ubicación geográfica, concentración de cadmio total en el suelo, la genética de los cultivos, 

la rotación de cultivos y las técnicas agrícolas, son algunos de los factores a los cuales se 

les ha atribuido la variabilidad de las concentraciones de cadmio en los granos de cacao 

de diferentes sitios (Bravo et al., 2021b; Nazar et al., 2012; Villanueva, 2019). Se ha 

demostrado que el pH es el principal factor que interviene en la disponibilidad y posterior 

absorción de cadmio por parte de las plantas (Gramlich et al., 2017). Un suelo ácido hace 

más disponible el cadmio ya que al disminuir el pH aumenta la solubilidad de los metales 

y la absorción a través de las raíces. A pH menores de seis el cadmio se adsorbe 

débilmente en la materia orgánica, arcillas y óxidos; mientras que a pH mayores de siete 

o en suelos alcalinos, el cadmio no es móvil, ya que puede coprecipitar con CaCO3, o 

precipitar como CdCO3, disminuyendo de esta manera su absorción por parte de las 

plantas. (Alloway, 2013; Tantalean, 2017) 

 

El cadmio total en el suelo es un predictor útil de la absorción de este metal solo si se 

combina con el conocimiento de los factores anteriormente mencionados (Gramlich et al., 

2018; Norvell et al., 2000). Estudios han informado correlaciones positivas y 

estadísticamente significativas entre las concentraciones totales de cadmio en suelos y en 

granos de cacao (Gramlich et al., 2018; Ramtahal et al., 2016; Zug et al., 2019). Por el 

contrario, Aguirre-Forero et al. (2020) encontraron concentraciones de cadmio en grano de 

cacao (0,5 mg/kg) que superan el límite permisible, mientras que la concentración de 

cadmio en el suelo (0,1 mg/kg) fue óptima para el cultivo de cacao, lo que sugiere que el 

origen del cadmio es antropogénico y está relacionado con el manejo del cultivo. Por otra 

parte, en Ecuador (Argüello et al., 2019; Barraza et al., 2021; Chávez et al., 2015), 

Honduras (Gramlich et al., 2018) y Perú (Arévalo-Gardini et al., 2017; Tantalean & Huauya, 

2017), realizaron mediciones de los niveles de cadmio en suelos y granos de cacao donde 

se encontraron concentraciones que indican suelos contaminados con este metal y granos 

que sobrepasan los límites permisibles por la UE. Del mismo modo, Bravo et al. (2021) 

publicó la primera encuesta de concentración de cadmio en suelos cultivados con cacao 
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en Colombia, donde se identificaron áreas problemáticas o “puntos calientes” según la 

distribución espacial de este metal, cuya concentracion promedio fue de 1,43 mg/kg. En la 

figura 1-4, se muestra la concentracion de cadmio en suelo para los departamentos 

productores de cacao en Colombia. 

 

Figura 1-4. Distribución de cadmio pseudototal en el suelo de 1837 fincas productoras de 

cacao en Colombia. 

Fuente: Bravo et al., 2021. 

 

El cadmio es absorbido especialmente por los pelos radicales y células epidérmicas, luego 

es transportado hacia el interior de la raíz mediante las células parenquimatosas, para 

entrar finalmente a los haces vasculares (xilema) y ser traslocado a través del flujo 
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transpiratorio hacia las partes aéreas (Song et al., 2017). La velocidad de translocación del 

cadmio desde las raíces hasta los tejidos aéreos está influenciada por procesos como el 

secuestro vacuolar, la carga en el xilema y la transferencia entre vasos del xilema y el 

floema. Durante el transporte radial a través de las células de la raíz, el cadmio puede ser 

almacenado en vacuolas como una medida protectora para reducir su movilidad hacia 

otros tejidos. Un transportador clave en este proceso de secuestro vacuolar es la ATPasa 

3 de metales pesados (HMA3), presente en la membrana de las vacuolas, que se ha 

demostrado ser crucial en la retención de cadmio en las raíces de diversas plantas como 

arroz (Wang et al., 2019), soja (Wang et al., 2012) y col china (Zhang et al., 2019). 

 

Se ha informado que las concentraciones de cadmio en los frutos de cacao disminuyen en 

el siguiente orden, basado en el peso: cascarilla > nibs ~ placenta ~ cáscara de la mazorca 

> mucílago (Vanderschueren et al., 2020). Se destaca que la cascarilla presenta el 

contenido más alto de cadmio, con valores que son de 1,5 a 1,8 veces mayores en 

comparación con las concentraciones encontradas en los nibs. Sin embargo, esta relación 

de concentración (cadmio en la cascarilla sobre cadmio en nibs) varía dependiendo del 

genotipo de cacao, oscilando entre 1,2 hasta >7 (Lewis et al., 2018). A pesar de su elevada 

concentración de cadmio, la cascarilla representa solo una pequeña parte del peso total 

del grano, por lo tanto, también es responsable de solo una pequeña fracción del cadmio 

total del mismo. Por ejemplo, Vanderschueren et al. (2020) informaron que, en los granos 

de cacao no fermentados, el 91% del cadmio total del grano se encontró en los nibs y solo 

el 9% provenía de la cascarilla.  

 

Por otra parte, se ha reportado la existencia de diferentes vías de distribución de nutrientes 

entre las cáscaras de las mazorcas de cacao y los granos (De Araujo et al., 2020). 

Engbersen et al. (2019) han informaron que el fraccionamiento de cadmio dentro del fruto 

de cacao puede cambiar durante su maduración en el árbol. Sus resultados mostraron una 

disminución en las concentraciones de cadmio en la cáscara de la mazorca y un aumento 

en el grano (sin pelar) durante la maduración, lo que sugiere la posibilidad de una 

removilización de cadmio desde la cáscara hacia el grano. Sin embargo, se requiere llevar 

a cabo investigaciones adicionales para respaldar esta información, ya que las diferencias 

observadas en las concentraciones de cadmio entre los frutos podrían estar relacionadas 
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más con la variabilidad en la concentración de cadmio entre los frutos de un mismo árbol 

que con un efecto de la maduración en sí misma. 

 

A pesar de los avances, la información sobre la distribución y especiación de cadmio en 

los granos de cacao y otros tejidos de la planta sigue siendo limitada. Thyssen et al. (2018) 

llevaron a cabo un mapeo bidimensional de la distribución de cadmio en secciones de 

granos de cacao fermentados utilizando espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente por ablación láser (LA-ICP-MS). Sus resultados evidenciaron que el 

cadmio estaba predominantemente en la cascarilla en comparación con los nibs, y también 

informaron un ligero enriquecimiento de este metal en la parte meristemática de los nibs 

(radícula e hipocótilo). Además, observaron que la distribución de cadmio era similar a la 

de Zn y, en cierta medida, a la de Mg, K y P. Del mismo modo, Vanderschueren et al. 

(2020) también utilizaron imágenes LA-ICP-MS para visualizar la distribución de cadmio 

en granos de cacao sin fermentar, evidenciando que la capa de la cascarilla era 

visiblemente distinguible de la semilla debido a su elevado contenido de cadmio. Sin 

embargo, la especiación y la localización del cadmio suelen investigarse en sistemas 

vegetales expuestos a altas concentraciones de este metal. Estos estudios no permiten 

establecer comparaciones con las condiciones naturales del campo que afectan al cacao. 

Es fundamental realizar más investigaciones sobre la especiación y la distribución en 

cultivos bajo condiciones reales de campo, con el fin de comprender mejor los mecanismos 

utilizados por la planta de cacao para almacenar el cadmio. 

 

Además, en un suelo cultivado interactúan muchos procesos al mismo tiempo. Lo que se 

conoce como capa cultivable o capa arable (primeros 30 cm del suelo) es la responsable 

de contener y entregar los nutrientes que la planta requiere. Luego, debajo de ella se 

encuentra el llamado “subsuelo”, que influye directamente en la composición y formación 

de la anterior capa. En algunas regiones de Colombia este subsuelo puede ser rico en 

metales pesados como el cadmio. Del mismo modo, las diferentes causas antropogénicas 

(actividades humanas) mencionadas anteriormente, como el uso de agroquímicos y la 

minería cercana al cultivo, también pueden ser fuente de cadmio en los cultivos en algunos 

sitios (Bravo et al., 2021ª). Teniendo en cuenta que la acumulación de cadmio en las capas 

superficiales del suelo podría generar un exceso de este metal en los granos de cacao 

(Chávez et al., 2015), esto representaría un riesgo para la economía de varias zonas 

productoras en el país, pues en Santander, Boyacá y Arauca se han encontrado zonas con 
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altos niveles de cadmio en suelo, lo cual podría generar acumulación de altas 

concentraciones de este metal en los granos, sobrepasando de esta manera los niveles 

permisibles exigidos por el mercado mundial (Bravo et al., 2018; Bravo & Benavides-Erazo, 

2020). 

 

Por consiguiente, los productos terminados a base de cacao que son exportados a países 

con alto consumo de este alimento, como el continente europeo, que consume el 36% del 

cacao que se produce a nivel mundial, son regulados a través de legislaciones que limitan 

la concentración de cadmio. En este sentido, el reglamento N°488/2014 de la Unión 

Europea UE (EU, 2014) que entró en vigor en el año 2019, establece diferentes niveles 

permisibles para cuatro categorías de productos específicos de cacao y chocolate (Tabla. 

1-2). Es importante resaltar que la regulación de la UE no aplica para materia prima, es 

decir, para cacao en grano. Sin embargo, los compradores se basan en los límites de los 

granos de cacao para garantizar que los productos finales estén por debajo de los niveles 

máximos permitidos (Meter et al., 2019). 

 

Tabla 1-2. Concentraciones máximas de cadmio en productos de cacao según 

Reglamento 488/2014 de la EU (EU 2014) 

Producto 
Materia seca 

(%) 

Límite máximo permitido 

(mg Cd+2/kg) 

Chocolate con leche <30 0.10 

Chocolate con leche ≥30 0.30 

Chocolate <50 0.30 

Chocolate ≥50 0.80 

Cacao o ingrediente de cacao en polvo --- 0.60 

Fuente: Unión Europea. Diario Oficial de la UE (2014) 

1.6. Estrategias de mitigación de cadmio en cacao 

 

Considerando la heterogeneidad de la problemática identificada, debido a condiciones 

ambientales y del suelo, es realmente un desafío mitigar la bioacumulación de cadmio en 

los cultivos de cacao, en consecuencia, es necesario implementar un conjunto de 

alternativas integradas para la mitigación de este metal desde el cultivo hasta el producto 
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final. Estas alternativas deben ser económica y técnicamente viables para los agricultores, 

de tal manera que permitan obtener un producto inocuo, de calidad y altamente competitivo 

en el mercado nacional e internacional. 

 

1.6.1. Delimitación de zonas de alto riesgo para el establecimiento 
de plantaciones 
 

Los análisis de suelo debe ser un requisito para que los productores de cacao actuales y 

los nuevos identifiquen los suelos y agua con niveles más bajos de cadmio, de este modo, 

el muestreo del suelo se debe abordar ampliamente, ya que los contenidos de cadmio no 

son homogéneos. Además, factores como el pH, conductividad eléctrica, carbonato de 

calcio, materia orgánica, fósforo, potasio, propiedades físicas, textura, capacidad de 

intercambio de cationes, cationes cambiables (Ca+2, Mg+2, K+, Na+, Al+3 + H+), suma de 

cationes, (suma de bases, saturación de bases) deben ser considerados para la 

caracterización de los suelos. Por otra parte, los laboratorios de análisis de caracterización 

de suelos para plantaciones de cacao deben ser acreditados; así como también los 

métodos de determinación incluyendo el material de referencia certificado, estándares y la 

incertidumbre (Comisión del Codex Alimentarius, 2018). 

 

Las zonas que se encuentran en riesgo de contaminación con cadmio deben evitarse para 

nuevas plantaciones de cacao. Aunque esto no es sencillo debido a la variabilidad en la 

respuesta de los árboles de cacao a los niveles de cadmio del suelo. Es importante tener 

en cuenta que, si bien muchos agricultores no pueden elegir o cambiar la ubicación de sus 

tierras agrícolas, pueden decidir qué cultivo plantar. En áreas de altos niveles de cadmio 

en el cacao, puede ser recomendable plantar otro cultivo que no presente esta 

problemática, al menos a corto plazo (Meter et al., 2019). Además, los límites para el 

cadmio en el suelo en nuevas plantaciones deberían estar relacionados con las 

propiedades del suelo: la arcilla, los óxidos de hierro (Fe) y manganeso (Mn) y la materia 

orgánica, y zinc (Zn), esta información sería importante en las decisiones del lugar de 

instalación de los cultivos (Comisión del Codex Alimentarius, 2018). 
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1.6.2. Aplicación de enmiendas al suelo 
 

La fitodisponibilidad de cadmio está fuertemente influenciada por el pH del suelo (Li et al., 

2016; Ramtahal et al., 2019; Xiao et al., 2017) ya que la solubilidad de los metales pesados 

es significativamente más alta en condiciones ácidas (pH bajo = 3,0 a 5,0). Esta es 

precisamente la razón por la cual se realiza la aplicación de enmiendas, práctica agrícola 

que contribuye a la disminución de la biodisponibilidad de cadmio en los suelos (Ramtahal 

et al., 2019; Shi et al., 2019; Xiao et al., 2017). Dicha reducción tiene lugar cuando los 

niveles de pH del suelo son superiores a 6, ya que el cadmio tiende a unirse con la materia 

orgánica y otros minerales. Se han realizado esfuerzos para mitigar el cadmio fitodisponible 

en suelos utilizando turba leñosa y Fe (NO3)3 (Wang et al., 2019), hierro cero valente y 

biocarbón (biomasa de origen vegetal) (Qiao et al., 2018; Ramtahal et al., 2019), cal (Zhu 

et al., 2016), aplicación foliar de sílice o selenio (Cui et al., 2018), sustancias inorgánicas 

(fósforo y zinc), zeolitas (Hamid et al., 2019), nanopartículas de plata (Ji et al., 2017), 

adición exógena de ácido málico (Hawrylak-nowak et al., 2015), pretratamiento de la planta 

con ácido salicílico (Guo et al., 2007) . Dichos tratamientos pueden inducir la formación de 

grupos funcionales en los adsorbentes como biocarbón, turba leñosa, entre otros e 

inmovilizar el cadmio del suelo. 

Es importante tener en cuenta que las enmiendas con sustancias orgánicas e inorgánicas 

pueden causar cambios en los microambientes del suelo como la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), estrés oxidativo y peroxidación de lípidos en las membranas 

celulares. Sin embargo, no hay conocimiento sobre la calidad del rendimiento de los 

cultivos en los entornos que han sido intervenidos a través de la aplicación de dichas 

enmiendas (Maddela et al., 2020).  

 

Por otra parte, se sugiere evitar el uso excesivo de fertilizantes fosfatados (Meng et al., 

2019) dado que la contaminación con cadmio de varios sistemas agrícolas está 

relacionada con la presencia de este metal en la roca fosfórica (Roberts, 2014). Además, 

estos fertilizantes pueden restringir la absorción de zinc por parte de los cultivos, puesto 

que estos metales son muy similares químicamente y compiten entre sí en los procesos 

de absorción y transporte al interior de la planta, lo que permite una mayor movilidad de 

cadmio (Roberts, 2014). En tal sentido, se debe aplicar una adecuada nutrición con zinc y 

con fosforitas de origen ígneo pues tienen un menor contenido de cadmio comparado con 
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los fertilizantes fosfatados y la roca fosfórica sedimentaria; así mismo, la fertilización debe 

ser suficiente y balanceada, verificando los contenidos de metales pesados en estos, pues 

se sabe que en suelos bien provistos de nutrientes son bajas las probabilidades de 

bioacumulación de cadmio (Comisión del Códex Alimentarius, 2018). 

 

Además de los fertilizantes, el agua de riego que contiene cloruro puede aumentar la 

solubilidad y la movilidad de cadmio en las plantas. La absorción de cadmio por parte de 

las plantas es mayor en suelos salinos o en suelos irrigados con agua que contiene altos 

niveles de cloruro (Olaniran et al., 2013). Por lo tanto, analizar el agua de riego para 

verificar los niveles de cloruro y cadmio es fundamental para minimizar su absorción en los 

cultivos. 

 

1.6.3 Manejo de residuos de poda y cosecha 
 

Cuando se detectan altas concentraciones de cadmio en los granos de cacao, estas 

también son altas o incluso más altas en las hojas y en las cáscaras de las mazorcas. Las 

hojas muertas y las cáscaras de mazorcas generalmente se dejan degradar en las 

plantaciones para reducir la pérdida de nutrientes y mejorar la materia orgánica del suelo. 

El cadmio presente en estos tejidos se lixiviará a través del suelo o se reciclará dentro del 

sistema (Meter et al., 2019). Por tanto, en zonas en que los niveles de cadmio en el suelo 

son altos, se recomienda retirar el material de poda y cosecha del terreno (Comisión del 

Codex Alimentarius, 2018). 

 

En Colombia, se ha reportado que la hojarasca de cacao tiene un mayor contenido de 

cadmio que los granos y hojas, con un promedio de 85,5 mg/kg, lo que según los autores 

implica un alto nivel de ciclos de cadmio en sus áreas de estudio. Sin embargo, la 

importancia relativa de esto en comparación con otros procesos aún no se ha entendido. 

El uso de isótopos de cadmio estables para rastrear el reciclaje de cadmio entre el tejido 

en descomposición y el tejido vivo podría ser útil para abordar esta brecha de conocimiento 

(Albarrcín et al., 2019). 
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1.6.4. Mezcla de granos 
 

La mezcla de granos de cacao con alto contenido de cadmio con granos de otras regiones 

o incluso de países con un contenido bajo de cadmio puede ser una solución efectiva a 

corto plazo para garantizar que los productos no excedan los límites reglamentarios. 

Además, la mezcla con ingredientes tales como azúcar, leche y mantequilla reduce la 

concentración de cadmio en los productos. Sin embargo, esto no resuelve el problema de 

base y se pierde identidad y origen que caracteriza a países productores de cacao fino de 

aroma. Asimismo, es necesario establecer una trazabilidad del contenido de cadmio (Meter 

et al., 2019). 

 

1.6.5. Germoplasma con baja acumulación de cadmio 
 

El uso de herramientas de la ingeniería genética es considerado otra opción para mitigar 

la bioacumulación de cadmio en el cacao. Se ha informado de un gen que codifica la 

proteína de unión a cadmio en plantas de cacao, lo que ofrece un gran aporte para la 

solución del problema de cadmio en cacao a través de la selección y modificación genética 

(Ullah et al., 2018). Estas proteínas de unión a cadmio podrían ser las responsables de la 

alta tasa de transferencia de cadmio del suelo a la planta (Satarug et al., 2010) 

 

El enfoque basado en genes ofrece la posibilidad de seleccionar cultivares de cacao con 

baja absorción de cadmio, pues se ha informado que Theobroma cacao posee proteínas 

conservadas evolutivamente para la absorción de cadmio (Ullah et al., 2018). Los 

genotipos seleccionados no solo disminuyen la absorción de cadmio a través de las raíces, 

sino que también tienen una baja predisposición para transferir cadmio de las raíces a las 

hojas y los frutos. Por tanto, la identificación o pérdida de función inducida por mutaciones 

en los genes específicos podría ayudar a la generación de clones de cacao con menor 

capacidad de absorción y acumulación de cadmio (Maddela et al., 2020). Sin embargo, 

esta estrategia sería a largo plazo ya que la planta tarda entre 5 y 7 años en alcanzar la 

etapa de fructificación. 
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1.6.6. Fitorremediación 
 

La fitorremediación es una estrategia que se basa en el crecimiento de plantas en suelos 

contaminados a fin de que ellas remuevan los metales pesados por procesos de 

fitoextracción y fitovolatilización o que sean estabilizados a formas menos tóxicas gracias 

a la fitoinmobilización y fitoestabilización (Gong et al., 2018; Raza et al., 2020; Zhang et 

al., 2020). Hay una variedad de vías involucradas en la fitorremediación (Lata et al., 2019). 

Dichos procesos dependen en gran medida del tipo de contaminantes, ya que involucran 

diferentes mecanismos dependiendo de su naturaleza (Kasiuliene & Paulauskas, 2013). 

En el caso del cadmio, la fitorremediación se da por procesos de fitoestabilización para 

retenerlo en el suelo e impedir su movilización y fitoextracción para sacarlo de la matriz 

ambiental, mientras que otros contaminantes, tales como compuestos clorados e 

hidrocarburos se remedian a través volatilización, rizorremediación y degradación (Kuiper 

et al., 2014; Meagher, 2000).  

 

Las plantas utilizadas en fitorremediación poseen características como crecimiento y 

desarrollo rápido, alta producción de biomasa, un sistema radicular profundo y denso, 

facilidad para cultivar y un alto coeficiente de bioacumulación (Kathal et al., 2016). Para la 

selección de una especie vegetal para la fitorremediación, se deben considerar varios 

factores, incluido el sistema de raíces (grifo o fibroso, dependiendo de la toxicidad del 

contaminante), el grado en que el contaminante es perjudicial para la planta, la tasa de 

crecimiento de la planta en presencia del contaminante, y el tiempo para alcanzar la 

cantidad deseada de remediación. Además, la remediación de cadmio por parte de las 

plantas depende de ciertos factores del suelo, tales como la concentración del metal, el 

pH, la concentración de nutrientes y la temperatura (Radziemska, 2017). 

 

Se ha demostrado que la planta del asma (Euphorbia hirta L.), la pamplina (Ageratum 

conyzoides L.) y el pasto indio (Eleusine indica L.) reducen los niveles de cadmio en el 

suelo en un 51,8, 52,2 y 58,8%, respectivamente (Lata et al., 2019). Las plantas 

fitorremediadoras pertenecen a varias familias de Poaceae, Violaceae, Lamiaceae, 

Febaceae, Cyperaceae, Euphorbioceae, Asteraceae, Caryophyllaceae, Cunouniaceae y 

Brassicaceae (Vijayalakshmi et al., 2018). Se ha demostrado que la colza y el girasol son 

plantas favorables para la remediación eficaz de cadmio (Li et al., 2018a). Otros estudios 

han reportado plantas nativas hiperacumuladoras de cadmio como Leucaena, Vetiver 



Evaluación de inóculos microbianos en el proceso de fermentación de cacaos 
especiales para la mitigación del contenido de cadmio en grano 

39 

 

grass, Desmodium, Igna, Acacia holosericea. (Lamb et al., 2010; Gramlich et al., 2017). A 

través de la microscopía electrónica de transmisión también se reveló una alta propensión 

a la hiperacumulación de metales pesados en las raíces de Parthenium hysterophorus, 

Cannabis sativa, Solanum nigrum y Ricinus communis (Chandra et al., 2016). 

 

Esta estrategia de remediación constituye un método económicamente viable, por lo cual 

es ampliamente aceptada, además de los beneficios que aporta a las propiedades 

fisicoquímicas del suelo, así como a la calidad biológica de suelos contaminados. Es 

importante mencionar que, a pesar de no ser ampliamente estudiada la fitorremediación 

de cadmio en suelos cultivados con plantas de cacao, si existen reportes en la literatura 

de diferentes especies vegetales, fúngicas y microbianas que puedan captar e inmovilizar 

este metal, reduciendo así su biodisponibilidad para la absorción por las plantas de cacao 

(Gramlich et al., 2017; Lata et al., 2019; Pérez-Moncada et al., 2019). 

