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Resumen general Vi

Resumen general

El cacao colombiano es reconocido por los mercados internacionales como fino y de
aroma, caracteristica que ha incrementado su valor comercial. Por tal razon, el cultivo de
cacao se ha convertido en una opcidn cada vez mas atractiva para los agricultores y de
mayor importancia econdmica para el pais. Sin embargo, en algunas zonas cacaoteras de
Colombia se superan los limites de cadmio establecidos en el reglamento de la Unién
Europea impactando de manera negativa las exportaciones. Aunque existen diferentes
metodologias para la extraccién de metales pesados, la mayoria no son compatibles con
el sistema de produccién de cacao 0 son altamente costosas. En respuesta a esta
problematica, en esta investigacion se evalud la capacidad de inéculos microbianos para
disminuir el contenido de cadmio en los granos de cacao durante el proceso de
fermentacion. 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*?/L) a diferentes valores de pH inicial
(3,5; 4,5 y 5,5). Las cepas seleccionadas fueron evaluadas de manera individual y en
combinaciéon durante el proceso de fermentacién de cacao bajo condiciones de campo.
Ademas, se definieron condiciones apropiadas para el crecimiento de uno de los
microorganismos seleccionados. Estas condiciones incluyeron el disefio de un medio de
cultivo de bajo costo y la definicion de parametros de operacion adecuados (pH y
temperatura) para la produccion de biomasa a través de disefios factoriales fraccionados.
La cepa Bacillus subtilis M21HB (46,23 mg Cd*?/gBS), tanto de manera individual como
en cultivo mixto con Bacillus megaterium M17HB (50,18 mg Cd*?/gBS) a pH 4,5, demostré
la maxima capacidad para secuestrar cadmio. Ademas, se observé 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 fermentacion bajo condiciones



de campo, no disminuyeron la concentracion de cadmio en el grano. Aunque los
microorganismos obtenidos e identificados en este trabajo demostraron ser
potencialmente Utiles para la biorremediacion de metales pesados, es necesario realizar
estudios posteriores que permitan definir condiciones adecuadas para su implementacion
durante el proceso de fermentacion de cacao.

Palabras clave: Theobroma cacao, microorganismos, cadmio, cacaos especiales,
fermentacion 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*?) 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*?/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*?/gBS) inoculated individually, or in mixed
culture with Bacillus megaterium M17HB (50.18 mg Cd*?/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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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao) es uno de los productos agricolas de mayor importancia a
nivel mundial en la industria alimenticia, cosmética y farmacéutica con una produccion de
4,8 millones de toneladas anuales (11 billones de délares) (ICCO, 2022). Dentro del
portafolio de productos derivados del cacao se incluyen desde el mismo cacao en grano,
hasta sélidos de cacao como la manteca, el licor y la cocoa; y productos finales como el
chocolate de mesa, golosinas y bomboneria (Ho et al., 2014). Aunque el cacao es originario
de la cuenca amazénica, en Africa se produce mas del 74% (3.594.000 toneladas) del
cacao mundial. Por su parte, América y Asia, aportan el 20 y el 6%, respectivamente
(ICCOQ, 2022). Sin embargo, solo el 5% del cacao producido en el planeta es clasificado
como fino y de aroma, siendo el mas 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 Africa y Asia, por producir casi la totalidad del cacao
fino y de aroma ofertado a nivel mundial. De hecho, en paises como Bolivia, Colombia,
Costa Rica, México, Nicaragua y Venezuela, mas del 95% del cacao exportado se clasifica

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

El cacao en Colombia ha adquirido gran importancia en los Ultimos afios, convirtiéndose
en uno de los productos agricolas 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 &reas sembradas, sino también en la produccién 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 exportacion es el cumplimiento
de la normatividad establecida por la Unidon Europea en cuanto a los niveles permisibles

de cadmio en algunos alimentos. El Reglamento 1881 de 2006 de la Unién Europea
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(modificado con el decreto N0.488/2014) (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 pais indican que en varias zonas productoras sobrepasan los
niveles permisibles exigidos por el mercado mundial (0,1 mg/kg — 0,8 mg/kg), generando
asi un impacto negativo sobre las exportaciones al continente europeo, principal
comprador mundial de cacao, lo que se traduce en preocupantes repercusiones
econOmicas y sociales si se tiene en cuenta que la produccion de cacao proviene

principalmente de pequefios productores con minimos ingresos (Meter et al., 2019).

El cadmio es un metal pesado tdxico, 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 meteorizaciéon de las rocas, la actividad volcanica, los incendios forestales,
la erosién, los bajos niveles de zinc, las actividades mineras e industriales, propiedades
fisicoquimicas del suelo (textura, pH, composicidon de materia organica) y la contaminacion
por uso de agroquimicos 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 6rganos, entre ellos el fruto y las semillas.
Como las semillas de cacao son procesadas a través de procesos de poscosecha
(fermentacién y secado), y se utilizan como materia prima para la produccion 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 precipitacion
guimica, filtracibn por membrana, intercambio i6nico, tratamiento electroquimico,
adsorcion sobre carbén activado, entre otros. Sin embargo, muchas de estas tecnologias
no son compatibles con la produccién de cacao en grano o pueden ser ineficientes y de
alto costo de operacion (Kapahi & Sachdeva, Kure et al., 2018; 2019; Singh & Gupta,
2016). Consecuentemente, en algunos paises de América Latina y el Caribe se han
realizado estudios enfocados a la investigacion 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 medicion del contenido de este metal en diferentes 6rganos de la planta y

en suelos cultivados (Arévalo-gardini et al., 2017; Argtiello et al., 2019; Barraza et al., 2021;
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Gil et al.,, 2022; Tantalean & Huauya, 2017). Ademas, se han evaluado diferentes
estrategias para disminuir la absorcion por parte de la planta y durante el proceso de
poscosecha, basadas principalmente en la aplicacion de enmiendas al suelo y
biorremediacién mediada por microorganismos (Canchignia et al., 2021; Ramtahal et al.,
2012; Revoredo & Hurtado, 2017;Zug et al., 2019; Ramtahal et al., 2019) (Cedeiio et al.,
2020; Morales-Rodriguez et al., 2022).

En Colombia, la mitigacion de cadmio ha sido abordada por algunos organismos de
investigacion y del sector privado, a través de estudios con diferentes enfoques tales como:
evaluacién de fuentes antropogénicas y geogénicas (Albarracin, 2017; Bravo et al., 2014;
Rodriguez-Sanchez et al., 2019), enmiendas para la inmovilizacién del metal en el suelo
(fertilizantes quimicos enriquecidos con zinc y abonos organicos) (Chica & Lopez, 2020;
Vanderschueren & Pulleman, 2021), medicion de cadmio en suelo y en tejidos de la planta
(Bravo et al., 2021; Bravo & Benavides-Erazo, 2020; Rodriguez-Albarracin et al., 2019),
fitorremediacion (Casteblanco, 2018), evaluacion de bacterias tolerantes (Ayubb et al.,
2017; Bravo et al., 2018; Céaceres & Torres, 2017; Cérdoba-Novoa et al., 2021; Quiroga-
Mateus et al., 2022), uso de micorrizas para su inmovilizacién (Fernandez- Lizarazo, 2018;
Pérez-Moncada et al., 2019) y reduccién en granos de cacao mediante estrategias de
nanotecnologia y biotecnologia (Meter et al., 2019).

Especificamente, los procesos mediados por microorganismos como la biorremediacion
tienen lugar en los ecosistemas a través de una fuerte interaccion entre las fuentes de
metales pesados y los microorganismos nativos de estos ambientes. Los microorganismos
han desarrollado mecanismos de resistencia Unicos que les permiten sobrevivir y, en
algunos casos, formar complejos o atrapar fuertemente los metales pesados,
disminuyendo su concentracién en determinados entornos (Monachese et al., 2012a),
mediante diferentes procesos como la biosorcidn, bioacumulacién, biotransformacion,
biomineralizaciébn y biodegradacion (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
biorremediacién a partir de biomasa microbiana se convierte en una alternativa con
potencial para la mitigacion de cadmio en cacao debido a su selectividad, compatibilidad

con los procesos de obtencion de cacao, tiempo de contacto, facilidad de escalado,
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viabilidad econémica y compatibilidad con el medio ambiente (Bravo et al., 2018; Feria-
Céceres 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 fermentacion 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). Ademas, los
estudios que implementan microorganismos para mitigar cadmio en cacao durante la
fermentacion han demostrado que no hay una afectacion significativa en las caracteristicas
sensoriales del producto y pueden ayudar al cumplimiento de la reglamentacién de cadmio
para cacaos especiales con fines de exportacion (Meter et al., 2019). Con el objetivo de
contribuir al desarrollo de estrategias para la mitigacién de cadmio en cacao, en este
trabajo se planted la obtencién de inéculos microbianos a partir de aislados de la
fermentacion de cacao con capacidad para disminuir concentraciones de cadmio en medio
acuoso y su posterior evaluacion para mitigar cadmio en granos de cacao durante el
proceso de fermentacién bajo condiciones de campo. Ademas, con el fin de evaluar la
viabilidad técnica de produccion in vitro de indculos 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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Hipotesis