 

1.6.7. Biorremediación 
 

La biorremediación se define como el uso de microrganismos, plantas, animales u otros 

tipos de biomasa viva o inactiva, con el fin de degradar biológicamente, y bajo condiciones 

controladas, contaminantes presentes en un ecosistema o disminuir su acción toxica sobre 

el medio ambiente y los seres vivos (Singh & Gupta, 2016). Entre los microrganismos 

utilizados con tal propósito se destacan diferentes géneros de bacterias (p.ej. Bacillus, 

Lactobacillus, Pseudomonas) (Arce-Inga et al 2022; Bravo et al 2018), levaduras (p.ej. 

Saccharomyces; Pichia) (Aibeche et al 2022; Hadiani et al., 2018), hongos (p.ej: 

Aspergillus, Mucor, Penicilium, Trichoderma) (Guerra et al. 2014; Pérez-Moncada et al. 

(2019), y algas (p.ej: Chlorella, Padina) (Cheng et al., 2017; Kaewsarn & Yu, 2001). La 

biorremediación mediada por microorganismos tiene lugar en los ecosistemas a través de 

una fuerte interacción entre las fuentes de metales pesados y los microorganismos nativos 

de estos ambientes. Los microorganismos han desarrollado mecanismos de resistencia 

únicos que les permiten sobrevivir y, en algunos casos, formar complejos o atrapar 

fuertemente los metales pesados disminuyendo su concentración en determinados 

entornos (Monachese et al., 2012b). La remediación microbiana se puede agrupar 

principalmente en cinco subclases: biosorción, bioacumulación, biotransformación, 

biomineralización y biodegradación (Figura 1-5). 
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Varios estudios indican que ciertas especies de Bacillus ayudan de manera eficiente a 

eliminar la toxicidad de contaminantes como plomo, niquel, hierro, cobre, cromo, cadmio y 

argón en suelos agrícolas contaminados o efluentes industriales (Radhakrishnan et al., 

2017; Sabae et al., 2006). Del mismo modo, se ha informado sobre la remediación eficiente 

de iones de niquel, plomo, cobre, cromo y cadmio por parte de algunas especies de 

Pseudomonas (Chellaiah, 2018; Karimpour et al., 2018). Los estudios sobre el plomo y el 

cadmio a menudo se realizan juntos, ya que son elementos que parecen reaccionar con 

géneros bacterianos de manera similar. Ibrahim et al. (2006), demostró que los géneros de 

Lactobacillus y Bifidobacterium pueden unir plomo y cadmio en solución acuosa. 

Observaron un fenómeno de unión rápida en todas las especies estudiadas, con las 

concentraciones más altas de plomo y cadmio unidas entre cinco minutos y una hora. Más 

importante aún, el metal permaneció fuertemente secuestrado por la célula sin disociarse, 

incluso 48 horas después de la prueba. 

 

A través de ciertos estudios, algunos microorganismos han sido identificados como 

altamente tolerantes al cadmio y capaces de reducir su disponibilidad para las plantas. 

Bravo et al. (2018), evaluaron el contenido de cadmio total del suelo y la presencia de 

bacterias cultivables tolerables al cadmio (CdtB) en suelos de cacao del noreste de 

Colombia, donde se aislaron 129 cepas, lo que indica que hay un amplio grupo filogenético 

con la habilidad de tolerar elevadas concentraciones de cadmio. De este grupo, la cepa de 

Enterobacter sp. CdDB41 presentó la mayor capacidad de inmovilización de cadmio. Sin 

embargo, los investigadores también destacan que, en campo, las bacterias deben 

adaptarse a diferentes niveles de cadmio y propiedades del suelo, las cuales serán 

definitivas en su acción inmovilizadora del metal. Para esto sugieren un estudio a nivel de 

invernadero con el fin de determinar el impacto de la adición de la CdtB Enterobacter sp 

CdDB41 en experimentos de invernadero con plántulas de T. cacao durante la exposición 

a cadmio, con el propósito de comprender el proceso metabólico que controla la absorción 

de este metal en las células bacterianas y el bloqueo del transporte de cadmio disponible 

en la planta hacia las semillas. 

 

Ramtahal et al. (2012), a través de un estudio a nivel in vitro en cacao, encontraron que la 

adición de un producto comercial a base de micorrizas dio lugar a un aumento de la 

concentración de cadmio en las plántulas. Jacome et al. (2016), reportó una disminución 

en la concentración de cadmio en plántulas de cacao en suelos con 12 y 24 mg Cd+2/kg, 
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al aplicar un producto con micorrizas similar al anterior. Del mismo modo, Pérez-Moncada 

et al. (2019), demostró una reducción en el contenido de cadmio en los granos de cacao 

cuando se cultivaron con hongos formadores de micorrizas arbusculares (HFMA) nativos 

en suelos con concentraciones de 24 mg Cd+2/kg. Otro estudio realizado por Guerra et al. 

(2014), en el cual cepas de Aspergillus y Trichoderma aisladas de suelos contaminados 

con cadmio en cultivos de cacao del municipio de San Vicente de Chucuri y el Carmen de 

Chucurí (Santander) y de suelos mineros de la región de California (Santander), 

presentaron porcentajes de biosorción de este metal in vitro de 98,6 % y 96%, 

respectivamente. 

 

También se han realizado estudios sobre la evaluación de tratamientos químicos, físicos, 

enzimáticos y biológicos para disminuir concentraciones de cadmio durante la 

fermentación de cacao. Morales-Rodríguez et al. (2022), evaluó la enzima 

pectintranseliminasa (PTE) en dos variedades de cacao (Nacional y CCN-51). El cacao 

nacional presentó menor contenido de cadmio en el grano tratado cuando se aplicó PTE 

sobre cacao en baba, seguido de un lavado completo y el secado por tamiz. Resultados 

similares se obtuvieron en el cacao CCN-5. Adicionalmente, el uso de PTE tuvo un efecto 

positivo en la calidad física y sensorial de los granos de cacao. De manera similar, Cruz-

Prada et al. (2021), encontraron que el pre-escurrido del grano en baba disminuye la 

presencia de cadmio en el producto final. Los autores reportaron concentraciones de 

cadmio de 20,48 mg Cd+2/kg cuando se realizaba el pre-escurrido y 23,72 mg Cd+2/kg sin 

realizar este proceso. En otro estudio, se evaluó la combinación de sustancias acidificantes 

y quelantes con presecado y lavado, donde la reducción de cadmio en el grano estuvo 

influenciada significativamente por el lavado (49.2 %) y presecado (28.6%) (Cedeño, 

2020). En cuanto a los métodos biológicos (microorganismos) estudiados, Morrejon (2022), 

reportó que la levadura Saccharomyces cerevisiae en combinación con la enzima Polifenol 

oxidasa (PPO), permitieron una disminución del contenido de cadmio en las almendras de 

cacao seco. Asimismo, para el efecto principal de tiempos de fermentación, el menor 

contenido de cadmio se alcanzó a las 120 horas. 

 

Dado que la implementación de microorganismos en el proceso de fermentación de cacao 

para disminuir los niveles de cadmio en grano es una línea de investigación nueva, existe 

poca información disponible al respecto en la literatura. Sin embargo, el sector privado y 
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varios centros de investigación del país han adelantado estudios de mitigación de cadmio 

en grano a través del uso de microorganismos, obteniendo una reducción en el contenido 

de cadmio entre 20 y 25%, pero hasta el momento no hay resultados disponibles. En tal 

sentido, el mecanismo de biosorción a partir de biomasa microbiana se convierte en una 

alternativa con potencial para la mitigación de Cd en cacao debido a su selectividad, 

compatibilidad con los procesos de obtención de cacao y compatibilidad con el medio 

ambiente. 

 

Figura 1-5. Mecanismos de remediación microbiana para reducir metales pesados y 

pesticidas 

 

Fuente: Zhang et al., 2020. 

 

 Biosorción 
 

La biosorción es un proceso fisicoquímico independiente del metabolismo celular (Hlihor 

et al., 2017). Los iones de los metales pesados se adsorben en la superficie de la célula o 

en el sitio activo de los biosorbentes (Podstawczyk et al., 2015), siendo los más utilizados 

células vivas y muertas de bacterias, algas y hongos (Delangiz et al., 2020; Kapahi & 

Sachdeva, 2019). La adsorción, la quelación/complejación, el intercambio iónico y la 
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precipitación superficial son los procesos involucrados en la biosorción, entre ellos, el 

intercambio iónico se considera el principal mecanismo, que se produce a través de 

diferentes grupos funcionales presentes en la superficie de la biomasa (Vijayaraghavan et 

al., 2015). Las paredes celulares de los biosorbentes constan de varios grupos funcionales, 

como grupos amino, carboxilo, hidroxilo y carbonilo, que eliminan los iones metálicos 

formando un complejo químico (Ramrakhiani et al., 2016; Li et al., 2018b). Varios autores 

han informado que varias cepas de bacterias vivas y muertas son eficientes para la 

biosorción de metales pesados (Boeris et al., 2018; Lu et al., 2018; Vishan et al., 2019). 

 

 Bioacumulación 

 

La bioacumulación, es un proceso metabólicamente activo y depende del sistema de 

almacenamiento. En este sistema, los iones de los metales pesados se transportan a 

través de la bicapa lipídica de la membrana celular hacia los espacios intracelulares o el 

citoplasma con la ayuda de proteínas transportadoras (Pande et al., 2020). La 

bioacumulación depende de mecanismos físicos, químicos y biológicos, como la 

endocitosis, canales iónicos, transporte mediado por proteínas, permeación de complejos 

y lípidos (Shahpiri & Mohammadzadeh, 2018). Ahemad (2012), informó sobre estudios de 

bioacumulación de diversos metales como plomo, níquel, plata, mercurio y cadmio. El 

estudio realizado por Rani & Goel (2009) demostró la acumulación de cadmio periplásmico 

e intracelular por Pseudonomas putida 62 BN mediante análisis de microscopía electrónica 

de transmisión. Además, Naskar et al. (2020), demostró que las células en crecimiento de 

Bacillus cereus M116 acumulan alrededor del 20% de Ni+2 intracelularmente. 

 

 Biotransformación 

 

La biotransformación es un proceso en el que se altera estructuralmente un compuesto 

químico, por lo que se sintetiza una molécula relativamente más polar (Pervaiz et al., 2013). 

Este contacto entre el metal y los microorganismos hace que los metales tóxicos y los 

compuestos orgánicos se alteren a una forma comparativamente menos peligrosa. El 

desarrollo de este mecanismo en los microorganismos hace que estos se aclimaten a los 

cambios ambientales. Las transformaciones microbianas se pueden lograr mediante la 
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producción de nuevos enlaces de carbono, isomerización, introducción de grupos 

funcionales, oxidación, reducción, condensación, hidrólisis, metilación y desmetilación. Se 

ha informado de la transformación de metales mediante la aplicación de Micrococcus sp. 

y Acinetobacter sp. para oxidar As3+ en As+5, el cual es menos tóxico y soluble (Nagvenkar 

& Ramaiah, 2010). Thatoi et al. (2014) informaron que Bacillus sp SFC 500-1E, tolerante 

a Cr+6, reduce Cr+6 a Cr+3, convirtiéndolo en una forma menos tóxica. 

 

 Biodegradación 

 

El término biodegradación se refiere al proceso mediante el cual se producen cambios 

inducidos biológicamente en un sustrato. Durante este proceso, los organismos 

microbianos alteran el material a través de vías metabólicas o enzimáticas (Cravens et al., 

2019), por tanto, el crecimiento y el metabolismo son componentes críticos en este 

sistema. Los contaminantes se convierten en carbono y energía, permitiendo la eliminación 

(mineralización) de estos. Existen varios factores que afectan la capacidad de los 

microorganismos para utilizar contaminantes como sustratos o metabolizarlos. En este 

sentido, la velocidad y el alcance de la degradación parecen estar regulados por el 

potencial genético y factores ambientales como la temperatura, el pH y la disponibilidad de 

fuentes de nitrógeno y fósforo (Ali et al., 2023). 

 

 Biomineralización 

 

La biomineralización se refiere al proceso de transformación de metales iónicos en 

minerales sólidos, llevado a cabo en células y tejidos específicos bajo el control o influencia 

de materia orgánica biológica. El mecanismo se divide en mineralización inducida 

biológicamente y mineralización controlada biológicamente, dependiendo del grado en que 

el producto esté controlado. La mineralización inducida biológicamente ocurre fuera de la 

célula, donde los polímeros extracelulares secretados proporcionan sitios de nucleación 

para iones metálicos. La mineralización controlada biológicamente generalmente implica 

dos vías. En primer lugar, los cationes se transportan activamente al interior de la célula y 

luego se propagan a la matriz orgánica. En segundo lugar, los cationes se acumulan en la 

célula para formar vesículas, las cuales se transportan al exterior de la célula y se rompen 

en la matriz orgánica para liberar cationes y formar minerales (Zhang et al., 2020) Se ha 
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reportado la existencia de bacterias mineralizadoras de carbonatos que utilizan la ureasa 

para descomponer el sustrato y generar carbonato. Este carbonato, a su vez, facilita la 

mineralización de los iones metálicos (Li et al., 2013).  

 

1.7. Condiciones de cultivo de microorganismos 

 

La optimización de condiciones de cultivo es uno de los fenómenos más investigados antes 

de llevar a cabo una escala mayor. En la actualidad, esta optimización se ha vuelto más 

dinámica, efectiva, eficiente, económica y robusta en la obtención de resultados, puesto 

que se identifican las condiciones de fermentación más adecuadas como pH, temperatura, 

velocidad de agitación, entre otros; así mismo, se identifican los componentes adecuados 

del medio de cultivo como la fuente de carbono, nitrógeno, entre otros; permitiendo así 

alcanzar la concentraciones máximas del producto de interés (Franco-Lara et al., 2006; 

Wang et al., 2020). Por todo esto, las condiciones de operación y el desarrollo del ambiente 

de producción son parámetros específicos para cada cepa y son indispensables a la hora 

de determinar la eficiencia del proceso biotecnológico para obtener grandes cantidades de 

biomasa (Vehapi et al., 2022). 

 

 





 

 
 

Capítulo 1. Microorganismos aislados de la 

fermentación de cacao con capacidad para 

disminuir concentraciones de cadmio en 

medio acuoso 

 

Resumen 

 

La contaminación por metales pesados es un motivo de gran preocupación, ya que 

no son biodegradables y se acumulan en el suelo, el agua y el aire, lo que altera 

los ecosistemas y provoca graves daños en la salud humana. El uso de 

microorganismos para la remediación de metales pesados ha sido de interés 

investigativo en las últimas décadas. Por tanto, en este estudio, se evaluó la 

capacidad para secuestrar cadmio (Cd) en medio acuoso de manera individual y en 

cultivo mixto de dos cepas de bacterias y dos de levaduras aisladas de la 

fermentación de cacao a una concentración de 10 mg Cd+2/L y a tres valores de pH 

inicial (3,5, 4,5 y 5,5). La medición de la concentración del metal en el sobrenadante 

se realizó mediante espectroscopía de absorción atómica por horno de grafito. Las 

cepas de bacterias Bacillus megaterium M17HB y Bacillus subtilis M21HB en cultivo 

mixto a pH 4,5 mostraron la mayor capacidad para secuestrar cadmio (50,187 mg 

Cd+2/gBS), seguido la cepa M21HB individual con 46,230 mg Cd+2/gBS a pH 4,5, 

mientras que la levadura Wickerhamomyces anomalus M4HMO tuvo la menor 

capacidad en todos los valores de pH evaluados. La menor acumulación de cadmio 

se registró a un pH de 5,5 en la mayoría de los tratamientos, a excepción de la 

levadura M4HMO, donde se observó la menor acumulación a un pH de 3,5. 
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Palabras clave: cadmio, microorganismos, pH. 

1.1 Introducción  

 

El proceso de fermentación de cacao es un paso muy importante para el desarrollo de 

precursores del sabor del chocolate que son atribuibles al metabolismo de los 

microorganismos. La fermentación de los granos de cacao es un proceso espontáneo que 

está guiado por una sucesión ordenada de microorganismos, que incluye una amplia 

variedad de levaduras, bacterias ácido-lácticas (BAL), bacterias ácido-acéticas (BAA), 

algunas bacterias aeróbicas formadoras de esporas y varias especies de hongos 

filamentosos (Ho et al., 2014). El crecimiento inicial de levaduras y BAL es favorecido por 

el mucílago de los granos de cacao, el cual es rico en azúcares fermentables como 

glucosa, fructosa y sacarosa, y a la presencia de ácido cítrico que genera condiciones de 

bajo pH (3,0-3,5). Las levaduras realizan la fermentación alcohólica, lo cual implica el 

crecimiento secuencial de los géneros Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia y 

Kluyveromyces. Las BAL también fermentan azúcares de la pulpa y utilizan ácido cítrico, 

dentro de este grupo se encuentran Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus. Las BAA 

(Acetobacter y Gluconobacter) eventualmente crecen, oxidando el etanol, (inicialmente 

producido por las levaduras), a ácido acético. Finalmente, las bacterias aerobias 

formadoras de esporas del género Bacillus se desarrollan cuando la acidez de la masa 

disminuye y la temperatura aumenta a 40-50 °C (Schwan et al., 2014). 

 

Existe una gran biodiversidad microbiana presente durante los procesos naturales de 

fermentación de granos de cacao (Almeida et al., 2018; Ardhana & Fleet, 2003; Schwan et 

al., 2014). Diferentes estudios han reportado que algunos géneros de bacterias (p.ej. 

Bacillus y Lactobacillus) y levaduras (p.ej. Saccharomyces), tienen la capacidad para 

disminuir naturalmente niveles de metales pesados (Abioye et al., 2018; Delangiz et al., 

2020; Kapahi & Sachdeva, 2019; Monachese, 2012a; Monachese et al., 2012b). Este 

proceso conocido como biorremediación mediada por microorganismos, se genera por la 

fuerte interacción entre las fuentes de metales pesados y los microorganismos nativos 

presentes, a través del desarrollo de mecanismos de resistencia únicos. Estos 

mecanismos (biosorción, bioacumulación, biotransformación, biomineralización y 
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biodegradación) permiten a los microrganismos sobrevivir y, en algunos casos, formar 

complejos o atrapar fuertemente los metales pesados, disminuyendo su concentración en 

determinados entornos (Monachese et al., 2012b; Zhang et al., 2020). 

En este sentido, la biorremediación a partir de microorganismos puede ser considerada 

como una alternativa para disminuir los niveles de cadmio en los granos de cacao durante 

el proceso de fermentación, debido a su alta selectividad por metales pesados, su 

compatibilidad con los procesos de producción de cacao y la capacidad para preservarse 

es estos ambientes. Por tanto, el objetivo de este estudio fue aislar microrganismos propios 

de la fermentación de cacao en dos localidades (Maceo-Antioquia y Cimitarra-Santander) 

y evaluar su potencial para disminuir concentraciones de cadmio en medios acuosos, 

teniendo en cuenta el pH como parámetro determinante en este proceso. Además, se 

identificaron grupos funcionales presentes en la biomasa de dos microorganismos, los 

cuales podrían desempeñar una función importante en la disminución de cadmio. Este 

estudio representa un primer paso para la implementación de procesos biotecnológicos en 

procesos de producción de cacao encaminados a la reducción del contenido de metales 

pesados en cacaos especiales producidos en Colombia. 

 

1.2 Materiales y métodos  

 

1.2.1 Localización del estudio 
 

El muestreo de los granos de cacao se realizó durante procesos de fermentación bajo 

condiciones de campo en dos localidades: La Hacienda Betulia ubicada en el municipio de 

Maceo-Antioquia (6°34′39.30″N 74°43′52.56″W) a 954 m.s.n.m (metros sobre el nivel del 

mar), temperatura promedio de 22.5 °C y precipitación media anual de 1920 mm, y la 

Hacienda Monteoscuro del municipio de Cimitarra-Santander (6°12′52.6″N 74°19′38.74″W) 

a 158 m.s.n.m, temperatura promedio de 30 °C y precipitación media anual de 3.900mm 

(Figura 1-1). Las actividades a nivel de laboratorio se realizaron en la Unidad de 

Fitosanidad y Control Biológico de la Corporación para Investigaciones Biológicas 

(Medellín-Antioquia). 
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Figura 1-1. Mapa con ubicación del sitio de muestreo. A. Hacienda Betulia, Maceo, 

Antioquia, Colombia., B. Hacienda Monteoscuro, Cimitarra, Santander, Colombia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Maceo#/media/Archivo:Colombia_-_Antioquia_-

_Maceo.svg; 

https://es.wikipedia.org/wiki/Santander_(Colombia)#/media/Archivo:Santander_in_Colom

bia_(mainland).svg 

 

1.2.2 Muestreo 
 

La colecta de microorganismos se realizó bajo el Permiso Marco de Recolección de 

Especímenes otorgado por la Autoridad Nacional de Ciencias Ambientales – ANLA emitido 

con la resolución 1467 del 3 de diciembre de 2014.   

En cada una de las localidades se realizó la fermentación de granos de cacao en 10 

cajones, cada uno conteniendo 400 kg de grano fresco. Los clones utilizados en la 

Hacienda Betulia fueron B6, B8 y B9 (variedades propias de esta finca, producto de 

mezclas entre criollo y trinitario); y en la hacienda Monteoscuro se utilizó la variedad CCN-

51. Por cada tiempo de muestreo (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 horas), se seleccionaron 

dos cajones al azar (por sorteo). De cada cajón se tomaron cuatro submuestras (mitad de 

la superficie, mitad del fondo, un extremo de la superficie y del fondo), que en conjunto 

consistieron en 10-12 granos de cacao. Las cuatro submuestras de cada cajón fueron 

mezcladas para conformar una muestra compuesta en ambos sitios de muestreo 

(Hacienda Betulia y Hacienda Monteoscuro). Posteriormente, los granos fueron 

depositados en un recipiente plástico conteniendo 50 mL de NaCl al 0,9% p/v (Mendoza et 

al., 2022). Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de la Unidad de Fitosanidad y 

Control Biológico en cajas de icopor, manteniéndolas a una temperatura de 4°C para su 

B A 

https://es.wikipedia.org/wiki/Maceo#/media/Archivo:Colombia_-_Antioquia_-_Maceo.svg
https://es.wikipedia.org/wiki/Maceo#/media/Archivo:Colombia_-_Antioquia_-_Maceo.svg
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conservación hasta su procesamiento, el cual se realizó en máximo 48 horas posterior a 

la toma de la muestra.  

 

1.2.3 Aislamiento de microorganismos en medio de cultivo 
suplementado con cadmio 
 

Cada muestra proveniente de campo fue agitada vigorosamente en vortex durante un 

minuto para posteriormente realizar diluciones seriadas 1:10. 100 µL de cada una de las 

diluciones 10-4 y 10-5 fueron sembrados en cajas de petri conteniendo 20 mL de agar YPG 

(En g/L: peptona, 20; extracto de levadura, 10; glucosa, 20; agar, 15. Merck Milipore) 

suplementado con 100 mg/L de cloranfenicol o TSA (En g/L: peptona, 20; glucosa, 2,5; 

NaCl, 5; K2HPO4, 2,5; agar, 15. Merck Milipore), con el fin de aislar levaduras y bacterias 

respectivamente (Da Cruz et al., 2017). En ambos casos se adicionó al medio de cultivo la 

cantidad necesaria de una solución patrón comercial a 1000 mg Cd+2/L (Cd (NO3)2 en 0.5 

mol/L de HNO3, Certipur®) para alcanzar una concentración final de 20 mg Cd+2/L Las 

cajas Petri fueron incubadas a 37°C (bacterias) y 30°C (levaduras) durante 48 horas. 

Pasado este tiempo, se hizo una descripción morfológica macroscópica (tamaño, color, 

borde, brillo, forma, superficie) de cada una de las colonias observadas y se purificaron en 

los medios de cultivo y bajo las condiciones anteriormente mencionadas.  (Quiroga-Mateus 

et al., 2022). Finalmente, se llevó a cabo una nueva   descripción morfológica macroscópica 

para confirmar su pureza. Además, se realizó una tinción de gram para diferenciar entre 

bacterias y levaduras. 

 

1.2.4 Selección de microorganismos con capacidad para disminuir 
cadmio en medio acuoso 
 

Las bacterias y levaduras que presentaron crecimiento en medio sólido fueron 

seleccionadas para experimentos en medio líquido con el fin de evaluar su tolerancia a 

mayores concentraciones de cadmio. Para esto, a las 24 horas de incubación se tomó una 

porción de la colonia del microorganismo crecido en los medios sólidos, la cual se depositó 

en medio de cultivo líquido TSB (En g/L: peptona, 20; glucosa, 2,5; NaCl, 5; K2HPO4, 2,5. 

Merck Milipore) y YPG (En g/L: peptona, 20; extracto de levadura, 10; glucosa, 20, Merck 

Milipore) para bacterias y levaduras respectivamente, y se llevó a incubación bajo las 

condiciones descritas anteriormente. La biomasa necesaria se resuspendió en solución 
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salina (NaCl 0,9%p/v) hasta obtener una concentración de 2 ×108 células/mL (Quiroga-

Mateus et al, 2022) utilizando patrones McFarland mediante medición en un nefelómetro 

BD PhoenixSpec™ y conteo en cámara de Neubauer para bacterias y levaduras, 

respectivamente (Souza et al., 2018; Kadaikunnan et al., 2015). Estas soluciones fueron 

utilizadas como inóculos en todos los experimentos posteriores. 5 µL de inóculo bacteriano 

fueron adicionados a microplacas conteniendo 200 µL de TSB (En g/L: peptona, 20; 

glucosa, 2,5; NaCl, 5; K2HPO4, 2,5) suplementado con 120 mg Cd+2/L e incubados a 37°C 

durante 24 horas. Se realizó el mismo procedimiento para levaduras utilizando YPG (En 

g/L: peptona, 20g; extracto de levadura, 10; glucosa, 20) y una temperatura de 30°C. Con 

el fin de determinar si se presentó crecimiento del microorganismo bajo estas condiciones, 

se determinó la variación de absorbancia a 595 nm utilizando un lector de absorbancia de 

microplacas (Bio-Rad 680 XR) durante el tiempo de incubación (Gerbino et al., 2014). 

 

Las bacterias y levaduras con mayor crecimiento (aumento de absorbancia a 595 nm) 

fueron seleccionadas para los experimentos de cuantificación de cadmio. A erlenmeyers 

de 125 mL conteniendo 25 mL de TSB (bacterias) o YPG (levaduras) se les adicionó 5 mL 

de inóculo. Los erlenmeyers fueron mantenidos a 37°C (bacterias) y 30°C (levaduras) 

durante 24 h a 150 rpm. A las 24 horas la biomasa fue separada por centrifugación a 7745 

xg a 4°C durante 15 min. Se resuspendió suficiente biomasa en 20 mL de solución a 10 

mg Cd+2/L para alcanzar una concentración final de 2x108 células/mL El pH fue ajustado a 

un valor de 5,5 utilizando NaOH 3M. Después de una hora a 100 rpm, la biomasa se 

recuperó por centrifugación (7745 xg a 4°C durante 10 min), se resuspendió en 10 mL de 

agua destilada y se filtró a través de un filtro de membrana de acetato de celulosa 

(Advantec®, 0,45 µm) (Huang et al., 2020; Ibrahim et al., 2006; Quiroga-Mateus et al, 

2022). Finalmente, la biomasa se secó en estufa de aire caliente a 80°C durante 24 h para 

determinar el peso seco de cada muestra. 

 

El valor de absorción del cadmio (q) se calculó utilizando la siguiente ecuación (Salinas et 

al. 2000): 

 

𝑞 =
𝐶𝑖−𝐶𝑓

𝑚
𝑥 𝑉 ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ ⋯ (1.1) 
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donde V es el volumen de solución metálica, Ci y Cf son las concentraciones inicial y final 

de metal, respectivamente, y m es la masa seca de las cepas. 

 

1.2.5 Cuantificación de cadmio 
 

Se seleccionaron cuatro microorganismos (dos bacterias y dos levaduras) que 

demostraron mayor capacidad para disminuir concentraciones de cadmio en medio 

acuoso. Cada uno de estos microrganismos fue evaluado de manera individual y en cultivo 

mixto siguiendo la metodología de cultivo descrita anteriormente. Se tomaron muestras del 

sobrenadante libre de células para determinar la concentración de cadmio mediante 

espectroscopía de absorción atómica (Agilent 240FS, módulo para Horno de Grafito GTA 

120) y de acuerdo con el protocolo interno P-DA-48 establecido por el laboratorio. A cada 

muestra de sobrenadante se le realizaron diluciones seriadas 1:10 utilizando agua Milli-Q® 

EQ 7000, y se les adicionaron de 2-3 gotas de HNO3 al 65% (EMSURE® Reag. Ph 

Eur,ISO) para simular el entorno ácido de una digestión. Luego, se realizó una lectura 

preliminar a una longitud de onda de 228,8 nm con un intervalo lineal permitido para el 

cadmio de 0,008 - 1,500 mg/L. La medición por la técnica de llama se hizo con el fin de 

estimar la concentración de cadmio en cada una de las muestras y preparar las diluciones 

necesarias que permitieran la lectura por horno de grafito dentro del intervalo lineal 

permitido por el equipo para el Cd (0,201 – 2,010 μg/L). Para este caso, se prepararon 

diluciones 1:100 en agua tipo II con 2-3 gotas de HNO3 al 65 %. 

 

1.2.6 Conservación de los microorganismos seleccionados 
  

Se tomó una asada de cada una de las bacterias y levaduras incubadas a 30°C durante 

24 h en medio TSA y agar YPG y se sumergió en un tubo de ensayo conteniendo 5 mL de 

medio de cultivo suplementado con 20 mg Cd+2/L. El asa fue retirada del primer tubo y 

sumergida en un segundo tubo con la misma cantidad de medio. El procedimiento se repitió 

dos veces más. Finalmente, los tubos fueron llevados a incubadora a 30°C (levaduras) y 

37°C (bacterias) durante 18-20 horas. Pasado este tiempo, se tomaron 700 μL de los tubos 

tres y cuatro y se depositaron en crioviales que contenían 300 μL de glicerol puro estéril. 

Cada suspensión microbiana fue agitada en vortex durante un minuto. Los crioviales fueron 

cubiertos con papel aluminio, sumergidos en nitrógeno líquido durante 2-4 min y finalmente 

se llevaron a -20°C (Perry, 1998). 
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1.2.7 Extracción y purificación de ADN de bacterias y levaduras 
 

Las bacterias y levaduras fueron cultivadas en erlenmeyers de 125 mL con 25 mL de medio 

de cultivo TSB a 37°C y YPG a 30°C, respectivamente, e incubadas durante 18 horas a 

150 rpm. Se tomaron alícuotas de 1 mL y la biomasa se recuperó mediante centrifugación 

a 5000xg durante 10 min. Para la extracción de ADN se utilizó el Kit DNeasy® Blood & 

Tissue (QIAGEN, Germany). El procedimiento se realizó siguiendo las instrucciones del 

fabricante. La calidad del ADN se verificó mediante electroforesis en gel de agarosa al 

1%p/v de tampón Tris-borato-EDTA (TBE), a 80 V durante 60 min y una medición de las 

relaciones de absorbancia ADN/Proteína (260/280) y ADN/Sales (260/230) a través de 

espectrofotometría en Nanodrop OneC (ThermoScientific). 

 

1.2.8 PCR para la amplificación de ADN de bacterias y levaduras  
 

Para la amplificación del dominio D1/D2 de la región 26S ADNr de las levaduras se 

utilizaron los iniciadores NL-1 (5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3′) y NL-4 (5′ - 

GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3′) (Kurtzman & Robnett, 1998). Las reacciones de 

amplificación se prepararon en volumen total de 25 μL, tomando 2,5 μL de taq buffer (10X) 

con KCl (Thermo Scientific), 2,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP´s (desoxinucleótidos 

Trifosfatos), 0,2 µM de cada cebador, 5 U/µL de taq polimerasa (Thermo Scientific) y 2 μL 

del extracto de ADN. El programa de amplificación comprendió un paso inicial de 

desnaturalización a 94 °C durante 3 min, 30 ciclos de amplificación a 94 °C durante 45 seg, 

57 °C durante 45 seg, 72 °C durante 3 min y un paso final de elongación a 72 °C durante 

10 min (Almeida et al., 2018). 

 

Para la amplificación del gen 16s de las bacterias, se utilizaron los cebadores 27F 

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Monciardini et 

al., 2002). El mix de reacción se preparó en 25 μL adicionando 2,5 μL de taq buffer (10X) 

con KCl (Thermo Scientific), 3 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP´s (desoxinucleótidos 

Trifosfatos), 1 µM de cada cebador, 5 U/µL de taq polimerasa (Thermo Scientific) y 2 μL 

del extracto de ADN. El programa de amplificación tuvo una desnaturalización a 94°C 

durante 45 seg, 30 ciclos de amplificación a 94°C durante 15 seg, 53°C durante 30 seg, 72 

°C durante 90 seg y un paso final de elongación a 72°C durante 10 min (Machuca-Guevara 

et al., 2019). Para la amplificación de las bacterias y levaduras se utilizó como control 
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positivo la cepa Bacillus subtilis M2 (Colección MICROCIB #223 perteneciente a la 

Corporación para Investigaciones Biológicas) y la cepa Candida albicans CAP F13 

respectivamente, mientras que el agua destilada estéril fue el control negativo. 

Los productos de PCR fueron verificados por electroforesis a 80 V durante 60 min 

utilizando gel de agarosa al 1% en tampón TBE 10 X, teñidos con GelRed® (Biotium, Inc., 

USA) y visualizados en un transiluminador (BioRad Laboratories, Inc.CA, USA). Los 

amplicones fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur). 

 

1.2.9 Edición y clasificación de secuencias 
 

Las secuencias nucleotídicas fueron editadas usando el software BioEdit, mediante la 

herramienta Contig Assembly program. El análisis bioinformático se realizó a través de 

BLAST del algoritmo BLASTn para encontrar regiones de similitud entre secuencias 

biológicas comparadas con la base de datos GenBank del Centro Nacional para la 

Información biotecnológica (NCBI). 

 

1.2.10 Determinación de pH para la biorremediación de cadmio 
 

Los microorganismos seleccionados previamente (en cultivo mixto o de manera individual) 

fueron cultivados en erlenmeyers de 125 mL con 25 mL de medio de cultivo TSB y YPG a 

37°C (bacterias) y 30°C (levaduras) con agitación permanente durante 24 horas a 150 rpm. 

El experimento se llevó a cabo siguiendo la metodología con modificaciones de Quiroga-

Mateus et al., 2022; Ibrahim et al., 2006 y Huang et al., 2020 descrita anteriormente en el 

numeral 2.2.4. Los valores de pH inicial evaluados fueron 3,5, 4,5 y 5,5 a una concentración 

de 10 mg Cd+2/L. 

 

1.2.11 Análisis de espectros infrarrojos por transformada de 
Fourier (FTIR) 
 

La biomasa de la cepa de bacteria (B subtilis M21HB) y de levadura (W. anomalus 

M4HMO) tanto en presencia (10 mg Cd+2/L) como en ausencia de cadmio, fue centrifugada 

(7745 xg por 10 min a 4 °C) y posteriormente liofilizada. Se prepararon discos de cada 

muestra a partir de 2 mg de biomasa liofilizada, la cual fue encapsulada en 200 mg de KBr. 

La biomasa se analizó mediante un equipo infrarrojo Spectrum Two UATR, utilizando un 



Evaluación de inóculos microbianos en el proceso de fermentación de cacaos 
especiales para la mitigación del contenido de cadmio en grano 

56 

 
rango de barrido de 400 – 4000 cm-1

 y una resolución de espectro de 4 cm-1 (Li et al., 

2018c). 

 

1.2.12 Análisis estadístico 
 

Los datos se evaluaron mediante ANOVA y la prueba de Tukey con un nivel de 

significancia del 5% utilizando el programa R (https://www.r-project.org).  

1.3 Resultados 

 

1.3.1 Microorganismos aislados de la fermentación de cacao con 
capacidad para crecer en medio de cultivo suplementado con 
cadmio 
 

En la tabla 1-1 se muestran todos los asilamientos obtenidos durante el proceso de 

fermentación de cacao en cada una de las zonas de muestreo. De la Hacienda Betulia, de 

un total de 40 aislamientos, el 45% creció en agar YPG + 20 mg Cd+2/L y el 55% en medio 

TSA + 20 mg Cd+2/L. De la Hacienda Monteoscuro, estos porcentajes fueron del 64% y 

36%, respectivamente, de un total de 44 aislamientos. El porcentaje de microorganismos 

que mostró capacidad para crecer en medio de cultivo líquido fue de 55% (Hacienda 

Betulia: 15 cepas en medio YPG + 120 mg Cd+2/L y 7 en TSB + 120 mg Cd+2/L) y 14% 

(Hacienda Monteoscuro: 5 cepas en medio YPG + 120 mg Cd+2/L y 1 en TSB + 120 mg 

Cd+2/L). En ambos sitios, los microorganismos aislados en el medio YPG líquido + cadmio 

correspondieron a las muestras de grano del primer y segundo día de fermentación, 

mientras que los aislados que crecieron en medio TSB + cadmio provenían de las muestras 

obtenidas entre el quinto y el séptimo día de fermentación. Además, el número de 

microorganismos que crecieron en medio YPG líquido suplementado con 120 mg Cd+2/L 

fue mayor que el obtenido en el medio TSB + 120 mg Cd+2/L para ambos sitios de 

muestreo. En este sentido, se encontró un mayor número de levaduras con capacidad de 

crecer en medio de cultivo suplementado con cadmio comparado con las bacterias. En 

cuanto a la morfología microscópica, todas las bacterias fueron Gram positivas con forma 

de bastones, por su parte las levaduras presentaron formas circulares y ovaladas (Figura 

1-2). 

https://www.r-project.org/
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Tabla 1-1. Número de microorganismos aislados de la fermentación de cacao con 

capacidad para crecer en medio sólido y líquido suplementado con 20 y 120 mg Cd+2/L, 

respectivamente. 

Hacienda Betulia Hacienda Monteoscuro 

Medio de cultivo Aislados Día Medio de cultivo Aislados Día 

Agar YPG + 20 mg Cd+2/L 18 
1, 

2,3,4 
Agar YPG + 20 mg Cd+2/L 28 

 
1,2,3 

YPG + 120 mg Cd+2/L 15 1,2 YPG + 120 mg Cd+2/L 5 1,2 
TSA + 20 mg Cd+2/L 22 5,6,7 TSA + 20 mg Cd+2/L 16 5,6 
TSB + 120 mg Cd+2/L 7 5,7 TSB + 120 mg Cd+2/L 1 6 

 

Figura 1-2. Morfología microscópica de bacterias con tinción de Gram (A y B) y levaduras 

(C y D) con capacidad para crecer en medio suplementado con 20 mg Cd+2/L. 

 

 

1.3.2 Identificación molecular 
 

El tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos para la amplificación del dominio D1/D2 

de la región 26S rDNA de las levaduras utilizando los cebadores NL1-NL4 fueron de 

aproximadamente 400pb (Figura 1-3). Los fragmentos visualizados de la amplificación de 

la región V1-V9 del gen 16s para las bacterias fueron de 1500pb aproximadamente (Figura 

1-4). 

 

 

A B 

C D 
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Figura 1-3. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de ADN de las 

levaduras M1, M4, M6, M14 aisladas de la fermentación de cacao con capacidad para 

secuestrar cadmio. CP: control positivo, CN: control negativo, M: marcador de peso 

molecular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de ADN de las 

bacterias M17 y M21 aisladas de la fermentación de cacao con capacidad para secuestrar 

cadmio. CP: control positivo, CN: control negativo, M: marcador de peso molecular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análisis por BLASTn para la amplificación del dominio D1/D2 de la región 26S ADNr de 

las levaduras mostró que la cepa M6 HB pertenece al género Saccharomyces. Además, 

se halló un representante de Wickerhamomyces, Hanseniaspora y Torulospora. Para todas 

las cepas fue posible obtener una identidad a nivel de especie, para un total de cuatro 

cepas identificadas. De estos aislamientos, Saccharomyces cerevisiae M6 HB y 

Torulaspora delbrueckii M14 HB correspondieron a la fermentación de la Hacienda Betulia 

CN 
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(Maceo, Antioquia). Hanseniaspora opuntiae M1 HMO y Wickerhamomyces anomalus M4 

HMO provenían de la Hacienda Monteoscuro (Cimitarra Santander) (Tabla 1-2). Respecto 

a la identificación molecular de las bacterias, se confirmó la presencia de dos cepas de 

Bacillus, que podrían corresponden a la especie subtilis y megaterium, (Tabla 1-2). Ambas 

cepas de bacterias fueron aisladas de la fermentación de la Hacienda Betulia. 

 

Tabla 1-2. Identificación a partir del análisis por BLASTn de bacterias y levaduras aisladas 

de la fermentación de cacao con capacidad para secuestrar cadmio. 

N Cepa Lugar de aislamiento ID 
Similaridad 

(%) 

1 M17HB Hacienda Betulia Bacillus megaterium 99.93 

2 M21HB Hacienda Betulia Bacillus subtilis 99.57 

3 M1HMO 
Hacienda 

Monteoscuro 
Hanseniaspora opuntiae 100 

4 M4HMO 
Hacienda 

Monteoscuro 
Wickerhamomyces anomalus 99.81 

5 M6HB Hacienda Betulia Saccharomyces cerevisiae 99.66 

6 M14HB Hacienda Betulia Torulaspora delbrueckii 100 

 

Según la relación filogenética representada en el dendrograma (Figura 1-5) generado por 

el programa Treeanotator (https://beast.community/treeannotator), muestra que las cepas 

de bacterias B. subtilis M21HB y B. megaterium M1HB son consideradas hermanas y con 

una edad evolutiva menor. Tanto la cepa B. megaterium M17HB como B. subtilis M21HB 

son especies cercanas ya que se encuentran en el mismo grupo monofilético, sin embargo, 

M21HB es una cepa más reciente evolutivamente. 
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Figura 1-5. Dendrograma de las secuencias de genes ARNr 16S de cepas de bacterias 

con capacidad para capturar cadmio. Filogenia realizada bajo el método árbol bayesiano 

con estimador bootstrap de 1000. 

 

Respecto a las cepas de levaduras, S. cerevisiae M6HB es la especie más reciente 

evolutivamente, comparada con W. anomalus M4HMO que corresponde a la especie más 

antigua del grupo (Figura 1-6). 

 

Figura 1-6. Dendrograma de las secuencias de genes rDNA 26S de cepas de levaduras 

con capacidad para capturar cadmio. Filogenia realizada bajo el método árbol bayesiano 

con estimador bootstrap de 1000. 
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1.3.3 Microorganismos con capacidad para disminuir cadmio en 
medio acuoso 
 

Las cepas de bacterias B. megaterium M17HB y B. subtilis M21HB mostraron mayor 

potencial para capturar cadmio (14,65 y 9,12 mg Cd+2/gBS, respectivamente) con una 

diferencia estadísticamente significativa respecto a las cepas de levaduras W. anomalus 

M4HMO y S. cerevisiae M6HB, las cuales presentaron valores de 3,68 y 1,26 mg Cd+2/gBS 

respectivamente. Las cepas de levaduras Hanseniaspora opuntiae M1HMO y Torulaspora 

delbrueckii M14HB fueron las de menor capacidad para secuestrar cadmio (Figura 1-7) 

 

Figura 1-7. Cadmio retenido por unidad de biomasa de cada microorganismo seleccionado 

en experimentos realizados en soluciones acuosas a 10 mg Cd+2/L. (p = 0,05) 

 

 

Respecto a los aislados individuales, la bacteria B. megaterium M17HB y B. subtilis M21HB 

tuvieron la mayor capacidad para capturar cadmio (25,9 mg y 19,5 mg Cd+2/gBS, 

respectivamente) con diferencia estadísticamente significativa entre estos tratamientos 

(Figura 1-8). Las levaduras W. anomalus M4HMO y S. cerevisiae M6HB inoculadas de 

forma individual, mostraron una menor capacidad (2,67 y 1,45 mg Cd+2/gBS, 

respectivamente). Las bacterias M17HB-M21HB inoculadas en cultivo mixto, lograron 

mantener los niveles de cadmio retenido estimados en experimentos realizados de manera 

individual (20,34 mg Cd+2/gBS), siendo estadísticamente diferente y superior, con respecto 

a todas las demás combinaciones.  
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Figura 1-8. Cadmio retenido por unidad de biomasa de cada microorganismo inoculado de 

manera individual y en cultivo mixto en soluciones acuosas a 10 mg Cd+2/ con diferentes 

valores de pH inicial (p = 0,05).  

 

 

1.3.4 Efecto del pH sobre la capacidad de los microorganismos 
para secuestrar cadmio 
 

La bacteria B. megaterium M17HB y B. subtilis M21HB en cultivo mixto a pH 4,5 mostraron 

la mayor capacidad para capturar cadmio (50,18 mg Cd+2/gBS). Este valor fue ligeramente 

superior al obtenido con la cepa B. subtilis M21 de manera individual (46,23 mg Cd+2/gBS) 

a pH 4,5, mientras que la levadura W. anomalus M4HMO mostró la menor capacidad en 

todos los valores de pH evaluados. La menor cantidad de cadmio retenido se registró a un 

pH de 5,5 en la mayoría de los tratamientos, a excepción de la levadura W. anomalus 

M4HMO, donde se observó la menor acumulación a un pH de 3,5 (Figura 1-9). 

Aunque los resultados de la figura 1-7, muestran que la bacteria B. megaterium M17HB 

presentó la mayor capacidad para capturar cadmio, no se tuvo en cuenta para evaluar su 

capacidad de manera individual a diferentes valores de pH, debido a la disminución de la 
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viabilidad celular durante la conservación en glicerol. Sin embargo, en cultivo mixto con B. 

subtilis M21HB lograron retener 20,34 mg Cd+2/gBS, en comparación con los 25,9 mg 

Cd+2/gBS obtenidos por la cepa B. megaterium M17HB de manera individual.  

 

Figura 1-9. Cadmio retenido por unidad de biomasa de cada microorganismo inoculado de 

manera individual y en cultivo mixto en soluciones acuosas a 10 mg Cd+2/L con diferentes 

valores de pH inicial. (p = 0,05) 

 

1.3.5 Análisis de espectros FTIR 
 

Los espectros FTIR (Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier) de la biomasa 

de las cepas B. subtilis M21HB y W. anomalus M4HMO sin cadmio y expuesta a 10 mg 

Cd+2/L, se utilizaron para identificar los grupos funcionales involucrados en el proceso de 

captura de cadmio. Los espectros de absorbancia para las células de las dos cepas sin 

cadmio y expuestas a 10 mg Cd+2/L Cd se muestran en la Fig. 1-10 y 1-11, que exhiben 

cambios en las áreas de los picos de absorción. Además, en la biomasa expuesta a 

cadmio, se notó un cambio significativo en la transmitancia de estos grupos funcionales 

que puede atribuirse a la unión del metal (Figura 1-10) 
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Los espectros de la biomasa de B. subtilis M21HB tanto sin cadmio como la expuesta a 

cadmio se caracterizaron por picos más nítidos en diferentes regiones de onda (3281-3287 

cm-1, 1641-1644 cm-1, 1533-1536 cm-1, 1397-1394 cm-1, 1233-1230 cm-1, 1063-1060 cm-1, 

528-522 cm-1).  