La inoculacion de microorganismos exdgenos durante el proceso de fermentacion de

cacao puede disminuir los niveles de cadmio en los granos.

Objetivos

General

Evaluar la capacidad de inéculos microbianos para la mitigacion del contenido de cadmio
durante el proceso de fermentacion de cacaos especiales.

Especificos

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

soluciones acuosas a partir de la fermentacioén de cacao.

2. Disefiar un medio de cultivo de bajo costo para la propagacién de un
microorganismo con potencial para reducir niveles de cadmio en soluciones

acuosas.

3. Seleccionar inéculos microbianos con capacidad para disminuir niveles de
cadmio en granos de cacaos especiales durante el proceso de fermentacion en

condiciones de campo.
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Marco teodrico

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 region del Alto Amazonas. Sin embargo, el cultivo actual se extiende a través
de los tropicos humedos y la mayor proporcion se encuentra en Africa occidental (Daymond
& Bekele, 2022). El cacao es un arbusto perenne perteneciente a la familia Malvaceae,
gue crece en una franja geografica fundamentalmente tropical y que se extiende unos 20°
de latitud hacia ambos hemisferios (Prabhakaran, 2010). Se clasifica como cultivo
permanente, con un ciclo de duracién de casi cuarenta afios. 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 arboles mas grandes como el cedro (Cedrela odorata L.),
el bucare (Erythrina poeppigiana), el mango (Mangifera indica) y el platano (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 elaboracion 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 arbol respecto a las demas variedades; ii., forastero, es una variedad
originaria del Amazonas y es el mas cultivado en el mundo, principalmente en Africa (Costa
de Marfil y Ghana). Es una arbol 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 hibrido se cultiva principalmente en
Colombia y América Central, pero también en Camerun y Nueva Guinea. (FINAGRO, 2020;
Abbott et al., 2019; Jurgen & Diaz, 2010). Como su nombre lo indica, trinitario se origina
en la nacién 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 formacién de los frutos a los tres afios y alcanza su
maéaximo rendimiento y productividad después de los ocho afios. El fruto se desarrolla en el
tronco y en las ramas del arbol. 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 produccion de chocolate (Vasquez, 2019).

Las semillas de cacao tienen dos grandes cotiledones de almacenamiento y un eje
embrionario cubierto por una cascara endurecida. Adheridas a la cascara 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 composicion de las sustancias de almacenamiento en los
cotiledones se caracteriza por la presencia de grasa (50%), compuestos fendlicos (15%),
proteina (12%), almidones (5%) y sacarosa (2%), todo ello expresado como porcentajes
en relaciéon con el peso seco. La pulpa acuosa contiene agua (80%), monosacaridos y
disacéaridos (12%), acido citrico y otros acidos organicos (2%), y trazas de ésteres,
aldehidos, metilcetonas, alcoholes secundarios y terpenos (Dircks, 2009; Figueira et al.,
1993; Pino et al., 2011).

La produccién mundial de cacao es altamente dependiente de las condiciones climaticas.
La lluvia, la temperatura y la humedad relativa son parametros que tienen un fuerte impacto
sobre la produccién cacaotera. La variabilidad de los factores climaticos afecta el ciclo
fisiolégico del cultivo y ademéas condicionan la probabilidad de incidencia de plagas y
enfermedades (Arvelo et al., 2016). El desarrollo 6ptimo 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 afio.

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

milimetros anuales, con la condicién de que los periodos de lluvia deben estar bien
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distribuidos a lo largo del afo, pues temporadas secas prolongadas mayores de dos
meses, afectan notablemente la produccién y amenazan con secamiento de los arboles.
Cuando se tienen condiciones de menor precipitacion de la sefialada como minima, es

indispensable la disponibilidad de riego suficiente y seguro.