 

Figura 1-10. Espectros FTIR de biomasa de W. anomalus M4HMO sin cadmio y expuesta 

a 10 mg Cd+2/L. 
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Figura 1-11. Espectros FTIR de biomasa de B. subtilis M21HB sin cadmio y expuesta a 10 

mg Cd+2/L. 

 

1.4 Discusión 

 

Existen pocos estudios sobre el aislamiento de microorganismos de la fermentación de 

cacao con capacidad para secuestrar cadmio. Hasta la fecha, sólo se ha documentado un 

trabajo sobre el aislamiento de bacterias acido lácticas con capacidad para disminuir 

concentraciones de cadmio y arsénico en medios acuosos. Los porcentajes de remoción 

de cadmio alcanzados fueron de hasta 100% (empleando 1 mg Cd+2/L, a pH 5 y a una 

concentración de biomasa de 1,5 g/L) con cepas de L. plantarum (JCM 1055, A19 y C16), 

y de arsénico de 20% con L. plantarum C16 (empleando 0,1 mg As+3/L, pH 5 y 

concentración de biomasa de 1,5 g/L) (Rodríguez-López et al., 2021). Sin embargo, otros 

autores han aislado cepas de bacterias tolerantes a cadmio (CdtB) a partir de suelos 

utilizados para la producción de cacao en el Departamento de Antioquia-Colombia. Se 

identificaron cinco bacterias del género Bacillus sp., dentro de estas, la cepa CdtB14 

mostró mejor crecimiento y capacidad para la inmovilización de este metal con 0,6 mg 

Cd+2/L seguida de la cepa CdtB7 con 0,41 mg Cd+2/L (Quiroga-Mateus et al., 2022). En un 

trabajo similar, Bravo et al. (2018), aislaron microorganismos del suelo a partir de fincas 

cacaoteras pertenecientes a los departamentos de Boyacá, Arauca y Santander. Las 
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cepas que presentaron capacidad de inmovilización a 6 mg Cd+2/L fueron Burkholderia sp., 

Achromobacter sp., Cupriavidus sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., sin 

embargo, cuando se aumentó la concentración a 12 y 24 mg Cd+2/L, solo Enterobacter sp. 

mostró mayor capacidad de inmovilización determinada como la producción máxima de 

calor (Qmax de 2,21 y 2,32 J a 6 y 24 mg Cd+2/L). Así mismo, se encontraron géneros 

dominantes de bacterias como Burkholderia y Pseudomonas a partir de suelos con 

concentraciones altas de cadmio. P. putida GB78, P. aeruginosa NB2 y Burkholderia sp. 

NB10 fueron los únicos morfotipos que crecieron en suelos a concentraciones de cadmio 

de 90 (GB78) y 140 mg Cd+2/kg (NB2-NB10); sin embargo, GB78 mostró la mayor 

bioacumulación (5,92 mg Cd+2/gBS) (Cordoba-Novoa et al, 2021). Se ha reportado que las 

especies del género Bacillus, poseen una alta capacidad para llevar a cabo procesos de 

biorremediación de metales pesados en elevadas concentraciones. Arce-Inga et al. (2022), 

encontraron dos especies del género Bacillus presentes en la rizosfera de suelos 

cultivados con cacao que mostraron una eficiencia de remoción de cadmio del 40,38% a 

una concentración de 200 mg Cd+2/L, además de la acumulación intracelular de este metal. 

 

En otros estudios, cepas de S. cerevisiae, B. megaterium y B. subtilis que no han sido 

aisladas de la fermentación de cacao, se han utilizado para evaluar la capacidad de 

biosorción de metales pesados como el cadmio y el plomo. En este sentido, Abioye et al. 

(2018) midieron la capacidad de microorganismos para reducir metales pesados en 

efluentes de la industria del procesamiento del cuero. B. megaterium registró la mayor 

reducción de plomo (2,13 a 0,03 mg Pb+2/L), seguida de B. subtilis (2,13-0,04 mg Pb+2 /L), 

mientras que B. subtilis exhibió la mayor capacidad para reducir la concentración de 

cadmio (0,40-0,03 mg Cd+2/L), seguida de B. megaterium (0,40-0,06 mg Cd+2/L) después 

de 20 días. Así mismo, Huang et al. (2020), aislaron e identificaron cepas de S. cerevisiae 

y B. subtilis a partir de suelos no contaminados, las cuales presentaron una capacidad 

máxima de biosorción de 22,44 y 56,50 mg Cd+2/gBS, respectivamente. Esta capacidad de 

biorremediación fue similar a la presentada por el cultivo mixto conformado por las cepas 

B. megaterium M17HB y B. subtilis M21HB con un pH inicial de 4,5. 

  

Se han encontrado resultados similares a los obtenidos en este estudio para W. anomalus, 

considerándose como una nueva cepa con interesantes capacidades para resistir 

concentraciones relativamente altas de metales pesados tóxicos. Aibeche et al. (2022), 

aislaron y seleccionaron siete cepas de levaduras de un lago altamente contaminado con 
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cadmio y plomo, las cuales fueron seleccionadas en función de su resistencia a siete 

metales pesados (Hg, Cr, Cd, Pb, Cu, Zn y Fe). La concentración más alta de iones de 

plomo y cadmio tolerada por W. anomalus fue de 200 y 100 mM, respectivamente, con una 

eficiencia de eliminación de plomo de 12,68 mg Pb+2/gBS. Según Cai et al. (2022) W. 

anomalus registró tasas de crecimiento constantes cuando se expuso a dosis de cadmio 

que oscilaban entre 10 y 100 mg Cd+2/L, mientras que valores de hasta 1000 mg Cd+2/L 

disminuyeron significativamente la acumulación de biomasa. En otro estudio, W. anomalus 

redujo la mayor cantidad de cadmio en una solución con una baja concentración de este 

metal (0,05 mg Cd+2/L), mientras que B. subtilis presentó mayor capacidad de reducción 

bajo concentraciones más altas (0,5 y 5 mg Cd+2/L) (Li et al., 2019) 

 

Se ha informado que la biosorción de metales pesados mediante biomasa microbiana se 

ve afectada por varios parámetros como el pH, temperatura, dosis de biomasa, 

concentración inicial del metal, iones/coiones competitivos, tiempo de contacto, tipo de 

metal pesado y de biosorbente (Fathollahi et al., 2021). Entre estos factores, el pH es el 

más importante ya que tiene un efecto significativo sobre la especiación de los iones 

metálicos, las cargas electrostáticas, el grado de ionización y los grupos funcionales 

disponibles en la superficie del biosorbente (Fears et al., 2009). Además, juega un papel 

importante en el crecimiento microbiano y la actividad enzimática (Karthik et al., 2017). El 

pH de la solución cambia la composición de las paredes celulares microbianas, el 

metabolismo de la biomasa viva y los patrones de transporte de metales, lo que lleva a un 

cambio en la capacidad del biosorbente (Ramstedt et al., 2014). 

 

El pH óptimo varía para diferentes sistemas de biosorción. Un aumento del pH hasta 5 

genera un incremento en la capacidad de biosorción (98%), pero por encima de este valor 

conduce a una reducción. La protonación y desprotonación de grupos funcionales 

presentes en la célula de los microorganismos está controlada por el pH del medio, lo que 

afecta la capacidad de biosorción: a pH bajo, los grupos carboxílicos, al ser ácidos, están 

en estado protonado debido al exceso de H+ y H3O+, por lo tanto, las fuerzas repulsivas de 

estos grupos protonados con iones de metales pesados cargados positivamente son 

responsables de la disminución de la capacidad de biosorción (Ahmad et al., 2018). Con 

el aumento del pH, los grupos funcionales como los grupos amina, carboxilo e hidroxilo 

quedan expuestos por desprotonación, lo que mejora la atracción electrostática con iones 
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de metales pesados debido a una carga negativa. Sin embargo, un aumento significativo 

del pH conduce a la formación de complejos aniónicos de hidróxido, lo que da lugar a la 

precipitación. Este fenómeno es una de las causas que explican la reducida capacidad de 

biosorción (Jiang et al., 2017).  

 

Varios estudios han abordado el efecto del pH en la eficiencia y capacidad de 

biorremediación de diferentes cepas de microorganismos. Boyanov et al (2003) evaluaron 

valores de pH en un rango de 3,4 a 7,8 en el proceso de biosorción de cadmio por parte 

de B. subtilis, encontrando poca disminución de este metal a pH 3,4, además se identificó 

que el cadmio se une predominantemente a ligandos de fosforilo por debajo de pH 4,4, 

mientras que, a un pH más alto, la adsorción a grupos carboxilo es mayor. Sin embargo, 

la cepa B. subtilis M21 HB utilizada en el presente estudio, tuvo la menor capacidad de 

biosorción a pH 5,5 y la mayor a pH 4,5. Por el contrario, Bacillus subtilis KC6 mostró la 

mayor capacidad para eliminar cadmio a un pH de 7 (Xie et al., 2021) y B megaterium a 

pH 6 y 8 (Alzahrani et al., 2022; Chi et al., 2020). De la misma manera, varios estudios han 

informado que los valores de pH óptimos para la biosorción de cadmio se encuentran entre 

6 y 7,5 (Ding et al., 2021; Park & Chon, 2016; Tarbaoui et al., 2016). Contrario a estos 

reportes, Rosca et al. (2018), encontraron la mayor capacidad de eliminación de cadmio 

por parte de B. megaterium a un pH de 4. No obstante, es importante destacar que los 

valores de pH que favorecen la biosorción de metales pesados pueden variar entre 

distintos microorganismos, debido a las diferencias en su composición celular y presencia 

de grupos funcionales. En el caso de S. cerevisiae, se ha observado que la tasa de 

biosorción de cadmio aumenta a medida que el pH de la solución se incrementa en un 

rango comprendido entre 4 y 5. Sin embargo, valores de pH por encima o por debajo de 

este intervalo han demostrado disminuir la eficiencia de biosorción (Ghorbania et al., 2008; 

Hadiani et al., 2018). Otros estudios han demostrado que cepas de levaduras como S. 

cerevisiae, Kluyveromyces marxianus y W. anomalus, tienen una alta capacidad para 

reducir iones de Pb+2(hasta un 96%) y Cd+2 (hasta un 40%) utilizando un pH neutro (Nicula 

et al., 2023). El efecto del pH en la biorremediación de cromo (Cr) por W. anomalus también 

ha sido objeto de estudio, encontrando un rango óptimo de pH entre 2 y 4, siendo 4 el valor 

de pH en el que se logra la máxima acumulación del metal (Acosta et al., 2018; Asri et al., 

2018; Bahafid et al., 2013).  
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La eficiencia de la biorremediación también puede lograrse mediante el uso de 

microorganismos en cultivo mixto en lugar de una sola cepa. En el estudio de Kang et al. 

(2016) se demostró el efecto sinérgico de mezclas bacterianas en la biorremediación de 

plomo, cadmio y cobre de suelos contaminados utilizando cuatro cepas: Viridibacillus 

arenosi B-21, Sporosarcina soli B-22, Enterobacter cloacae KJ-46 y E. cloacae KJ-47. 

Observaron que las mezclas bacterianas tenían mayor resistencia y eficiencia para la 

remediación de metales pesados en comparación con el uso de cepas de manera 

individual después de 48 h, con eficiencias de remediación del 98,3% para plomo, 85,4% 

para cadmio y 5,6% para cobre. 

 

Por otra parte, la cinética de biosorción y el tiempo de retención se utilizan para comprender 

mejor la dinámica de los iones metálicos en la superficie del biosorbente (Al-Qahtani, 

2016). Srivastava et al. (2015) afirmaron que los modelos cinéticos se utilizan para 

identificar los posibles mecanismos en el proceso de biosorción y que las reacciones de 

biosorción constan de cuatro pasos: (1) transferir iones de metales pesados desde el 

interior de la solución a la capa límite cerca del biosorbente, (2) transición de capa límite a 

la superficie absorbente, (3) transferencia desde la superficie del biosorbente a los sitios 

activos del biosorbente y, finalmente (4) establecimiento de una conexión entre los iones 

de metales pesados y los grupos funcionales en los sitios activos del biosorbente. Además, 

es importante considerar el tiempo de equilibrio, que se refiere al punto en el cual, pasado 

este tiempo, no se biosorben cantidades significativas de iones o en el que algunos de los 

iones biosorbidos en la superficie del biosorbente se desprenden. Frecuentemente el 

tiempo óptimo para estos procesos es entre 20 y 60 min, mientras que el tiempo de 

equilibrio es de 120 min (Beni & Esmaeili, 2020). 

 

Los espectros F-TIR para W. anomalus M4HMO, muestran picos alrededor de 3000-3500 

cm-1 indicando la existencia de vibración de estiramiento de los grupos hidroxilo (-OH) y/o 

amino (-NH2), que se encuentran entre los grupos funcionales del quitosano y los 

aminoácidos en la pared celular de W. anómalus (Stafussa et al., 2016). Los picos en 2927-

2924 cm-1 están en la región de absorción de cadenas lipídicas acilo (3050-2800 cm-1) que 

corresponden al estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos metileno y metilo en los 

fosfolípidos de membrana (Ami et al., 2014). Los picos a 1642, 1542 y 1539 cm-1 

detectados en la región entre 1700 y 1500 cm-1 indican la presencia de bandas de amida 
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(I y II), principalmente de enlaces peptídicos de proteínas (estiramiento C = O y flexión N-

H), correspondientes a varios ácidos urónicos y aminoácidos presentes en la pared celular 

(Zhang et al., 2010) La absorción infrarroja en el espectro a 1400 cm-1 puede ser causada 

por los grupos azufre (-SO-) y fósforo (-PO-), que oscilan entre 1500 y 1300 cm-1 

correspondientes a vibraciones de ácidos grasos y proteínas (Stafussa et al., 2016). Las 

bandas observadas a 1073, 1239 y 1242 cm-1 se asignan a vibraciones de estiramiento C-

O de alcoholes y ácidos carboxílicos que están relacionadas principalmente con 

vibraciones complejas de carbohidratos (Naja & Volesky, 2011). 

 

Respecto a B. subtilis, la banda alrededor de 1060 cm-1 se atribuyó a vibraciones de 

estiramiento de C–O, C–C, C–O–C y C–O–P en polisacáridos (D'Souza et al., 2008). Las 

bandas cercanas a 1230 cm-1, expresaron el P=O del grupo fosfodiéster de ácidos 

nucleicos y fosfolípidos (Yee et al., 2004). El C–H de los grupos CH3, CH2 y el C–O de los 

grupos COO- (1397 cm1) demostraron la presencia de exopolímeros (EPS) producidos por 

la bacteria, incluidos polisacáridos, proteínas y ácidos de bajo peso molecular (Naik et al., 

2012). Los exopolímeros podrían unir eficientemente iones metálicos utilizando la 

capacidad de intercambio catiónico, disminuyendo de esta manera la toxicidad de los 

metales (Kepenek et al., 2018). Los picos cerca de 1540 cm-1 (flexión N-H y el estiramiento 

C-N) y de 1640 cm-1 (estiramiento C--O en el grupo amida) podrían ser uno de los 

componentes importantes de las paredes celulares (Wei et al., 2011). Los enlaces 

alrededor de 2930 cm1 podrían deberse al estiramiento C-H del grupo alquilo (Wu et al., 

2019). Los enlaces amplios cerca de 3280 cm-1 se atribuyeron al estiramiento simétrico de 

O–H, N–H, C-H (Guo & Zhang, 2004) (Figura 1-11). 

 

También se ha informado que la composición de la pared celular es diferente en bacterias 

(peptidoglicano), hongos (quitina) y algas (alginato, polisacáridos sulfonados); por lo tanto, 

la variación en la presencia de grupos funcionales en la superficie de la pared celular es 

responsable de la diferencia en los mecanismos (Farooq et al., 2010). Además de la pared 

celular, las sustancias poliméricas extracelulares secretadas por microorganismos también 

desempeñan un papel importante en la biosorción (Kirillova et al., 2017). 
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1.5 Conclusiones  

 

Se obtuvieron cepas individuales y en cultivo mixto de bacterias y levaduras aisladas de la 

fermentación de cacao que demostraron capacidad para capturar cadmio a una 

concentración de 10 mg Cd+2/L en un medio acuoso, además de la tolerancia para crecer 

a una concentración de 120 mg Cd+2/L. La cepa B. subtilis M21HB individual y en cultivo 

mixto con B. megaterium M17HB a pH 4,5, exhibieron la mayor capacidad para disminuir 

cadmio. De manera general, de los valores de pH evaluados, 4,5 favoreció la acumulación 

del metal por parte de las cepas individuales y en cultivo mixto. 

Este estudio se considera el primero en aislar microorganismos de la fermentación de 

cacao para evaluar su capacidad de secuestrar cadmio. Las cepas de bacterias y 

levaduras aisladas se consideran promisorias para la biorremediación de metales pesados, 

sin embargo, es necesario un enfoque que pueda proporcionar información sobre las 

condiciones fisicoquímicas óptimas para una mayor eliminación del metal. 

 





 

 
 

Capítulo 2. Diseño de un medio de cultivo 

para la producción de biomasa de 

Wickerhamomyces anomalus 

 

Resumen 

 

De acuerdo con los resultados de reducción de cadmio obtenidos en medios acuosos, tres 

microorganismos fueron seleccionados para realizar experimentos en la fermentación de 

cacao bajo condiciones de campo. Teniendo en cuenta su potencial de implementación en 

procesos de biorremediación de cadmio, la levadura Wickerhamomyces anonmalus 

M4HMO fue seleccionada con el fin de diseñar un medio de cultivo, y definir condiciones 

operacionales básicas (temperatura y pH), que favoreciera la obtención de biomasa a bajo 

costo. Inicialmente, se realizó la selección de fuentes de carbono y nitrógeno, y la definición 

de concentraciones adecuadas para favorecer el crecimiento de la levadura mediante un 

diseño unifactorial. Posteriormente, se realizó la selección y tamizaje de factores 

nutricionales a través de un diseño estadístico fraccionado (Plackett-Burman) seguido de 

un proceso de optimización de concentraciones mediante la metodología de superficie de 

respuesta. Finalmente, se realizó la validación del medio de cultivo y la determinación de 

temperatura y pH que favorecieran un adecuado rendimiento de biomasa. Los resultados 

fueron comparados con los obtenidos en medios comerciales. Los resultados muestran 

que la producción de biomasa fue afectada significativamente por diferentes factores 

nutricionales y la temperatura, obteniéndose una concentración celular máxima de 9,7 × 

108 células/mL (9,5 gBS/L) en 24 horas de fermentación a 30°C, 180 rpm y pH inicial de 

5,6. La composición óptima del medio de cultivo fue en g/L: extracto de levadura, 6; 
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sacarosa, 8,6; Proteína hidrolizada de soya, 8, donde la concentración celular alcanzada 

por W. anomalus M4HMO no mostró diferencias estadísticamente significativas en 

comparación con la obtenida utilizando el medio de cultivo comercial YPG.  

 

Palabras clave: optimización, biomasa, W. anomalus, medio de cultivo 

 

 2.1 Introducción  

 

Los microorganismos necesitan de condiciones bioquímicas y biofísicas apropiadas para 

su desarrollo. El principal objetivo de los medios de cultivo es crear un ambiente adecuado 

para el crecimiento, simulando las condiciones lo más cercanas posibles a las naturales, 

asegurando así el apropiado funcionamiento de su maquinaria enzimática, lo cual implica 

un adecuado balance de los componentes (Martínez et al., 2010). Teniendo en cuenta los 

requerimientos de cada microorganismo en particular y de los fines del investigador, se 

han desarrollado una gran variedad de medios de cultivo con diferentes propósitos y usos. 

 

La optimización de condiciones de cultivo es uno de los fenómenos más investigados 

recientemente, que se realiza antes de llevar a cabo cualquier bioproceso a una escala 

mayor (Bardhan et al., 2021; Vehapi et al., 2022; Wang et al., 2020). Para optimizar la 

producción de biomasa microbiana y de metabolitos de interés a un costo razonable, es 

necesario diseñar medios de cultivo, bien sean definidos (constituidos por compuestos 

químicamente definidos y en una cantidad precisa) o complejos (contiene elementos 

orgánicos cuya composición nutricional no está completa y precisamente descrita), 

mediante el manejo de variables independientes tales como concentración de nutrientes, 

agitación, pH, temperatura o inyección de oxígeno, que van a tener un efecto sobre 

variables dependientes o de respuesta como producción de biomasa, enzimas o 

metabolitos (Martínez et al., 2010).  

 

Para lograr este objetivo, existen modelos clásicos basados en evaluar cada factor con los 

demás factores constantes, los cuales, además de requerir tiempo y material, no toman en 

cuenta las interacciones que puedan tener las variables independientes entre sí. Por lo 

tanto, los diseños estadísticos con base en modelos matemáticos permiten valorar las 
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interacciones que tienen las variables respuesta entre ellas y con ello obtener resultados 

con mejor soporte, facilitando a su vez aspectos técnicos a nivel de laboratorio al minimizar 

el tiempo y la cantidad de combinaciones en el diseño (Gupte & Kulkarni, 2003; Wang et 

al., 2011). 

 

Diseños factoriales fraccionados como la metodología Plackett-Burman (Plackett & 

Burman 1946), se emplea para identificar las variables significativas en un sistema, 

clasificarlas según su importancia y seleccionar aquellas que se explorarán en mayor 

detalle. Esta técnica es especialmente útil para la elección de componentes relevantes en 

el medio de cultivo, permitiendo la eliminación de factores insignificantes. Este proceso 

conduce a un conjunto más reducido de variables, simplificando así su gestión y análisis 

(Sreekumar & Krishnan 2010). La otra técnica utilizada en el proceso de optimización de 

medios de cultivo es la metodología de superficie de respuesta (MSR) (Chen et al., 2010), 

la cual consiste en un grupo de procedimientos matemáticos y estadísticos que pueden 

ser usados para estudiar la relación entre una o más respuestas y un número 

independiente de variables, que también permite obtener la mayor cantidad de información 

con pocos experimentos (Sreekumar & Krishnan 2010) y ahorrar tanto tiempo como 

trabajo. Las técnicas MSR más usadas son la de Diseño Central Compuesto (DCC) y el 

diseño Box-Behnken (DBB), en las cuales normalmente se optimizan cinco y tres factores, 

respectivamente (Zhong et al., 2014).  

 

Un aspecto relevante en la optimización de un medio de cultivo no es sólo el logro de una 

formulación racional del medio, sino también la posible inclusión de materia prima de bajo 

costo que haga rentable el proceso. Por tanto, la posibilidad de implementar un sistema 

productivo en biorreactor, a escala piloto o comercial, está determinada por la capacidad 

de establecer condiciones apropiadas para el crecimiento microbiano y lograr 

concentraciones adecuadas específicas para cada proceso en particular del producto de 

interés. Por razones económicas, estas condiciones son definidas a partir de un trabajo de 

optimización a escala de erlenmeyer. Estos procesos a pequeña escala representan la 

base, y proporcionan la información necesaria para iniciar el proceso de escalado 

ascendente. Normalmente, el escalado en este tipo de procesos se realiza en proporciones 

1:10, lo cual ha demostrado ser adecuado porque permite ajustar más fácilmente los 
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parámetros de desempeño a los niveles optimizados previamente en menor escala (Liu, 

2017). 

Tanto las levaduras como las bacterias son organismos unicelulares por lo que su 

crecimiento es relativamente simple y fácil de cambiar de escala y a muchos de estos 

microorganismos se les considera como microorganismos GRAS (Generally Recognized 

as Safe) (da Silva et al., 2005; Souza et al., 2003). Teniendo en cuenta que el costo de los 

medios de fermentación es uno de los factores determinantes en la producción de biomasa, 

es importante formular medios de cultivos con el menor costo posible y que al mismo 

tiempo provean los requerimientos nutricionales necesarios para el crecimiento adecuado 

del microorganismo y la producción enzimática (Nighojkar et al., 2006). En este sentido, el 

objetivo de este trabajo fue diseñar un medio de cultivo adecuado y de bajo costo para 

levadura Wickerhamomyces anomalus, seleccionada para evaluar su capacidad para 

disminuir niveles de cadmio en grano de cacao durante la fermentación. 

2.2 Materiales y métodos  

 

2.2.1 Determinación de condiciones de crecimiento a escala de 
erlenmeyer. 
 

Para determinar condiciones adecuadas de cultivo (fuente de carbono y nitrógeno, sales, 

pH y temperatura) de la cepa M4HMO, se utilizaron erlermeyers bafleados de 125 mL con 

un volumen de trabajo de 30 mL. Inicialmente, la cepa M4HMO fue reactivada en medio 

de cultivo sólido YPG (En g/L: peptona, 20; extracto de levadura, 10; glucosa, 20; agar, 15) 

durante 24 horas a 30 °C. A las 24 horas de incubación se tomó una asada y se depositó 

en erlenmeyers de 125 mL conteniendo 30 mL de medio de cultivo líquido YPG (En g/L: 

peptona, 20; extracto de levadura, 10; glucosa). Los erlenmeyers fueron mantenidos a 

30°C durante 18-20 horas a 180 rpm. Pasado este tiempo se realizó conteo en cámara de 

Neubauer (BOE02-EQ) del pre-inóculo y se tomó el volumen necesario para alcanzar una 

concentración final de 1×106 células/mL en cada uno de los tratamientos, los cuales fueron 

ajustados a un pH inicial de 5,6. De acuerdo con la literatura, las condiciones de operación 

para la selección y optimización de componentes nutricionales fueron 180 rpm y 30 °C, 

con tiempo de incubación de 24 horas. La medición de la concentración celular se realizó 
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mediante conteo en cámara de Neubauer (Díaz et al., 2005). Todos los tratamientos fueron 

realizados por triplicado. 

 

2.2.2 Microorganismo 
 

Se empleó la cepa de levadura Wickerhamomyces anomalus M4HMO, la cual fue obtenida 

a partir de la fermentación de cacao realizada en la hacienda Monteoscuro (Cimitarra-

Santander). Esta cepa se encuentra conservada en la colección de microorganismos de la 

Corporación para Investigaciones Biológicas – CIB ubicada en Medellín-Colombia. 

 

2.2.3 Medio de cultivo comercial  
 

Se seleccionaron cuatro medios de cultivo líquidos comerciales: SDB (En g/L: peptona de 

carne,5; peptona de caseína, 5; glucosa, 20), PDB (En g/L: dextrosa, 20; infusión de 

patatas, 6,5) y RB (En g/L: peptona de soya, 5; dextrosa, 10; KH2PO4, 1; MgSO4, 0,5) 

(Escalante et al., 2011; Da Cruz Pedrozo et al., 2017), para evaluar el crecimiento de la 

cepa M4HMO. El medio de cultivo donde se obtuvo la mayor concentración celular fue 

seleccionado como medio de referencia para los experimentos posteriores. 

 

2.2.4 Fuente de carbono 
 

Tomando como base la composición del medio comercial seleccionado en la etapa 

anterior, incluyendo otros componentes (en g/L: KH2PO4, 1; MgSO4, 0,5; CaCl2 0,1; extracto 

de levadura, 2; (NH4)2 SO4, 2) (Joshi et al., 2019; Raimondi et al., 2022) se evaluó el efecto 

individual de variaciones en la fuente de carbono (glucosa, sacarosa, glicerol, lactosa, 

maltosa) a una concentración de 20 g/L sobre el crecimiento celular de la cepa W. 

anomalus M4HMO.  

 

2.2.5 Fuente de nitrógeno 
 

Se evaluaron las fuentes de nitrógeno: sulfato de amonio (NH4)2 SO4, peptona, urea, 

proteína hidrolizada de soya (PHS) y extracto de levadura (Ext lev) a una concentración de 

2g/L, utilizando el medio de cultivo base (en g/L: KH2PO4, 1; MgSO4, 0,5; CaCl2 0,1; 
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extracto de levadura 2) y la fuente de carbono seleccionada en la etapa anterior (Djelal et 

al., 2005; Joshi et al., 2019). 

 

2.2.6 Relación carbono/nitrógeno (C:N) 
 

La fuente de carbono y nitrógeno seleccionada en las etapas anteriores, se evaluaron en 

proporciones de 10:1, 20:1, 5:1, 4:1 y 1:1, manteniendo como factores fijos la 

concentración de la fuente de carbono a 20 g/L y demás componentes del medio de cultivo 

base. Una vez seleccionada la relación C:N que favoreciera la producción de biomasa, se 

realizaron variaciones en la concentración de carbono (10, 20, 30 y 40 g/L) manteniendo 

la misma relación C:N (Bardhan et al., 2021). 

 

2.2.7 Tamizaje estadístico de componentes para el medio de 
cultivo 
 

Se evaluaron 15 combinaciones por duplicado empleando una matriz Plackett-Burman 

para seis factores en dos niveles (STATGRAPHICS Centurion XVI.I) (Tabla 2-1). La fuente 

de carbono y nitrógeno, así como las concentraciones seleccionadas en las etapas 

anteriores, se mantuvieron constantes como factores fijos para el diseño del medio de 

cultivo (Vehapi et al., 2022). 

 

Tabla 2-1 Medios de cultivo evaluados mediante el diseño Plackett-Burman. Valores en 

g/L. En todos los medios de cultivo las concentraciones de sacarosa y PHS se mantuvieron 

en 20 y 2 g/L, respectivamente. 

Medio de 
cultivo 

KH2PO4 MgSO4 CaCl2 
Extracto 

de 
levadura 

(NH4)2SO4 pH 

1 3 0,5 0,3 1 1 4,5 
2 1 0,5 0,1 1 1 4,5 
3 3 1,5 0,3 1 3 6,5 
4 1 1,5 0,1 1 1 6,5 
5 3 0,5 0,3 3 1 6,5 
6 3 1,5 0,1 3 3 4,5 
7 1 0,5 0,1 3 3 6,5 
8 3 0,5 0,1 1 3 6,5 
9 3 1,5 0,1 3 1 4,5 
10 1 0,5 0,3 3 3 4,5 
11 1 1,5 0,3 3 1 6,5 
12 1 1,5 0,3 1 3 4,5 
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Tabla 2-1 (Continuación) 

Medio de 
cultivo 

KH2PO4 MgSO4 CaCl2 
Extracto 

de 
levadura 

(NH4)2SO4 pH 

13 2 1 0,2 2 2 5,5 
14 2 1 0,2 2 2 5,5 
15 2 1 0,2 2 2 5,5 

 

2.2.8 Optimización y validación del medio de cultivo 
 

Los factores que afectaron positivamente, y en mayor medida, el crecimiento celular en la 

etapa anterior, junto con la fuente de carbono y nitrógeno, se analizaron mediante MSR 

utilizando el diseño Box-Behnken (STATGRAPHICS Centurion XVI.I) (Tabla 2-2) (Souza 

et al., 2018). Los componentes que no presentaron ningún efecto sobre el crecimiento de 

la cepa M4HMO se fijaron en las concentraciones mínimas evaluadas. De acuerdo con 

información bibliográfica, el valor de pH inicial se ajustó a 5,6 para todos los tratamientos. 

Además, a través de un diseño unifactorial se evaluaron tres condiciones de temperatura 

(30 °C, 40 °C y 50 °C) utilizando el medio de cultivo (componentes y concentraciones) 

optimizado obtenido mediante MSR. Finalmente, se realizó el proceso de validación del 

medio diseñado y los resultados fueron comparados con los obtenidos utilizando medio 

comercial YPG (Tabla 2-3). 

 

2.2.10 Análisis estadístico 
 

Los datos se evaluaron mediante ANOVA y la prueba de Tukey con un nivel de 

significancia del 5% utilizando el programa R (https://www.r-project.org). 

 

Tabla 2-2 Medios de cultivo evaluados mediante el diseño Box Behnken. Valores en g/L. 

En todos los medios de cultivo las concentraciones de CaCl2, MgSO4, (NH4)2 SO4, se 

mantuvieron en 0,1; 0,5 y 1.0 g/L, respectivamente. 

Medio de 
cultivo 

KH2PO4 
Extracto de 

levadura 
Sacarosa PHS 

1 3 3 20 4 
2 4,5 4,5 30 6 
3 4,5 1,5 10 2 
4 4,5 4,5 10 2 
5 3 3 20 8 
     

https://www.r-project.org/
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Tabla 2-2 (Continuación) 

Medio de 
cultivo 

KH2PO4 
Extracto de 

levadura 
Sacarosa PHS 

6 1,5 4,5 30 2 
8 4,5 4,5 30 2 
9 4,5 1,5 30 2 

10 3 6 20 4 
11 4,5 1,5 10 6 
12 1,5 1,5 10 2 
13 1,5 1,5 30 2 
14 1,5 1,5 30 6 
15 3 3 40 4 
16 6 3 20 4 
17 3 3 20 4 
18 3 3 20 4 
19 3 0 20 4 
20 4,5 1,5 30 6 
21 1,5 4,5 30 6 
22 1,5 4,5 10 2 
23 3 3 0 4 
24 3 3 20 0 
25 1,5 4,5 10 6 
26 3 3 20 4 
27 1,5 1,5 10 6 
28 0 3 20 4 

 

Tabla 2-3. Medios de cultivo evaluados para la validación del diseño del medio de cultivo 

para el crecimiento de la cepa W. anomalus M4HMO. Valores en g/L. 

Medio 
cultivo 

Extracto de 
levadura 

Sacarosa PHS CaCl2  MgSO4 (NH4)2SO4  

M1 6 8,6 8 0,1 0,5 1 

M2 6 8,6 8 0 0,5 0 

M3 6 8,6 8 0 0 0 

M4 YPG (En g/L: glucosa, 20; peptona, 20; extracto de levadura, 10) 
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2.3 Resultados  

 

2.3.1 Fuente de carbono y nitrógeno 
 

Las variaciones en la fuente de carbono y nitrógeno se realizaron teniendo como base el 

medio de cultivo comercial YPG en el cual se obtuvo la mayor concentración celular (1,4 × 

109 células/mL) de W. anomalus M4HMO (Figura 2-1). 

 

Figura 2-1. Concentración celular de W. anomalus M4HMO en medios de cultivo 

comerciales: YPG, PDB, SDB, RB. 

 

La sacarosa resultó ser la mejor fuente de carbono para el crecimiento la cepa W. 

anomalus M4HMO, obteniendo una concentración final de 8,2 × 108 células/mL (Figura 2-

2). No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre la maltosa, glucosa 

y glicerol. Por otro lado, la lactosa fue la fuente de carbono donde se obtuvo el crecimiento 

más bajo. 
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La fuente de nitrógeno que generó la concentración celular más alta fue la peptona (1,3 × 

109 células/mL) siendo significativamente diferente con las demás fuentes de nitrógeno 

(Figura 2-3). No se encontró diferencia estadística significativa entre los resultados 

obtenidos con PHS, extracto de levadura y sulfato de amonio, además, los valores 

obtenidos con estos componentes fueron 50, 56, y 66%, respectivamente, más bajos que 

los alcanzados con peptona. Teniendo en cuenta estos resultados, la proteína hidrolizada 

de soya fue seleccionada para experimentos posteriores debido a que su costo es más 

bajo en comparación con la peptona y el extracto de levadura. 

 

Figura 2-2. Concentración celular de W. anomalus M4HMO en diferentes fuentes de 

carbono. 
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Figura 2-3. Concentración celular de W. anomalus M4HMO en diferentes fuentes de 

nitrógeno. 

 

 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en la concentración final de 

W.anomalus M4HMO utilizando relaciones C:N 10:1, 5:1, 4:1 y 1:1. Por lo tanto, se 

seleccionó la relación 10:1 (20g/L de sacarosa y 2g/L de PHS), dado que implica el uso de 

una menor cantidad de fuente de nitrógeno, lo que se traduce en un menor costo de 

producción de biomasa. Bajo estas condiciones se alcanzó una concentración de 7,6 × 108 

células/mL (Figura 2-4). Las posteriores variaciones de concentración de fuente de 

carbono manteniendo la relación C:N en 10:1 mostraron mayores rendimientos de biomasa 

al utilizar 40 y 20 g/L de sacarosa, sin diferencia estadística significativa (Figura 2-5). 

Consecuentemente, se eligió 20 g/L de sacarosa y 2 g/L de PHS para realizar los 

experimentos posteriores. 
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Figura 2-4. Concentración celular de W. anomalus M4HMO a diferentes relaciones C:N (la 

concentración de sacarosa se mantuvo en 20 g/L en todos los experimentos).  

 

 

Figura 2-5. Concentración celular de W. anomalus M4HMO a diferentes concentraciones 

de carbono manteniendo la relación C:N en 10:1 
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2.3.2 Tamizaje estadístico de componentes para el medio de 
cultivo 
 

Entre los componentes del medio de cultivo, se observó que el fosfato de potasio (KH2PO4) 

y el extracto de levadura favorecieron la producción de biomasa de la cepa W. anomalus 

M4HMO. En contraste, el cloruro de calcio (CaCl2) tuvo un impacto negativo en el 

crecimiento de esta cepa. En cuanto al resto de los componentes evaluados, como el 

MgSO4, el pH y el (NH4)2SO4, no se identificó ningún efecto significativo en la variable 

respuesta (Figura 2-6). 

 

Figura 2-6. Tamizaje estadístico de componentes para el diseño de un medio de cultivo 

para el crecimiento de W. anomalus M4HMO 

 

2.3.3 Optimización de las condiciones de crecimiento 
 

Mediante el diseño Box Behnken se estimaron las concentraciones óptimas de cada 

componente (en g/L: extracto de levadura, 6; sacarosa, 8,6; PHS, 8) con una concentración 

máxima esperada de 1,4 × 109 células/mL El KH2PO4 fue excluido de la formulación del 

medio de cultivo, ya que no tuvo efecto sobre el crecimiento de la cepa de levadura. 

 

Respecto a la temperatura, se observó un mayor crecimiento de W. anomalus M4HMO a 

30°C, logrando una concentración celular de 1×109 células/mL. En contraste, las 
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temperaturas de 40 y 50 °C tuvieron un impacto negativo y significativo en el desarrollo de 

esta cepa (Figura 2-7). 

 

Figura 2-7 Concentración celular de W. anomalus M4HMO en diferentes temperaturas 

 

2.3.5 Validación del diseño del medio de cultivo  
 

La cepa W. anomalus M4HMO tuvo el mayor crecimiento en los medios de cultivo M3 y 

M4, con una concentración celular de 9,7 ×108 células/mL (67% del valor esperado), sin 

diferencia estadísticamente significativa entre estos medios (Figura 2-8). La presencia de 

CaCl2, MgSO4 y (NH4)2SO4 no mostraron tener un efecto significativo en el crecimiento de 

W. anomalus M4HMO. Por lo tanto, se seleccionó el medio de cultivo M3 (en g/L: extracto 

de levadura, 6; sacarosa, 8,6; PHS, 8) como el medio más adecuado para producción de 

biomasa.  
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Figura 2-8. Validación del medio de cultivo para el crecimiento de la cepa W. anomalus 

M4HMO. 

 

 

3.4 Discusión  

 

Se han realizado estudios de optimización para la producción de biomasa y otros 

compuestos de interés de W. anomalus. Fernández et al. (2017), aplicaron un diseño de 

Plackett-Burman, donde se evaluaron factores como sacarosa, (NH4)2SO4, extracto de 

levadura, K2HPO4, MgSO4, NaCl, CaCl2 sobre el crecimiento de W. anomalus M10. De 

acuerdo con esto, se formuló un medio en g/L que consistió en sacarosa, 60; (NH4)2SO4, 

0,6; extracto de levadura, 1; K2HPO4, 1,2; MgSO4, 0,5; NaCl, 0,1; CaCl2, 0,1, el cual permitió 

alcanzar una concentración de biomasa de 6,93 gBS/L después de 72 h de crecimiento, 

esta concentración fue inferior a la alcanzada en este estudio, donde se obtuvo una 

cantidad de biomasa de 13.8 gBS en un periodo de tiempo más corto (24 h). De manera 

similar, se optimizó un medio de cultivo que contenía glucosa y NH4
+ como fuente de 

carbono y nitrógeno respectivamente, obteniendo una concentración de biomasa de 3,6 

g/L de la levadura W. amomalus CBS 5759. Además, se encontró que el aumento en la 

concentración de NH4
+ tuvo un impacto positivo en el crecimiento de esta cepa. (Djelal et 

al., 2005). En contraste con el presente estudio, se encontró que el (NH4)2SO4 no afectó 
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significativamente la concentración de biomasa de W. anomalus M4HMO. En otro estudio, 

Raimondi et al. (2022), destacaron la notable capacidad de W. anomalus WC 1501 para 

transformar glicerol puro en d-arabitol. Además, alcanzó una concentración celular de 5,5 

×109 células/mL, utilizando un medio de cultivo que contenía 20 g/L de glicerol puro, 3 g/L 

de extracto de levadura, 2 g/L (NH4)2SO4, 3 g/L de KH2PO4, 1 g/L de K2HPO4, y 1 g/L de 

MgSO4. Sin embargo, otros autores, reportaron un mejor crecimiento de W. anomalus SZ1 

con azúcares fermentables (glucosa, manosa y fructosa) en comparación con azúcares no 

fermentables (manitol y glicerol) (Gupta & Bhathena, 2020). 

 

Los estudios sobre fuentes de carbono y nitrógeno mostraron que, junto con la peptona 

(20 g/L) y la manosa (20 g/L), el extracto de levadura (10 g/L) debe ser un ingrediente del 

medio de cultivo esencial similar al YPG para el crecimiento de la cepa W. anomalus SZ1 

(Gupta & Bhathena, 2020). Batista et al. (2013) utilizaron frijol extruido como fuente de 

nitrógeno en el medio de cultivo y recomendaron 1% de frijol extruido y 1% de extracto de 

levadura o 1% de extracto de levadura y 1% de peptona, lo que dio un crecimiento 

comparable al del medio comercial YPG para cepas de Saccharomyces cerevisiae y Pichia 

pastoris GS115. Martins et al. (2014) utilizaron la digestión péptica de tejidos animales 

como fuente de nitrógeno en lugar de peptona para W. anomalus CE009 e informaron que 

el crecimiento fue similar al obtenido con peptona. Estos estudios revelaron que la peptona 

se puede reemplazar con otras fuentes de nitrógeno, mientras que el extracto de levadura 

al 1% es el ingrediente más esencial de las células de levadura para lograr un crecimiento 

óptimo. Sin embargo, en algunos estudios, el extracto de levadura no se ha incluido en la 

composición de los medios de cultivo. Mieres (2017), utilizó un medio de cultivo que 

contenía glucosa, 10 g/L; pectina de citrus, 5 g/L; urea, 1,4 g/L; KH2PO4, 1 g/L; MgSO4, 0,5 

g/L; CaCl2, 0,1 g/L, el cual permitió alcanzar una concentración de biomasa de W. 

anomalus de 3,03 ± 0,905 g/L.  

 

En el estudio de Arous et al. (2016) la fuente de carbono preferida para el cultivo de 

Schwanniomyces etchellsii y Candida pararugosa fueron las sales de NH4
+ (NH4Cl y 

(NH4)2SO4). En comparación con la adición de KNO3, proteína de soya y extracto de 

levadura, se obtuvo un rendimiento de biomasa entre 3 y 8 veces menor. En otro estudio, 

Umesh et al. (2017), el mayor rendimiento de biomasa se obtuvo de S. cerevisiae cuando 

el medio contenía extracto de carne y extracto de levadura como fuentes de nitrógeno 

sobre NH4NO3, (NH4)2SO4, urea y NaNO3. 
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La relación inicial de carbono/nitrógeno (C:N) es un factor muy importante para la reducción 

del sustrato y la producción de biomasa (Arous et al., 2016; Zheng et al., 2005). La relación 

C:N de 10:1 se informa como el resultado más apropiado ya que una proporción mayor 

provocará la desaparición del nitrógeno antes de que se consuma todo el carbono y no se 

obtendrá la biomasa requerida (Sharif et al., 2021). Cuando el nitrógeno es limitado, las 

células de levadura ralentizan su crecimiento, mientras que, en el caso extremo de 

agotamiento del nitrógeno, las células dejan de crecer incluso con todos los demás 

nutrientes disponibles en exceso y entran en un estado pasivo específico del nitrógeno 

(Broach, 2012). En una proporción de 1:1, la mayor parte del nitrógeno no puede ingresar 

a las células y se desperdiciará (Sharif et al., 2021). A una conclusión similar se llegó en 

trabajos de otros investigadores. Arous et al. (2016) informaron que la relación C:N óptima 

fue de 8:1 - 10:1 para S. etchellsii y C. pararugosa con mayor producción de biomasa en 

un medio a base de aguas residuales de almazara suplementado con NH4Cl. En el estudio 

de Spalvins et al. (2020) el mayor contenido de biomasa de Yarrowia lipolytica se observó 

en una proporción de C:N de 5:1 - 10:1 cultivada en un medio suplementado con aceite de 

cocina usado. 

 

La temperatura y el pH son parámetros que afectan en gran medida los procesos de 

fermentación. Una temperatura baja puede inhibir el ingreso de los nutrientes a la 

membrana celular, mientras que una temperatura alta genera inactivación de las enzimas 

que participan en las diferentes vías metabólicas (Arous et al., 2016). 

 

El pH del entorno que rodea a la célula incide directamente en el pH intracelular, generando 

modificaciones en la actividad enzimática interna. Estas alteraciones en la actividad 

enzimática, a su vez, influyen en el proceso de crecimiento celular (Wang & Lu, 2004). El 

pH óptimo para el crecimiento de las levaduras se sitúa en un intervalo de 4,0 a 7,0 (Kot et 

al., 2017; Siddique et al., 2016); Dentro de este rango, el pH más adecuado para un 

crecimiento máximo es de 5,0 a 5,5. Tao et al. (2011) estudiaron los efectos del pH en el 

crecimiento de W. anomalus e informaron que el crecimiento disminuyó en un rango de pH 

entre 3,0 y 4,5, mientras que la fluctuación del pH del medio entre 5,0 y 6,0 no afectó la 

tasa de crecimiento, aunque dentro del rango 6,5 y 7,5, experimentó una notable 

disminución en su crecimiento. Como resultado de sus hallazgos, recomendaron un valor 

de pH inicial óptimo de 5,0 para W. anomalus, identificando un límite de tolerancia entre 
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4,5 y 6,0. De manera similar, Gao et al. (2012) informaron que el contenido máximo de 

biomasa de Candida tropicalis se alcanzó cuando el pH inicial se ajustó a 5,5 a 30 °C. 

Otros autores reportaron que las condiciones óptimas para el cultivo de C. tropicalis fueron 

37 °C y pH 7 (Siddique et al., 2016) y para Y. lipolytica se establecieron en 30°C y pH 5,0 

(Umesh et al., 2017).  

 

Según el estudio realizado por Tao et al. (2011) los recuentos de células viables de W. 

anomalus aumentaron a medida que la temperatura se incrementó de 25 a 30 °C, sin 

embargo, se observó una disminución abrupta cuando la temperatura aumentó de 35 a 

45°C. Estos resultados sugieren que la temperatura óptima se encuentra alrededor de los 

32°C, mientras que temperaturas de 40 °C y superiores podrían resultar letales para W. 

anomalus. Así mismo, Martins et al. (2014) informaron que el crecimiento óptimo de W. 

anomalus CE009 se alcanzó a una temperatura que oscilaba entre 25 y 30°C. 

 

En este sentido, el medio de cultivo diseñado en este estudio resultó en una composición 

más simple, compuesto únicamente por tres componentes con una concentración menor 

de fuente de carbono en comparación con lo informado en los estudios realizados por 

Fernández et al. (2017); Raimondi et al. (2022) y Mieres (2017). Además, el medio de 

cultivo propuesto contiene materias primas de bajo costo como la sacarosa y la proteína 

hidrolizada de soya (PHS), que, junto con el extracto de levadura, permitieron alcanzar una 

concentración celular mayor con respecto a la reportada en los estudios de Gupta & 

Bhathena (2020) y Batista et al. (2013). 

 

3.5 Conclusiones  

 

El análisis demostró que el extracto de levadura es uno de los factores más determinantes 

en el crecimiento de este microorganismo. Además, permitió la formulación de un medio 

de cultivo con características nutricionales similares al medio de cultivo comercial YPG, sin 

que se observaran diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento de la cepa 

de levadura entre ambos medios de cultivo. Por lo tanto, estos resultados presentan 

ventajas económicas, ya que, al ampliar la escala de producción de biomasa de esta cepa, 
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se podrían utilizar medios de cultivo con materias primas de bajo costo, como la sacarosa 

y la proteína hidrolizada de soya. 
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Capítulo 3. Mitigación de cadmio en granos 

de cacao durante la fermentación mediante 

microorganismos 

 

Resumen 

 

La reciente normativa de la Unión Europea respecto al contenido de cadmio en productos 

derivados del cacao (Theobroma cacao L.) ha generado un impacto significativo en el 

mercado global de este producto. En la actualidad, la comisión europea ha establecido 

valores máximos permitidos (0,1-0,8 mg Cd+2/L) lo que tiene implicaciones sobre las 

exportaciones, generando rechazo de productos como chocolate (contenido de materia 

seca menor o mayor al 50%) y cacao en polvo. Esto ha afectado especialmente a los 

países de América Latina, conocidos por sus niveles elevados de este metal pesado. Por 

tanto, el objetivo de esta investigación fue utilizar inóculos microbianos de manera 

individual y en cultivo mixto de microrganismos aislados del proceso fermentativo del cacao 

(dos bacterias y una levadura) que demostraron capacidad para secuestrar cadmio en 

medio acuoso, como estrategia para disminuir el contenido de cadmio durante la 

fermentación de cacao. El experimento se llevó a cabo en condiciones de campo en una 

central de beneficio. Se utilizó un diseño completamente al azar conformado por cuatro 

tratamientos y un control (levadura individual, bacteria 1 individual, cultivo mixto dos 

bacterias, cultivo mixto una levadura y dos bacterias, fermentación espontánea). Ninguno 

de los tratamientos, incluida la fermentación espontánea, logró reducir la concentración de 
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cadmio en los granos. Sin embargo, las características sensoriales de los granos de cacao 

inoculados con los microorganismos se vieron favorecidas. 

 

Palabras clave: cadmio, fermentación, microorganismos, Theobroma cacao 

 

3.1 Introducción  

 

La contaminación de suelos con metales pesados es un problema creciente a nivel mundial 

y una amenaza para el medio ambiente, ya que estos no son degradables y pueden 

acumularse fácilmente hasta niveles tóxicos en suelos y plantas utilizados en nutrición 

humana o animal (Jalbani et al., 2009). Algunos metales como el zinc (Zn), el magnesio 

(Mg), el hierro (Fe), el cobre (Cu) y el manganeso (Mn), se consideran micronutrientes 

esenciales para las plantas, los cuales desempeñan diferentes funciones biológicas, 

especialmente en el crecimiento de raíces y brotes. Sin embargo, otros metales pesados, 

como aluminio (Al), arsénico (As), cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg), no tienen 

ninguna función biológica conocida (Lajayer et al., 2019).Las formas más tóxicas de estos 

metales en sus especies iónicas son aquellas que tienen los estados de oxidación más 

estables, por ejemplo, Cd2+, Pb2+, Hg2+, As3+, los cuales reaccionan con las biomoléculas 

del cuerpo para formar compuestos biotóxicos extremadamente estables que son difíciles 

de disociar, ocasionando graves problemas de salud (Das & Al-Naemi, 2019; Nava-Ruiz & 

Méndez-Armenta, 2011). 

 

La acumulación de metales pesados en las plantas varía entre elementos y especies de 

plantas. El cadmio es uno de los elementos más móviles con un factor de bioconcentración 

en las plantas mayor que algunos nutrientes esenciales (Li et al., 2017). Las elevadas 

concentraciones de este metal en el suelo pueden originarse tanto por fuentes geogénicas 

como por actividades de origen humano. La meteorización del material parental constituye 

la fuente geogénica, mientras que las actividades mineras e industriales, así como el uso 

de agroquímicos o agua de riego con alto contenido de Cd representan las principales 

causas antropogénicas de contaminación (Li et al., 2014; Vanderschueren et al., 2021). 
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Se afirma que los niveles de cadmio en los granos de cacao se deben a su absorción por 

las plantas desde el suelo. Algunos suelos, especialmente los de origen volcánico, pueden 

contener altos niveles de cadmio, que puede ser absorbido por la planta y posteriormente 

transportarlo a sus diferentes tejidos, como hojas, frutos y semillas (Gramlich et al., 2018). 

Los contenidos de cadmio en los granos de cacao varían significativamente de una región 

a otra, siendo América Latina la que registra los niveles más altos. En esta región, las 

concentraciones de cadmio suelen superar los límites máximos permitidos por la 

regulación de la Unión Europea, que establece un rango de 0,1 a 0,8 mg Cd+2/kg para el 

chocolate y otros productos derivados del cacao. (Argüello et al., 2019; Barraza et al., 2021; 

Bravo et al., 2021; Chávez et al., 2015; Gramlich et al., 2018). También se han encontrado 

variaciones considerables en los contenidos de cadmio en los granos de cacao de América 

Latina, entre y dentro de los países (Chávez et al., 2015; Gramlich et al., 2017). La 

variabilidad en las concentraciones de cadmio en los granos de cacao de diversos lugares 

se ha atribuido a diferentes materiales parentales del suelo, pero también se deben 

considerar otros factores, como los aportes de cadmio con fertilizantes de fósforo (P) y las 

propiedades del suelo que influyen en la disponibilidad del metal, como pH, materia 

orgánica, capacidad de intercambio catiónico, mineralogía y presencia de otros 

microelementos (Alloway, 2013; Chávez et al., 2015). 

 

Particularmente en Colombia, en algunas regiones cacaoteras, se han encontrado altas 

concentraciones de cadmio en el suelo, lo cual podría verse reflejado en la acumulación 

de elevados contenidos de este metal en los granos (Bravo et al. 2018; Chávez et al., 

2015). Aunque no existen límites de cadmio en los granos de cacao, se han utilizado 

umbrales de 0.6 y 0.8 mg Cd+2/kg como valores que permiten la fabricación de productos 

de cacao que cumplen con los límites permisibles de cadmio exigidos por la UE (Arévalo-

Gardini et al., 2017; Chávez et al., 2015; Gramlich et al., 2018; Bravo & Benavides-Erazo, 

2020). 

 

En este sentido, la elevada concentración de metales pesados en los granos de cacao 

representa un riesgo tanto para la seguridad alimentaria como para el desarrollo 

económico del país. Esta situación afecta negativamente las exportaciones de grano, 

principal insumo para la fabricación de semielaborados y productos finales. Por tanto, 

existe una gran necesidad de abordar esta problemática desde el cultivo hasta el producto 

final mediante estrategias biotecnológicas que contribuyan a la obtención de un producto 
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inocuo, de calidad y competitivo en el mercado nacional e internacional. Dentro de estas 

estrategias, se encuentra la biorremediación de metales pesados por biomasa microbiana, 

la cual ha sido objeto de importante interés de investigación en las últimas décadas debido 

a su eficiencia, costo relativamente bajo y efectos negativos mínimos para el medio 

ambiente.  

 

Se han descubierto microorganismos (bacterias, hongos y microalgas) con capacidad de 

biorremediación, los cuales han desarrollado diferentes mecanismos que les permiten 

formar complejos o atrapar metales pesados, transformándolos a sus formas menos 

tóxicas (Gautam et al., 2015; Monachese et al., 2012a;). Géneros de bacterias como 

Bacillus y Lactobacillus, así como de las levaduras Saccharomyces, Wickerhamomyces y 

Hanseniaspora, han demostrado capacidad de biorremediación de cadmio (Abioye et al., 

2018; Kapahi & Sachdeva, 2019; Monachese et al., 2012b). Es así como la implementación 

de inóculos microbianos para disminuir concentraciones de cadmio durante la 

fermentación, se considera una alternativa con potencial para la mitigación de cadmio en 

cacao. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue seleccionar inóculos microbianos con 

capacidad para mitigar contenidos de cadmio en granos de cacao durante la fermentación, 

teniendo en cuenta la evaluación sensorial como criterio fundamental para determinar el 

efecto en sabor y aroma generado por la adición de los microorganismos  

 

3.2 Materiales y métodos  

 

3.2.1 Localización del estudio 
 

El ensayo se realizó en la granja Yariguíes de la Compañía Nacional de Chocolates, 

ubicada entre Barrancabermeja y San Vicente de Chucurí, departamento de Santander 

(6°54’30’’N73°44’08’’W) (Figura 3-1), a 120 metros sobre el nivel del mar, temperatura 

promedio de 28°C y precipitación media anual de 2.984 mm. El experimento se llevó a 

cabo en el módulo utilizado para el beneficio del cacao de la granja (Figura 3-2) 
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Figura 3-1. Mapa con ubicación del sitio del ensayo. Granja Yariguíes. Barrancabermeja, 

Santander 

 

Fuente: 

https://es.wikipedia.org/wiki/Santander_(Colombia)#/media/Archivo:Santander_in_Colom

bia_(mainland).svg 

Figura 3-2. Módulo de beneficio de cacao de la Granja Yariguíes. 

Fuente: Autor, autorizado por la Compañía Nacional de Chocolates - CNCH 

 
3.2.2 Crecimiento de microorganismos 
 

Para realizar el ensayo en grano de cacao durante la fermentación se utilizaron las cepas 

B.subitlis M21HB, B. megaterium M17HB y W. anomalus M4HMO, las cuales fueron 
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seleccionadas previamente por su capacidad para secuestrar cadmio en medio acuoso. 

Además, se realizó un ensayo de antagonismo para confirmar que no hubiera competencia 

entre las cepas evaluadas (Anexo E). Las bacterias y la levadura fueron reactivadas en 

medios de cultivo sólido TSA (en g/L: peptona, 20; glucosa, 2,5; NaCl, 5; K2HPO4, 2,5; 

agar, 15) y YPG (en g/L: peptona, 20; extracto de levadura, 10; glucosa, 20; agar, 15) 

respectivamente, durante 24 horas a 30 °C. A las 24 horas de incubación se tomó una 

asada y se depositó en erlenmeyers de 125 mL conteniendo 25 mL de TSB (bacterias) o 

medio optimizado para la levadura W. anomalus M4HMO (en g/L: extracto de levadura, 6; 

sacarosa, 8,6; PHS, 8). Los erlenmeyers fueron mantenidos a 37°C y 150 rpm (bacterias) 

y 30°C y 180 rpm (levaduras) durante 18-20 horas. Pasado este tiempo, se tomaron 7,5 

mL y se transfirieron a erlenmeyers de 500 mL conteniendo 150 mL de medio de cultivo 

líquido TSB o medio optimizado. Los erlenmeyers se incubaron durante 18-20 horas bajo 

las condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, 100 mL de cada fermentación 

fueron utilizados para inocular erlenmeyers de 2 L que contenían 1 L de medio (TSB ó 

medio optimizado). Los erlenmeyers se dejaron en incubación durante 24 horas bajo las 

condiciones de agitación y temperatura anteriormente mencionadas. La biomasa se 

recuperó mediante centrifugación a 7745 xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se 

descartó y el pellet se resuspendió en 1 L de medio de cultivo TSB (15g/L) para las cepas 

M21HB y M4HMO, y en 0,5 L para la cepa M17HB (Martos et al., 2014; Visintin et al., 

2017). Para conocer la concentración de cada uno de los inóculos se realizó siembra en 

placa en medio de cultivo sólido TSA y YPG. Estas suspensiones celulares fueron 

utilizadas como pre-inóculos en los procesos de fermentación real de cacao.  

 

3.2.3 Material vegetal y adecuación de los cajones de fermentación 
 

Se utilizaron 1500 kg de grano de cacao en baba a partir de una mezcla de las variedades 

CNCH12, CNCH13 (variedades propias de la granja, clasificadas como cacao trinitario) y 

CCN51. Estos granos se depositaron en cajones de madera con el fin de permitir un pre-

escurrido durante 24 horas antes de la inoculación de los microorganismos. Para el 

montaje del experimento se utilizaron 15 cajones de madera (80 x 80 x 80 cm), los cuales 

se adecuaron mediante la instalación de divisiones en madera, creando así dos 

compartimentos: uno destinado para la masa de cacao de cada tratamiento y otro vacío 

para facilitar el volteo correspondiente (Figura 3-3). 
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Figura 3-3. Cajones de fermentación con divisiones. 

 

Fuente: Autor, autorizado por la Compañía Nacional de Chocolates - CNCH 

 

3.2.4 Diseño experimental 
 

Se empleó un diseño completamente al azar conformado por cuatro tratamientos y un 

control, cada uno con tres repeticiones (Figura 3-4). Los tratamientos fueron definidos 

como se indica en la Tabla 3-1: 

 

Tabla 3-1. Descripción de los tratamientos empleados en la fermentación de cacao  

Tratamiento Descripción 

L Levadura M4HMO 

B1 Bacteria M21HB 

B1+B2 Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto 

L+B1+B2 Levadura M4HMO y bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto 

FE Fermentación espontánea 
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Figura 3-4. Diseño experimental. L: Levadura M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2: 

Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, L+B1+B2: Levadura M4HMO y bacterias 

M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: fermentación espontánea (sin inoculación externa 

de microorganismos). 

 

 

3.2.5 Preparación de los tratamientos 
 

Los pre-inóculos previamente obtenidos fueron transportados durante cuatro horas desde 

Medellín hasta la Granja Yariguíes en frascos de vidrio (SCHOTT DURAN®) a una 

temperatura de 4°C en una caja de icopor con pilas refrigerantes. Trascurrido este tiempo, 

los inóculos fueron almacenados en nevera a 4°C durante 24 horas hasta su uso. 

Cada inóculo fue diluido en suficiente agua de grifo para alcanzar una concentración final 

de 1 x 10 7 UFC/mL (equivalente a 2 x10 5 UFC/g de cacao en baba) (Da Cruz et al., 2017; 

Zamudio-Palacios et al., 2021). Estas suspensiones se utilizaron como inóculos de los 

experimentos en cajones de fermentación. De acuerdo con los tratamientos (individual o 

cultivo mixto) se tomó el volumen correspondiente de cada inóculo para completar un 

volumen final de 6 L. En el caso del tratamiento B1+B2 y B1+B2+L se mezclaron 3 y 2 L 

de cada cepa, respectivamente. 

 

 

3.2.6 Inoculación de microorganismos en la fermentación 
 

A partir de la mezcla de 1500 kg de cacao en baba pre-escurridos de las variedades 

mencionadas anteriormente, se utilizaron 100 kg de cacao para cada uno de los cajones. 

Durante el proceso de llenado de los cajones, los 100 kg se distribuyeron en porciones de 

10 kg, sobre las cuales se aplicó una aspersión de la solución de cada uno de los 

tratamientos, hasta completar 100 kg en cada cajón. Esta solución fue aplicada utilizando 

una bomba de émbolo de la marca Royal Condor (Ramos et al., 2014; Visintin et al., 2017). 

L B1 B1+B2 L+B1+B2 FE 
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El volumen de la solución aplicada por cajón fue de 2 L (equivalente al 2% de la masa total 

de cacao en cada cajón) (Moens et al., 2014) de inóculo a una concentración de 1 x 10 7 

UFC/mL (equivalente a 2 x10 5 UFC/g de cacao) (Mendoza et al., 2022; Moreira et al., 

2017; Zamudio-Palacios et al., 2021). Los cajones se cubrieron con sacos de fique y se 

realizaron volteos cada 48 horas hasta completar el proceso de fermentación (6 días). La 

determinación del tiempo de fermentación se realizó mediante la prueba de corte que 

consistió en cortar longitudinalmente a la mitad 20 granos de cada cajón utilizando una 

tijera podadora, y posteriormente, determinar el porcentaje de fermentación según los 

criterios establecidos por el personal técnico de la granja. La temperatura de la masa 

dentro de cada cajón fue monitoreada mediante termómetros digitales (Halten) y el pH 

interno y externo de los granos fue medido con un pH metro portátil (Milwaukee 

pH51/pH54). Se tomó registro de la temperatura y el pH cada 24 horas hasta finalizar la 

fermentación. Una vez finalizada la fermentación, los granos de cacao de cada tratamiento 

se llevaron a secado individualmente en casa elba durante 4 días o hasta alcanzar una 

humedad del 7%. 

 

3.2.7 Muestreo 
 

En cada cajón se recolectaron 5 kg de grano, al inicio y al final de la fermentación. Estos 

fueron llevados a secado durante cuatro días y luego se transportaron hacia la Compañía 

Nacional de Chocolates – CNCH donde se realizaron las mediciones de cadmio por 

absorción atómica en horno de grafito, así como la evaluación sensorial. 

 

 
3.2.8 Medición de pH durante la fermentación 
 

Se tomó una muestra de cada cajón, que constó de 15 granos (mitad de la superficie y 

mitad del fondo. Para la determinación del pH externo, diez granos tomados al azar fueron 

depositados en un recipiente de vidrio que contenía 30 mL de agua Mili -Q® EQ 7000 y se 

agitaron hasta obtener una mezcla viscosa Para la medición del pH interno (nibs) se utilizó 

el protocolo de John et al. (2019) con modificaciones. Los granos restantes fueron 

descascarillados y los nibs obtenidos se molieron utilizando un molino de cuchillas (IMUSA 

3 oz 200w 5861032166), el producto resultante fue resuspendido en 20 mL de agua Mili-
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Q® EQ 7000. En ambos casos se midió el pH utilizando un pH-metro portátil (Milwaukee 

pH51/pH54). 

 

3.2.9 Medición de cadmio 
 

La medición de cadmio se realizó según el protocolo interno de la Compañía Nacional de 

Chocolates. Para esto, se tomaron 500 g de grano de cada muestra, los cuales fueron 

tostados durante 18 min a una temperatura de 104°C. La cascarilla fue retirada y los nibs 

se molieron en un premolino CocoaT Mini. Se pesaron entre 0,3 y 0,6 g de muestra 

previamente molida y se adicionaron 5 mL de HNO3 al 65% (EMSURE® Reag. Ph 

Eur,ISO). Se llevaron a un horno microondas (MARS-Xpress – CEM) durante 60 min, 

alcanzando una temperatura de 200°C durante 15 min, seguido de un enfriamiento durante 

45 min. Luego se adicionaron 3 mL de peróxido de hidrógeno al 30% y las muestras fueron 

sometidas a una segunda digestión bajo los mismos parámetros mencionados 

anteriormente. Una vez completado el proceso de digestión, el volumen de cada una de 

las muestras se llevó a un balón volumétrico de 25 mL y se ajustó con agua Mili-Q® EQ 

7000. Después de homogenizar las muestras, se llevaron a un espectrofotómetro de 

absorción atómica ICE 3500 para su medición por la técnica de llama.  

 

3.2.10 Evaluación sensorial 
 

Para la preparación del licor de cacao y la evaluación sensorial se siguió el protocolo 

interno de la Compañía Nacional de Chocolates, el cual consistió en tostar 900 g de grano 

de cada muestra en un tostador comercial CocoaT a 120°C durante 18 min para facilitar la 

eliminación de la cascarilla y la obtención de nibs (almendra), los cuales fueron quebrados 

con un martillo de goma. Los nibs fueron molidos utilizando un premolino CocoaT y luego 

se depositaron en un equipo refinador (Ultra Dura+ 1.25L Wet Grinder) a una temperatura 

de 45°C durante 4 horas o hasta alcanzar un tamaño de partícula entre 14 y 25 micras, las 

cuales fueron medidas con un micrómetro digital (Songqi B type 0-25). El licor obtenido, se 

depositó en bandejas plásticas y se almacenaron a 4°C hasta la evaluación sensorial. 

 

Para la evaluación sensorial de los licores obtenidos, se contó con la participación de un 

panel de expertos conformado por seis personas, a quienes se les entregó 2 g de licor de 

cacao a una temperatura de 30°C. Los panelistas realizaron una evaluación olfativa y 
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posteriormente, llevaron a la boca una pequeña porción de licor de cacao y lo esparcieron 

en el paladar y mucosas, con el fin de percibir los sabores básicos (acidez, amargor, 

astringencia) y aromas (floral, afrutado-fresco, afrutado-seco, cacao, caramelo/malta, 

tostado, nuez, madera, especiado, verde). La intensidad de cada uno estos descriptores 

de sabor y aroma estuvo definida en una escala de 0 a 10, siendo 0 ausente, 1-2 casi 

imperceptible, 3-4 baja intensidad, 5-7 presente, 8-10 predominante. Los resultados se 

registraron de manera individual y luego fueron socializados para obtener la calificación 

media de cada una de las muestras. 

 

3.2.11 Análisis estadístico 
 

Los datos de medición de cadmio, pH y temperatura se evaluaron mediante ANOVA y la 

prueba de Tukey con un nivel de significancia del 5% utilizando el programa R 

(https://www.r-project.org).  

3.3 Resultados 

 

3.3.1 Temperatura y pH 
 

Durante el proceso de fermentación de cacao se registró un aumento gradual de la 

temperatura, alcanzando los 50°C a las 120 h (Figura 3-5), un fenómeno común durante 

este proceso que resulta de la actividad metabólica de microorganismos presentes en el 

grano de cacao. No se observaron diferencias estadísticamente significativas en las 

temperaturas de la masa entre tratamientos y el grupo control, lo cual indica que la 

introducción exógena de cepas de levadura y bacterias no tuvo efecto sobre este 

parámetro.  

 

Por otra parte, el pH externo de los granos, en todos los tratamientos y en el grupo control, 

fue similar, partiendo de 3,8 ± 0,2 a las 0 h y llegando a un valor de 4,6 ± 0,2 al final del 

proceso. En cuanto al pH interno, tampoco se evidenciaron diferencias estadísticamente 

significativas entre los tratamientos y el grupo control. A diferencia del pH externo, el pH 

interno tuvo una disminución, comenzando en 6,0 ± 0,3 y descendiendo a 4,6 ± 0,2 a las 

https://www.r-project.org/
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144 h, momento en el cual tanto el pH interno como externo se estabilizaron en los mismos 

valores (Figura 3-6). 

 

Figura 3-5. Temperatura de la masa de cacao durante la fermentación. L: Levadura 

M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2: Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, 

L+B1+B2: Levadura M4HMO y bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: 

fermentación espontánea (sin inoculación externa de microorganismos). 

 

Figura 3-6. pH interno y externo de los granos de cacao durante la fermentación. L: 

Levadura M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2: Bacterias M21HB y M17HB en cultivo 

mixto, L+B1+B2: Levadura M4HMO y bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: 

fermentación espontánea (sin inoculación externa de microorganismos). 
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3.3.2 Efecto de la inoculación externa de microorganismos sobre 
el contenido de cadmio durante la fermentación 
 

Los inóculos microbianos aplicados tanto de manera individual como en cultivo mixto al 

grano de cacao en fermentación no lograron reducir la concentración de cadmio. De hecho, 

el contenido de este metal en los nibs fue mayor en todos los tratamientos, incluido el de 

fermentación espontánea (sin aplicación de microorganismos) al final del proceso de 

fermentación, cuyo aumento promedio fue de 0,68 mg Cd+2/kg en comparación con las 

mediciones realizadas a las muestras del tiempo inicial, (Figura 3-7). Las muestras del 

tiempo inicial y las del tiempo final presentaron un coeficiente de variación del 16 y 19% 

respectivamente. Es importante mencionar que tanto las concentraciones de cadmio del 

tiempo inicial como las del tiempo final, estaban por encima del nivel crítico permisible (0,1 

- 0,8 mg Cd+2/kg) establecido por los organismos reguladores para la elaboración de 

cualquiera de los productos incluidos. 

 

Figura 3-7. Cambio en la concentración de cadmio en el grano de cacao durante la 

fermentación con aplicación externa de inóculos microbianos. L: Levadura M4HMO, B1: 

Bacteria M21HB, B1+B2: Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, L+B1+B2: Levadura 

M4HMO y bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: fermentación espontánea (sin 

inoculación externa de microorganismos). 
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3.3.3 Evaluación Sensorial 
 

La aplicación externa de microorganismos en la fermentación tuvo un impacto positivo 

sobre las características sensoriales del grano. Los tratamientos correspondientes a la 

levadura individual W. anomlaus M4 HMO (L), la bacteria B. subtilis M21HB y B. 

megaterium M17HB (B1+B2) así como la combinación de la levadura y ambas bacterias 

(L+B1+B2) exhibieron atributos como notas afrutadas, florales y de nuez. Además, se 

destacó un agradable sabor a chocolate, resultando en una calidad general de 7 (L) y 8 

(B1+B2 y L+B1+B2). En contraste, los granos de cacao tratados únicamente con la 

bacteria B. subtilis M21 HB no presentaron notas aromáticas frutales ni florales. De manera 

similar, la fermentación espontánea (FE) no generó atributos en el grano, mostrando un 

nivel medio de sabor a chocolate y una ligera nota frutal. Estos resultados coincidieron con 

la calidad obtenida en el tratamiento con la bacteria M21HB individual, ambos alcanzando 

una puntuación de 6 (Figura 3-8). 
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Figura 3-8. Análisis sensorial del grano de cacao con y sin aplicación externa de inóculos 

microbianos a la fermentación. L: Levadura M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2: 

Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, L+B1+B2: Levadura M4HMO y bacterias 

M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: fermentación espontánea (sin inoculación externa 

de microorganismos). 
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3.4 Discusión 

 

3.4.1 Temperatura y pH 
 

La actividad microbiana y los metabolitos producidos durante la fermentación de los granos 

de cacao conducen a un aumento de la temperatura y a cambios en el pH tanto en la pulpa 

como en el cotiledón (Nielsen et al., 2007). La presencia de oxígeno permite que las BAA 

reemplacen a las levaduras y conviertan el alcohol en ácido acético. Estas reacciones 

provocan un aumento de temperatura en la masa de los granos, llegando 

aproximadamente a los 48-50°C hasta alcanzar su punto máximo después de la primera 

mezcla, para luego descender gradualmente hasta el siguiente volteo. En el siguiente ciclo 

de mezclado, la temperatura vuelve a elevarse, aunque generalmente hasta un pico más 

bajo, alrededor de 46-48°C, decreciendo nuevamente hacia el final de la fermentación 

(Nair, 2010). Es importante tener en cuenta que pueden existir variaciones dependiendo 

del método de fermentación, la ubicación de los granos en el cajón y las condiciones 

ambientales. El aumento de temperatura debe considerarse un indicador clave de las 

reacciones bioquímicas necesarias.  

 

En este sentido, Almeida et al. (2018), observaron un aumento en la temperatura promedio 

de las semillas de cacao de dos localidades después de las primeras 48 horas de 

fermentación, alcanzando valores superiores a los 40°C. Este incremento térmico fue 

considerado satisfactorio para un proceso de fermentación exitoso (Camu et al. 2007, 

2008), y fue similar a lo reportado en otros estudios (Moreira et al. 2013; Papalexandratou 

et al. 2011), quienes encontraron una temperatura máxima media de 46,8ºC después de 

144 horas de fermentación como resultado de la actividad metabólica microbiana. 

 

El pH del cotiledón y la pulpa también varía notablemente. La pulpa fresca del grano es 

ácida, con un pH cercano a 3,5, mientras que el pH del cotiledón es más alto, alrededor de 

6,5. A medida que el contenido de la pulpa disminuye, sus componentes se difunden a 

través de la testa hacia los nibs. Los ácidos sintetizados a partir de la pulpa se transfieren 

a los nibs, disminuyendo aún más el pH de las semillas, llegando aproximadamente a 4,8 

en el tercer día de la fermentación. Según Moreira et al. (2013), con el transcurso de la 

fermentación, el pH de la pulpa tiende a aumentar gradualmente debido al consumo del 
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ácido cítrico, alcanzando valores cercanos a 5,0 al concluir el período de fermentación. 

También se ha reportado que, a pesar de la disminución del pH en el cotiledón, se observa 

un aumento en el pH de la pulpa desde el nivel inicial hasta igualar el valor final registrado 

en los nibs (Schwan & Wheals 2004; Thompson et al., 2013).  

 

3.4.2 Análisis sensorial 
 

La acidificación representa una de las propiedades más importantes en la fermentación del 

cacao. De hecho, los ácidos generados mediante el metabolismo microbiano, al difundirse 

en los granos, desencadenan la activación de diversas funciones enzimáticas que permiten 

la formación del aroma y sabor característico del cacao y el chocolate (Thompson et al., 

2012). Durante el proceso de fermentación de los granos de cacao llevado a cabo en 

Abiyán (Sudeste de Costa de Marfil), se identificaron levaduras que generaron un total de 

33 compuestos aromáticos. Entre estas cepas, P. kudriavzevii, S. cerevisiae, 

Galactomyces geotrichum y W. anomalus fueron reconocidas como los principales 

contribuyentes a la formación de compuestos aromáticos específicos del cacao (Koné et 

al., 2016). Por el contrario, se ha reportado que las bacterias aeróbias formadoras de 

esporas, como las cepas del género Bacillus, producen una variedad de compuestos 

químicos, incluidos 2,3-butanodiol, pirazinas, ácido acético y ácido láctico, en condiciones 

de fermentación, que pueden contribuir a la acidez y quizás, en ocasiones, a los sabores 

desagradables de los granos de cacao fermentados (Ardhana & Fleet 2003; Sarbu y 

Csutak, 2019; Schwan, 1998). Contrariamente, Ouattara et al. (2008, 2011), han sugerido 

que Bacillus spp tiene una función importante como productor de enzimas pectinolíticas 

durante la fermentación. La descomposición de la pectina contenida en la pulpa por acción 

de enzimas pectinolíticas es un proceso fundamental para la penetración de compuestos 

en el grano, principalmente etanol y ácido acético. Así mismo, Yao et al. (2017), reportaron 

el aislamiento de 163 cepas pertenecientes al género Bacillus, destacando su actividad 

pectinolítica, y de acidificación y capacidad para metabolizar ácido cítrico. Estas 

características podrían contribuir en gran medida a la formación de sabor y aroma, 

generando así un efecto positivo en la calidad de los granos de cacao fermentados. Es así, 

como también se ha informado sobre la sinergia entre la cepa de bacteria B. subtilis y la 

levadura P. kudriazevii para la producción de etanol, lo cual podría desempeñar un papel 

crucial, dado que el etanol es un metabolito indispensable para asegurar una adecuada 

fermentación del cacao. (De Vuyst y Weckx, 2016). 
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Es importante tener en cuenta que los cambios en el pH, la temperatura, el contenido de 

azúcar y los productos o metabolitos de la fermentación ejercen una presión de selección 

sobre los microorganismos naturales existentes, favoreciendo las cepas que se adaptan 

mejor a este entorno (Pereira et al., 2012) 

 

3.4.3 Cadmio 
 

La variabilidad de las concentraciones de cadmio en los granos de cacao de diferentes 

sitios se ha atribuido al contenido de cadmio 'total' del suelo, así como a los factores críticos 

del suelo que influyen la fitodisponibilidad de cadmio, como el pH, la textura y la materia 

orgánica del suelo (MOS) (Alloway, 2013). A pesar de la importancia de identificar los 

factores que regulan la acumulación de cadmio en los granos de cacao y la necesidad de 

desarrollar alternativas para reducir su concentración, solo un reducido número de estudios 

ha investigado los efectos del suelo y otros factores ambientales en la absorción de 

metales pesados por las plantas de cacao, particularmente en condiciones de campo 

(Chávez et al., 2016; Gramlich et al., 2017). Varios estudios han concluido que, entre los 

distintos parámetros del suelo, el pH es el factor más influyente en la regulación del cadmio 

disponible para las plantas. La acidez del suelo incrementa la disponibilidad de cadmio, ya 

que al disminuir el pH mejora la solubilidad de los metales y la absorción por las raíces. En 

condiciones de pH inferiores de seis, el cadmio se adsorbe débilmente en la materia 

orgánica, arcillas y óxidos. En contraste en suelos con pH superior a siete o alcalinos, el 

cadmio tiende a no ser móvil, ya que puede precipitarse como CaCO3 o CdCO3. Por lo 

tanto, la adsorción del cadmio se incrementa rápidamente, pero depende de las 

características del suelo (Tantalean, 2017). Además del pH, existen otros elementos 

críticos del suelo, como la presencia de arcilla, contenido de materia orgánica, textura y 

óxido de hierro o aluminio también se han indicado como propiedades que pueden ayudar 

a predecir la absorción de cadmio por las plantas (Engbersen et al., 2019). Sin embargo, 

a nivel regional en los países del sur de América Latina también se muestra que el 

contenido de los granos de cacao tiene 2,1 veces más cadmio con relación al cadmio 

disponible en el suelo, lo que demuestra la capacidad de bioacumulación de los granos de 

cacao (Florida, 2021). 

A pesar de la importancia de las etapas de poscosecha y procesamiento en relación con 

la calidad del cacao, ha habido poca investigación que evalúe cómo las prácticas 
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poscosecha artesanales y no tecnificadas, podrían influir en la reducción del contenido de 

cadmio en los granos. (Vanderschueren et al., 2019). Algunos estudios han observado 

disminuciones de cadmio al comparar semillas enteras frescas y cascarilla seca 

fermentada (Lewis et al., 2018), así como productos derivados como el cacao en polvo y 

el chocolate; en tales casos se ha establecido una relación entre contenido de cadmio, 

cacao de origen único y genotipos (Abt et al., 2018; Kruszewski et al., 2018; Lewis et al., 

2018; Mrmošanin et al., 2018). Los resultados de una investigación anterior a la llevada a 

cabo por Lewis et al. (2018) señalaron que el contenido de cadmio fue más elevado en la 

testa, con un promedio de 1,83 mg Cd+2/kg, en comparación con el cotiledón, que presentó 

un promedio de 0,88 mg Cd+2/kg. Además, se observó una variación considerable en 

función del material genético. 

 

Se ha investigado también el impacto de la adición de sustancias acidificantes en la 

reducción de la concentración de cadmio en los granos durante la fermentación. Bravo et 

al. (2021b), evaluaron el efecto del ácido acético y el ácido láctico, bajo condiciones 

controladas, variando la temperatura (30°C, 35°C y 45°C), encontrando que tanto la 

fermentación espontánea (sin adición de sustancias acidificantes) como los tratamientos 

con ácido láctico y acético, no presentaron diferencias estadísticamente significativas en 

la reducción del contenido de cadmio en los nibs. Sin embargo, se observó una disminución 

del pH de 6,5 a 4,5. Estos resultados indican que, ningún proceso, ya sea físico (pH, 

temperatura o concentración de oxígeno) o químico (reacciones enzimáticas y catalíticas) 

que ocurren durante la transformación poscosecha ayudan a disminuir el contenido de 

cadmio en los granos de cacao, lo cual se encuentra en concordancia con los resultados 

obtenidos en el presente estudio. De manera similar, Vanderschueren et al. (2022), 

realizaron experimentos a escala de laboratorio (5 kg) utilizando las mismas sustancias 

acidificantes, las cuales demostraron ser ineficaces en la reducción de la concentración de 

cadmio en los nibs. Por el contrario, la fracción de cadmio extraíble en agua de los nibs 

aumentó significativamente al reducir el pH. Además, la concentración de cadmio en nibs 

de los granos fermentados sin tratamiento (fermentación espontánea), disminuyó en un 

factor de 1,25 después de cuatro días de fermentación. 

Contrario a los resultados obtenidos por Bravo et al. (2021b), Vanderschueren et al. (2020), 

informaron que la concentración de cadmio en los nibs disminuyó hasta en un factor de 

1,3, pero solo con una acidificación suficiente en los nibs (pH <5), la cual fue el resultado 

de un mayor tiempo de fermentación. (hasta siete días). En contraste como se muestra en 
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la Fig. 2-6 aunque se alcanzó un valor de pH < 5,0 entre las 72 y las 96 h para los 

tratamientos y la fermentación espontánea, no se observó una disminución en el contenido 

de cadmio en los nibs. Además, entre las 120 y 144 h, el pH volvió a aumentar; por lo tanto, 

la hipótesis del estudio de Vanderschueren et al. (2020) que argumentaba que un pH < 5 

y extender la fermentación más de siete días favorecería la migración de cadmio durante 

la fermentación, no es respaldada por nuestro estudio. 

 

Además, según Vanderschueren et al. (2020), la disminución de la concentración de 

cadmio se atribuye a su migración desde los nibs hacia la cascarilla, lo cual es contrario a 

lo que se creía, ya que las concentraciones de cadmio en la cascarilla generalmente son 

más altas que en los nibs (Lewis et al., 2018; Ramtahal et al., 2016; Vanderschueren et al., 

2020), por lo que la migración se produce en contra del gradiente de concentración total 

de Cd. Los autores postulan que el gradiente de concentración de cadmio móvil es opuesto 

al gradiente de concentración total, especialmente en granos fermentados con un pH ácido 

(pH <5). Este fenómeno se ha observado en estudios similares (Bravo et al., 2021b; Lewis 

et al., 2018; Meunier et al., 2003; Thyssen et al, 2018; Zhai et al., 2019). 

 

A pesar de la elevada concentración de cadmio en la cascarilla, su peso relativo en el 

grano total representa una pequeña parte. En consecuencia, la reserva total de cadmio se 

constituye como una fracción mínima del contenido total de cadmio en el grano. Por 

ejemplo, considerando las fracciones en peso del nibs y cascarilla (fracciones en peso 

promedio nibs 0,93 g y testa 0,07 g) (Vanderschueren et al., 2020), un grano de cacao con 

un peso total de 1 g (nibs y cascarilla) tendrían una concentración total de 1,8 μg Cd+2 en 

el nibs, pero solo 0,26 μg Cd+2 en la cascarilla. Esto explica por qué la migración hacia 

afuera de cadmio desde el nibs a la cascarilla puede resultar en un aumento significativo 

en la concentración de cadmio en la cascarilla, pero no en una disminución detectable en 

la concentración de cadmio en el nibs (Vanderschueren et al., 2022). Sin embargo, esta 

hipótesis no se pudo verificar en este estudio ya que no se realizaron mediciones de 

cadmio en la cascarilla. 

 

Dado que la cascarilla constituye aproximadamente el 10% del peso seco de un grano de 

cacao, su completa eliminación podría resultar en una reducción de la concentración de 

cadmio en un factor de 1,16 desde los granos frescos hasta el licor de cacao. Esto también 
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indica que la industria procesadora de cacao de la Unión Europea podría estar rechazando 

injustificadamente lotes de granos de cacao debido a las concentraciones elevadas de 

cadmio, si esta decisión se basa en el cadmio total del grano (nibs y cascarilla) en lugar de 

enfocarse únicamente en el cadmio presente en los nibs (Vanderschueren et al., 2021). 

 

Resultados similares a los obtenidos por Vanderschueren et al. (2020), fueron encontrados 

en una investigación posterior realizada por Vanderschueren et al. (2023). En este estudio 

se incubaron granos de cacao a diferentes temperaturas y concentraciones de ácido 

acético y etanol. La incubación bajo condiciones típicas de fermentación (45 °C y 20 g/L 

de ácido acético) demostró una reducción de la concentración de cadmio en nibs en un 

factor de 1,3. Este factor se incrementó a 1,6 en condiciones más extremas, es decir, 65 

°C y 40 g/L de ácido acético, mientras que el etanol no tuvo ningún efecto estadísticamente 

significativo.  

 

Aunque la información publicada sigue siendo escasa hasta la fecha, en los últimos dos 

años, ha habido un aumento en la investigación sobre estrategias para reducir los altos 

contenidos de cadmio tanto en suelos como en las prácticas agrícolas, así como en el 

manejo poscosecha, sin afectar la calidad del chocolate. Se han empleado diversos 

enfoques con el objetivo de abordar este desafío, entre ellos, los procesos de 

biorremediación, que implican el bioaumento de las poblaciones bacterianas tolerantes al 

Cd en el suelo (CdtB) y las bacterias endófitas del grano de cacao (ECdtB), podrían 

disminuir las concentraciones de Cd en varias etapas del sistema de producción de cacao 

(Bravo et al., 2021b). 

 

A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, Falcón (2019), encontró 

que el contenido de cadmio en los nibs de los granos fermentados, inoculados con S. 

cerevisiae al 1%, fue significativamente menor, registrando un valor de 0,54 mg Cd+2/kg 

respecto a los demás tratamientos. Esto podría estar relacionado con la actividad biológica 

de las levaduras, las cuales tienen la propiedad de absorber metales pesados (cadmio, 

plomo y zinc) en sus paredes celulares compuestas por quitina y polisacáridos. Estos 

componentes a su vez contienen nitrógeno, proteínas, iones minerales y lípidos que 

pueden unirse a los metales pesados. De hecho, la parte exterior de las paredes celulares 

de los hongos actúa como ligando para atrapar los metales pesados (Gupta et al., 2015; 

Selvam et al., 2013; Xie et al., 2016). Los lípidos y los polisacáridos son dos componentes 
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de las paredes celulares de los hongos que actúan como ligandos de metales pesados. 

Entre estos ligandos, los grupos amina (NH2) son los agentes aglutinantes más fuertes. 

 

En los estudios sobre tratamientos físicos y químicos durante la poscosecha, Cruz-Prada 

et al. (2021), encontraron que el pre escurrido del grano en baba, disminuye la presencia 

de cadmio, donde reportan 20,48 mg Cd+2/kg con pre-escurrido y 23,72 mg Cd+2/kg sin pre-

escurrido. Sin embargo, las concentraciones del metal pesado no cumplen con los niveles 

máximos de cadmio permitidos establecidos en el Reglamento 488/2014 de la Unión 

Europea. En otro estudio, se evaluó la combinación de sustancias acidificantes (HCL) y 

quelantes (EDTA) junto con presecado y lavado. Se observó que la reducción de cadmio 

en el grano estuvo influenciada significativamente por el lavado y presecado, logrando 

disminuciones del 49,2 % y 28,6% respectivamente, mientras que la acidificación y el uso 

de quelantes no demostraron efectos significativos en la reducción de cadmio. Además, 

los tratamientos de presecado y lavado no tuvieron efectos sobre la calidad física y 

sensorial del licor de cacao (Cedeño, 2020). 

 

Los tratamientos enzimáticos y biológicos, ya sea de forma individual o en combinación, 

también han sido evaluados con el objetivo de reducir las concentraciones de cadmio 

durante la fermentación de cacao. Morales-Rodríguez et al. (2022), evaluaron la enzima 

pectintranseliminasa (PTE) en dos variedades de cacao (Nacional y CCN-51). Se encontró 

que el cacao nacional presentó un menor contenido de cadmio en el grano (1,07 mg 

Cd+2/kg) con 0,20 mL/kg de la enzima junto con lavado completo y secado por tamiz. En el 

cacao CCN-51, el nivel más bajo de cadmio (1,51 mg Cd+2/kg) se registró al utilizar 0,30 

mL/kg de la enzima, combinado con un lavado completo y secado durante 24 horas en 

tamiz de cemento. En cuanto al control, el cacao comercial presentó los niveles de cadmio 

más bajos en comparación con los demás tratamientos, lo que podría estar relacionado 

con el proceso al que fue sometido durante el cultivo (tratamientos y remediación de suelos 

contaminados por metales pesados). Cabe señalar que el uso de la enzima PTE no solo 

resultó en una reducción efectiva de los niveles de cadmio, sino que también tuvo un 

impacto positivo en la calidad física y sensorial de los granos de cacao. 

Vera-Chang et al. (2022), reportó que la levadura S. cerevisiae en combinación con la 

enzima Polifenol oxidasa (PPO), permitieron una disminución del contenido de cadmio en 

los nibs de cacao, sin afectar su calidad sensorial. Asimismo, para el efecto principal de 
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tiempos de fermentación, el menor contenido de cadmio se alcanzó a las 120 horas, 

Aunque en este estudio no se adicionó un tratamiento enzimático, los resultados a nivel 

sensorial fueron similares a los obtenidos por este autor. En una investigación más 

reciente, Vera-Chang et al. (2023), evaluaron la eficacia de la bacteria Rhizobium 

japonicum en la disminución de cadmio presente en semillas de cacao, logrando 

porcentajes de reducción del 79% durante la fermentación.  

 

Es importante resaltar que, la mayoría de las investigaciones publicadas emplearon 

unidades experimentales con una cantidad reducida de granos de cacao (2-5 kg), a 

diferencia de la masa de cacao utilizada en el presente trabajo (100 kg). Esto podría 

explicar las diferencias en los resultados positivos obtenidos por otros investigadores en 

comparación con los resultados de este estudio. La variabilidad en las concentraciones de 

cadmio con cantidades más pequeñas de cacao tiende a disminuir, permitiendo la 

detección de efectos principalmente atribuibles a los tratamientos. Sin embargo, cuando 

se aplican tratamientos a grandes cantidades de grano, la alta variabilidad en las 

concentraciones de cadmio puede interferir en la obtención de resultados positivos. En un 

extenso estudio a nivel nacional en Ecuador, Argüello et al. (2019) informaron que las 

concentraciones de cadmio en los granos de cacao presentan una variabilidad promedio 

del 39 % entre las mazorcas cosechadas de diferentes árboles en un mismo campo. Sin 

embargo, la variación en la concentración de cadmio entre granos de una sola mazorca es 

baja (con un coeficiente de variación promedio del 7%), lo que destaca la utilidad de 

emplear mazorcas individuales como réplicas en lugar de muestras compuestas de mayor 

tamaño. No obstante, estas cantidades no permiten reflejar la realidad de las condiciones 

en las que se lleva a cabo los procesos de poscosecha, especialmente durante la 

fermentación.  

Del mismo modo, algunos autores han informado sobre la variabilidad en las 

concentraciones de cadmio medidas en granos no fermentados y productos intermedios 

después de la fermentación. Por ejemplo, Barraza et al. (2017) midieron las 

concentraciones de cadmio en granos de cacao sin pelar y no fermentados (1,02–1,37 mg 

Cd+2/kg) así como en licor de cacao (1,47–3,88 mg Cd+2/kg), sugiriendo cierto 

enriquecimiento con cadmio después de la fermentación y el procesamiento. Yanus et al. 

(2014) informaron concentraciones de cadmio en semillas no fermentadas (0,072 ± 0,001 

mg Cd+2/kg) y en la cascarilla (0,085 ± 0,001 mg Cd+2/kg), así como en cacao en polvo 

(0,125 ± 0,011 mg Cd+2/kg), indicando nuevamente un posible enriquecimiento. Sin 
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embargo, a partir de estos estudios no queda claro en qué medida estas tendencias están 

relacionadas con la variabilidad de las muestras o si representan un efecto real de los 

pasos de procesamiento (Vanderschueren et al., 2021). Esta variabilidad representa una 

de las dificultades para demostrar cualquier efecto positivo en términos de reducción de 

este metal en el grano 

 

Por otra parte, se ha informado que la biosorción de metales pesados mediante procesos 

de biomasa microbiana se ve influenciada por varios parámetros fisicoquímicos como el 

pH, la temperatura, la dosis de biomasa, la concentración inicial del metal, el tiempo de 

contacto, así como el tipo de metal pesado y el biosorbente empleado (Al-Qahtani, 2017; 

Fathollahi et al., 2021; Hasan et al., 2016). 

 

La temperatura puede alterar la estructura de las proteínas y los grupos funcionales 

disponibles en la superficie del biosorbente. El pH, considerado como el factor más 

importante, ejerce una influencia significativa tanto en la solubilidad de los iones de metales 

pesados como en los sitios de unión activos de la biomasa (Fathollahi et al., 2021). La 

protonación y desprotonación de grupos funcionales está controlada por el pH del medio, 

lo que afecta la capacidad de biosorción: a pH bajo. Los grupos carboxílicos, al ser ácidos, 

existen en estado protonado debido a la presencia de exceso de H+ y H3O+; por lo tanto, 

las fuerzas repulsivas de estos grupos protonados con iones de metales pesados cargados 

positivamente son responsables de la menor capacidad de biosorción a pH bajo (Ahmad 

et al., 2018; Ibrahim, 2011). Con el aumento del pH, los grupos funcionales como los 

grupos amina, carboxilo e hidroxilo quedan expuestos por desprotonación, lo que mejora 

la atracción electrostática con iones de metales pesados debido a una carga negativa 

(Ahmad et al., 2018; Jiang et al., 2017). 

 

Teniendo en cuenta que la fermentación de cacao es un proceso espontáneo caracterizado 

por diversas reacciones biológicas secuenciales, generando cambios de pH y temperatura, 

es esencial identificar y optimizar microorganismos que se ajusten a un rango específico y 

controlado de estos parámetros de modo que se favorezca y optimice el proceso de 

biosorción (Farmanbordar et al., 2021; Huang et al., 2020; Ghorbani et al., 2008; Khannir 

et al., 2023; Zhu et al., 2019). Por otra parte, existe una variedad de microorganismos 

presentes en la fermentación de cacao con capacidad demostrada para mitigar cadmio en 
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medio acuoso (ensayos en laboratorio), pero aún se desconoce las interacciones entre 

estos microorganismos durante el proceso de fermentación. Es decir, los microorganismos 

adicionados, podrían estar presentando antagonismos con la microbiota nativa, 

disminuyendo así su eficacia durante la fermentación (Comitini et al., 2004; Mewa-

Ngongang et al, 2021; Nally et al., 2015). Además, la presencia de ácidos y las variaciones 

en pH y temperatura pueden resultar en la muerte de los microorganismos más 

susceptibles a estas condiciones. Por lo anterior, es necesario realizar ensayos a nivel de 

laboratorio para identificar los parámetros más influyentes en la biosorción de cadmio y 

determinar los momentos adecuados para la adición de los inóculos microbianos. 

 

Dado que la introducción de microorganismos en el proceso de fermentación de cacao con 

el fin de reducir los niveles de cadmio en los granos constituye una línea de investigación 

relativamente reciente en Colombia, existe poca información disponible en la literatura. A 

pesar de esto, diferentes actores del sector privado y varios centros de investigación en el 

país han llevado a cabo estudios de mitigación de cadmio en los granos mediante el uso 

de microorganismos, obteniendo una reducción en el contenido de Cd que oscila entre el 

20% y el 25%, aunque hasta la fecha no hay datos publicados (Meter et al., 2019). 

 

En situaciones en las que el contenido de cadmio excede considerablemente los límites 

establecidos por la regulación de la Unión Europea, además de la mitigación de este metal 

en el proceso fermentativo, deben establecerse otras estrategias a nivel de cultivo, entre 

las que se incluyen enmiendas (fertilizantes, abonos, etc.) libres o con bajo contenido de 

cadmio, control del pH del suelo, control de calidad del agua y de sus flujos en las fincas 

productoras, así como la selección de cultivares con translocación reducida de cadmio a 

los granos de cacao. (Vanderschueren et al., 2021). La combinación de todas estas 

acciones puede resultar en una mitigación significativa de cadmio en los granos, 

permitiendo que los cacaos que consistentemente superan los límites de cadmio de 

acuerdo con la reglamentación europea puedan acceder a mercados que anteriormente 

estaban restringidos. En algunos casos, esta implementación integral de medidas puede 

incluso traducirse en un mayor valor en el mercado, debido al bajo contenido de este metal 

pesado en los productos. 
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3.5 Conclusiones 

 

Las cepas de bacterias y de levadura, aplicadas individualmente o en combinación al grano 

en fermentación, no demostraron reducción de la concentración de cadmio en los granos. 

De manera similar, el contenido de cadmio en los granos sometidos a fermentación 

espontánea (FE) no disminuyó durante este proceso. Sin embargo, la inoculación con 

estos microorganismos mejoró las características sensoriales de los granos, destacando  

notas afrutadas, florales y de nuez, así como  un agradable sabor a chocolate. 

Las concentraciones de cadmio en los granos de cacao fermentados, tanto de los 

tratamientos como de la fermentación espontánea (FE), superaron los niveles permisibles 

establecidos por la Unión Europea para la elaboración de cualquiera de los productos 

designados. Además, las mediciones de la concentración de cadmio en el grano fresco y 

fermentado presentaron un coeficiente de variación del 16 y 19% respectivamente, el cual 

está clasificado como un nivel medio. 





 

 
 

 

Capítulo 4. Conclusiones y 

recomendaciones generales 

4.1 Conclusiones 

 

A partir de la fermentación de cacao se aislaron bacterias y levaduras con capacidad de 

crecer y disminuir concentraciones de cadmio en soluciones acuosas a escala de 

laboratorio. Se identificaron bacterias como B. subtilis, Bacillus. sp, B. megaterium, 

Dermaccocus sp, y levaduras como Torulaspora delbrueckii, W. anomalus, Hanseniaspora 

opuntiae, Pichia kluyveri, Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae, Pichia 

kudriavzevii. De estos microorganismos, únicamente se seleccionaron las bacterias B, 

subtilis y B. megaterium, asi como la levadura W. anomalus para realizar los ensayos a 

nivel de campo, debido a que demostraron mayor capacidad para secuestrar cadmio con 

respecto a los demás. Además, se encontró que, durante el proceso de captura de cadmio, 

el pH influyó significativamente, mostrando una mayor reducción de este metal a pH 4,5. 

Esta reducción posiblemente esté influenciada por la presencia de grupos funcionales 

ubicados extra y/o intracelularmente, los cuales forman parte de moléculas como lípidos, 

proteínas y polisacáridos. 

 

Aunque las cepas de bacterias y levaduras seleccionadas en esta primera etapa 

(laboratorio) mostraron resultados promisorios en la reducción de cadmio, no lograron 

disminuir los niveles de cadmio en granos de cacao durante la fermentación en condiciones 

de campo. Respecto al análisis sensorial, la inoculación de los granos con estos 

microorganismos de manera individual y en cultivo mixto, generó un perfil sensorial con 

notas afrutadas, florales y de nuez, así como un agradable sabor a chocolate. Por tanto, 
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se podría considerar la aplicación de estos microorganismos como potenciadores de sabor 

y aroma durante la fermentación. 

 

Por otra parte, es necesario considerar el aumento de escala para la producción de 

biomasa de los microorganismos con capacidad para disminuir cadmio en ambientes 

acuosos, ya que los ensayos en grano de cacao durante la fermentación en condiciones 

de campo requieren una elevada concentración de biomasa, lo que implica el uso de altas 

cantidades de medios de cultivo comerciales con un costo elevado. En este sentido, se 

logró la formular un medio de cultivo para la levadura W. anomalus M4HMO mediante el 

uso de herramientas estadísticas y de diseño de experimentos (Plackett-Burman y Box-

Behnken), compuesto por materias primas de bajo costo y con características nutricionales 

similares al medio de cultivo comercial YPG. Este enfoque permitió alcanzar una 

concentración similar a la obtenida con el medio comercial, proporcionando así una 

alternativa económica y eficiente. 

 

4.2 Recomendaciones 

 

- Realizar ensayos de optimización de condiciones para la captura de cadmio como 

pH, temperatura, tiempo de contacto, concentración del metal y concentración de 

los microorganismos, con el fin de identificar los parámetros más influyentes y 

determinar las condiciones que favorezcan y optimicen el proceso de secuestro de 

este metal en ambientes acuosos. Posteriormente validar estos resultados en 

granos de cacao durante la fermentación a pequeña escala, considerando que el 

pH y la temperatura son parámetros que no se controlan durante el proceso de 

fermentación de cacao. 

 

- Identificar los mecanismos implicados en la captura de cadmio a través de estudios 

de microscopía electrónica de barrido (SEM) y de transmisión (TEM), teniendo en 

cuenta las concentraciones indicadas de cadmio que permitan la visualización de 

este metal y su interacción con la estructura celular del microorganismo. 
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- Evaluar la capacidad de otros microorganismos de la fermentación de cacao para 

la biosorción de cadmio, empleando concentraciones más elevadas de este metal 

(p.ej. 20, 40, 60, 80, 100, 120 mg Cd+2/L). 

 

- Evaluar el efecto del pretratamiento de la biomasa de los microorganismos con 

enzimas, calor, ácidos y alcalís en la biosorción de cadmio. 

 

 





 

 
 

A. Anexo: Aislamientos de la fermentación 

de cacao cultivados en medio sólido 

suplementado con 20 mg Cd+2/L 

Número Código 
Medio 

de 
cultivo 

Lugar de muestreo 

1 Betulia B8 día 2 # 4 YPG Hacienda Betulia 
2 Betulia B8 día 2 # 1 YPG Hacienda Betulia 
3 Betulia B8 día 2 #6 YPG Hacienda Betulia 
4 Betulia B8 día 2 #4 YPG Hacienda Betulia 
5 Betulia B8 día 2 #5 YPG Hacienda Betulia 
6 Betulia B8 día 2 #4 YPG Hacienda Betulia 
7 Central mezcla día 1 super extr # 2 YPG Hacienda Betulia 
8 Central CCN día 1 fondo medio # 3 YPG Hacienda Betulia 
9 Central fear día 2 fondo centro # 1 YPG Hacienda Betulia 

10 Betulia B8 día 2 #1 YPG Hacienda Betulia 
11 Betulia B8 día 2 #1 YPG Hacienda Betulia 
12 Betulia B8 día 2 # 1 YPG Hacienda Betulia 
13 Betulia mix día 6#10 YPG Hacienda Betulia 
14 Betulia B8 día 2 super ext # 7 YPG Hacienda Betulia 
15 Betulia B8 día 2 #3 YPG Hacienda Betulia 
16 Central Fear día 7 super extr #1 YPG Hacienda Betulia 
17 Central FSV día 2 fondo ext 1er muestreo # 4 YPG Hacienda Betulia 
18 Central CCN día 1 fondo medio YPD (rugosa) YPG Hacienda Betulia 
19 Betulia B9 cajón 3 fondo extremo día 4 #1 TSA Hacienda Betulia 
20 Central CCN día 5 fondo extremo #2 TSA Hacienda Betulia 
21 Central CCN día 5 fondo extremo #9 TSA Hacienda Betulia 
22 Betulia B9 cajón 5 super extr día 4 # 6 TSA Hacienda Betulia 
23 Betulia mix día 6 # 2 TSA Hacienda Betulia 
24 Betulia B8 día 2 fond centro # 3 TSA Hacienda Betulia 
25 Central mix día 5 super extr # 4 TSA Hacienda Betulia 
26 Central CCN día 1 fondo medio # 1 TSA Hacienda Betulia 
27 Central FSV día 7 super centro # 5 TSA Hacienda Betulia 
28 Central CCN día 5 fond extr # 4 TSA Hacienda Betulia 
29 Central CCN día 6 super extr # 4 TSA Hacienda Betulia 
30 Betulia mix día 6 # 11 TSA Hacienda Betulia 
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31 Central CCN día 6 super ext # 6 TSA Hacienda Betulia 
32 Central CCN día 6 super extr# 2 TSA Hacienda Betulia 
33 Central CCN día 6 super extr # 7 TSA Hacienda Betulia 
34 Central fear día 7 super extr # 2 TSA Hacienda Betulia 
35 Betulia B8 día 2 super extr # 9 TSA Hacienda Betulia 
36 Betulia mix día 6 # 9 TSA Hacienda Betulia 
37 Betulia B8 día 2 super extr # 8 TSA Hacienda Betulia 
38 Central fear día 7 super extr # 1 TSA Hacienda Betulia 
39 Central fear día 2 superficie # 3 TSA Hacienda Betulia 
40 Betulia mix día 6 # 5 TSA Hacienda Betulia 
41 MOFC74 YPG Haciend Monteoscuro 
42 MOFC132 YPG Haciend Monteoscuro 
43 MOFE YPG Haciend Monteoscuro 
44 MOFE23 YPG Haciend Monteoscuro 
45 MOSC101 YPG Haciend Monteoscuro 
46 MOFC21 YPG Haciend Monteoscuro 
47 MOSC11 YPG Haciend Monteoscuro 
48 MOSE133 YPG Haciend Monteoscuro 
49 MOFC44 YPG Haciend Monteoscuro 
50 MOSC22 YPG Haciend Monteoscuro 
51 MOFC75 YPG Haciend Monteoscuro 
52 MOFE82 YPG Haciend Monteoscuro 
53 MOSC52 YPG Haciend Monteoscuro 
54 MOSE63 YPG Haciend Monteoscuro 
55 MOFC43 YPG Haciend Monteoscuro 
56 MOFE73 YPG Haciend Monteoscuro 
57 MOFC76 YPG Haciend Monteoscuro 
58 MOSC14 YPG Haciend Monteoscuro 
59 MOSC12 YPG Haciend Monteoscuro 
60 MOSE54 YPG Haciend Monteoscuro 
61 MOSC31 YPG Haciend Monteoscuro 
62 MOFE111 YPG Haciend Monteoscuro 
63 MOSC222 YPG Haciend Monteoscuro 
64 MOFC132 YPG Haciend Monteoscuro 
65 MOFC37 YPG Haciend Monteoscuro 
66 MOSC173 YPG Haciend Monteoscuro 
67 MOSE42 YPG Haciend Monteoscuro 
68 MOFC24 YPG Haciend Monteoscuro 
69 MOFE112 TSA Haciend Monteoscuro 
70 MOSE241 TSA Haciend Monteoscuro 
71 MOSC381 TSA Haciend Monteoscuro 
72 MOSE451 TSA Haciend Monteoscuro 
73 MOSC511 TSA Haciend Monteoscuro 
74 MOFC614 TSA Haciend Monteoscuro 
75 MOFE731 TSA Haciend Monteoscuro 
76 MOSC822 TSA Haciend Monteoscuro 
77 MOSE913 TSA Haciend Monteoscuro 
78 MOFC1082 TSA Haciend Monteoscuro 
79 MOSE1161 TSA Haciend Monteoscuro 
80 MOFE1273 TSA Haciend Monteoscuro 
81 MOSC615 TSA Haciend Monteoscuro 
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82 MOSE244 TSA Haciend Monteoscuro 
83 MOSC615 TSA Haciend Monteoscuro 
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B. Anexo: Resultados de la medición de 

cadmio de las cepas individuales en 

soluciones acuosas a 10 mg Cd+2/L 
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C. Anexo: Resultados de la medición de 

cadmio de las cepas individuales y en 

cultivo mixto en soluciones acuosas a 10 

mg Cd+2/L 
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D. Anexo: Resultados de la medición de 

cadmio de las cepas individuales y en 

cultivo mixto en soluciones acuosas a 10 

mg Cd+2/L con diferentes valores de pH 

inicial 
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E. Anexo: Ensayo de antagonismo entre 

bacterias y levaduras con capacidad para 

disminuir cadmio en soluciones acuosas a 

10 mg Cd+2/L  

Bacteria-Bacteria 
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Levadura-Levadura 

 

 

 

Levadura-Bacteria 
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Bacteria-Levadura 
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F. Resultados evaluación sensorial de los 

granos con y sin aplicación externa de 

inóculos microbianos a la fermentación  

 

No mb re  p ro d ucto :  Yariguies T1 TF

T ip o  d e  p rue b a  : Descriptiva 

No mb re  p rue b a : Perfil sensorial 

Me to d o lo g ía : Concenso

No rma s d e  re fe re nc ia : NTC 3929 

Núme ro  d e  Jue ce s: 4 Entrenados 

Ob je tivo : Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar. 

Ause nte  Ba jo  Me d io  Alto  Muy a lto  

0 1 a 2 3 a 5 6 a 8 9 a 10 

Mue stra s  Eva lua d a s : Código muestra Identificación

413 Muestra Yariguies T1 TF

Pre p a ra c ió n d e  la  mue stra s  Tostión, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao. 

Fe cha  a na lis is : 07.12.2023

De scrip to r 413

Sabor amargo 3

Sabor ácido 2

Sabor dulce 1

Sabor chocolate 7

Aroma frutal 2

Aroma floral 0

Aroma nuez 2

Aroma verde 1

Sensación astringente 2

Otro 0

Calidad General 7

Esca la  util iza d a  p a ra  ca lifica r 

inte ns id a d  p e rc ib id a  

OBSERVACIONES:

Muestra balanceada con presencia de notas deseales como el frutal 

y con baja astringencia. Buen nivel de sabor chocolate. 

REPORT E  EVALUACIÓN SENSORIAL  LICOR DE CACAO PROYECT O COLEGIO MAYOR

3

2

1

7

2
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2
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No mb re  p ro d ucto :  Yariguies T2 TF

T ip o  d e  p rue b a  : Descriptiva 

No mb re  p rue b a : Perfil sensorial 

Me to d o lo g ía : Concenso

No rma s d e  re fe re nc ia : NTC 3929 

Núme ro  d e  Jue ce s: 4 Entrenados 

Ob je tivo : Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar. 

Ause nte  Ba jo  Me d io  Alto  Muy a lto  

0 1 a 2 3 a 5 6 a 8 9 a 10 

Mue stra s  Eva lua d a s : Código muestra Identificación

118 Muestra Yariguies T2 TF

Pre p a ra c ió n d e  la  mue stra s  Tostión, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao. 

Fe cha  a na lis is : 07.12.2023

De scrip to r 118

Sabor amargo 2

Sabor ácido 1

Sabor dulce 0

Sabor chocolate 8

Aroma frutal 1

Aroma floral 0

Aroma nuez 0

Aroma verde 2

Sensación astringente 3

Otro 0

Calidad General 6

REPORT E  EVALUACIÓN SENSORIAL  LICOR DE CACAO PROYECT O COLEGIO MAYOR

Esca la  util iza d a  p a ra  ca lifica r 

inte ns id a d  p e rc ib id a  

OBSERVACIONES:

Muestra con astringencia media y presencia de nota verde, no tiene 

presencia de notas aromáticas frutales, florales u otras especiales. 

2

1

0

8
100

2

3

0

6

0
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
Sabor amargo

Sabor ácido

Sabor dulce

Sabor chocolate

Aroma frutal

Aroma floralAroma nuez

Aroma verde

Sensación
astringente

Otro

Calidad General

118

118



Anexos 147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No mb re  p ro d ucto :  Yariguies T3 TF

T ip o  d e  p rue b a  : Descriptiva 

No mb re  p rue b a : Perfil sensorial 

Me to d o lo g ía : Concenso

No rma s d e  re fe re nc ia : NTC 3929 

Núme ro  d e  Jue ce s: 4 Entrenados 

Ob je tivo : Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar. 

Ause nte  Ba jo  Me d io  Alto  Muy a lto  

0 1 a 2 3 a 5 6 a 8 9 a 10 

Mue stra s  Eva lua d a s : Código muestra Identificación

848 Muestra Yariguies T3 TF

Pre p a ra c ió n d e  la  mue stra s  Tostión, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao. 

Fe cha  a na lis is : 07.12.2023

De scrip to r 848

Sabor amargo 2

Sabor ácido 1

Sabor dulce 1

Sabor chocolate 7

Aroma frutal 2

Aroma floral 0

Aroma nuez 2

Aroma verde 0

Sensación astringente 2

Tostado 1

Calidad General 8

REPORT E  EVALUACIÓN SENSORIAL  LICOR DE CACAO PROYECT O COLEGIO MAYOR

Esca la  util iza d a  p a ra  ca lifica r 

inte ns id a d  p e rc ib id a  

OBSERVACIONES:

Muestra con buen nivel de chocolate, presenta notas frutales y 

anuezadas, no se percibe nota verde y astringencia es baja, buen 

perfil de sabor. 
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No mb re  p ro d ucto :  Yariguies T4 TF

T ip o  d e  p rue b a  : Descriptiva 

No mb re  p rue b a : Perfil sensorial 

Me to d o lo g ía : Concenso

No rma s d e  re fe re nc ia : NTC 3929 

Núme ro  d e  Jue ce s: 4 Entrenados 

Ob je tivo : Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar. 

Ause nte  Ba jo  Me d io  Alto  Muy a lto  

0 1 a 2 3 a 5 6 a 8 9 a 10 

Mue stra s  Eva lua d a s : Código muestra Identificación

70 Muestra Yariguies T4 TF

Pre p a ra c ió n d e  la  mue stra s  Tostión, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao. 

Fe cha  a na lis is : 07.12.2023

De scrip to r 70

Sabor amargo 3

Sabor ácido 2

Sabor dulce 2

Sabor chocolate 8

Aroma frutal 3

Aroma floral 1

Aroma nuez 2

Aroma verde 0

Sensación astringente 2

Calidad General 8

REPORT E  EVALUACIÓN SENSORIAL  LICOR DE CACAO PROYECT O COLEGIO MAYOR

Esca la  util iza d a  p a ra  ca lifica r 

inte ns id a d  p e rc ib id a  

OBSERVACIONES:

Perfil de sabor balanceado, con presencia de notas deseables 

frutales, florales y anuezadas. El nivel de chocolate es agradable, 

presenta notas dulces. 
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No mb re  p ro d ucto :  Yariguies T5 TF

T ip o  d e  p rue b a  : Descriptiva 

No mb re  p rue b a : Perfil sensorial 

Me to d o lo g ía : Concenso

No rma s d e  re fe re nc ia : NTC 3929 

Núme ro  d e  Jue ce s: 4 Entrenados 

Ob je tivo : Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar. 

Ause nte  Ba jo  Me d io  Alto  Muy a lto  

0 1 a 2 3 a 5 6 a 8 9 a 10 

Mue stra s  Eva lua d a s : Código muestra Identificación

245 Muestra Yariguies T5 TF

Pre p a ra c ió n d e  la  mue stra s  Tostión, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao. 

Fe cha  a na lis is : 07.12.2023

De scrip to r 245

Sabor amargo 3

Sabor ácido 2

Sabor dulce 1

Sabor chocolate 6

Aroma frutal 2

Aroma floral 0

Aroma nuez 0

Aroma verde 0

Sensación astringente 1

Calidad General 6

REPORT E  EVALUACIÓN SENSORIAL  LICOR DE CACAO PROYECT O COLEGIO MAYOR

Esca la  util iza d a  p a ra  ca lifica r 

inte ns id a d  p e rc ib id a  

OBSERVACIONES:

La muestra presenta notas sobrefermentadas poco deseables, nivel 

de chocolate medio, pocas notas aromáticas (solo presenta una leve 

nota frutal).
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