Para un mejor desarrollo y una alta productividad, los &rboles 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 raices primarias,
el arbol de cacao necesita una profundidad efectiva de mas 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 aireacién, los segundos por su poca capacidad de retencion

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

El pH del suelo es importante debido a los efectos que este parametro tiene sobre las
actividades biolégicas y quimicas que afectan el metabolismo de las raices de las plantas.
El cacao prefiere un suelo con pH de 5,5 a 7; relacién C/N de 10-12; contenido de carbono
organico de al menos 3%; y una capacidad de intercambio catiénico (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 mas 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 (Jurgen & Diaz, 2010).

El arbol de cacao produce varias cosechas al afio. Aunque los frutos maduran a lo largo
de todo este tiempo, las areas con un patron de precipitaciones bimodal suelen tener dos
periodos de cosecha: una temporada de cultivo principal y otra intermedia. La cosecha
principal se recoge durante el periodo de menor precipitacion y puede extenderse entre
tres y cinco meses; la cosecha intermedia suele ser mas corta, sin embargo, esto depende
de cada pais (Beg et al., 2017). La cosecha de frutos se realiza cuando las mazorcas de
cacao han alcanzado su 6ptimo grado de maduracién (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 pedunculo sin afectar los cojines florales. Antes
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de partir las mazorcas, se deben separar las sanas de las enfermas (con dafos de insectos
0 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 dafie el grano el
cual puede ser susceptible a la infeccion por hongos y también ayuda a contribuir con la
seguridad del recolector. Los granos son depositados en un recipiente limpio de plastico o
fibra exclusivos para la labor de cosecha, con la finalidad de evitar la contaminacion
cruzada por tierra o basura. Después de la extraccion, los granos pasan por un proceso
de fermentacién 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 agricolas comercializados en el mundo,
principalmente como materia prima para la produccién de chocolate (chocolate de mesa,
las golosinas de chocolate y la bomboneria) y de semielaborados (pasta, manteca, cocoa)
(Beg et al., 2017). Segun las cifras publicadas por la FAO (Food and Agriculture
Organization), para el afio 2021, la produccibn mundial de cacao se encuentra
principalmente concentrada en Africa (Costa de Marfil, Ghana, Camertn y Nigeria, que
comprenden el 74,5%), Asia (Indonesia, con un 5,5%) y América Latina (Brasil, Ecuador,

Peru, Republica Dominicana y Colombia, con el 20%) (Figura 1-2).
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Figura 1-2. Top 10 de paises productores de cacao a nivel mundial.
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El cacao contiene mas antioxidantes fendlicos que la mayoria 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 (Ishag & Jafri, 2017).
Ademas, el consumo de cacao puede estimular cambios en las vias de sefializaciéon
involucradas en la expresién génica y la respuesta inmune (Katz et al., 2011). El cacao
puede reducir el riesgo o retrasar el desarrollo de enfermedades crénicas, tales como las
enfermedades cardiovasculares, el cancer y otras relacionadas con la edad, puede
proteger la piel del dafio oxidativo que genera la radiacion UV en las preparaciones tépicas
y tener efectos beneficiosos sobre la saciedad, la funcién cognitiva y el estado de animo
(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 poblacién superior a los 350.000
cacaoteros. El cacao juega un papel econémico, social y cultural muy importante, el 95%
de la produccion mundial de cacao esta en manos de la “agricultura familiar”, con
productores que se caracterizan por residir y trabajar en predios pequefios, con poca
inversion e infraestructura, donde el trabajo lo realizan principalmente los miembros de la
familia y el ingreso familiar depende predominantemente de la produccion 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 paises en una opcion viable para sustituir cultivos ilicitos y

otros cultivos menos rentables (Sanchez 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 politicas publicas de
Colombia han priorizado el cacao como materia prima de interés para incrementar la
productividad, eficiencia, calidad, investigacion y desarrollo (MADR, 2019; Rios et al.,
2017). Este interés del pais esta 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 pais se cultivan, y por ende al tipo de grano de cacao que puede
producirse, el cual, segun los reconocimientos otorgados en el afio 2011, 2015 y 2019 por
la Organizacién 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 obtencion de elaborados Premium (Ginatta et al., 2020). Sin
embargo, su produccién corresponde sélo al 5% de la oferta mundial, la cual se encuentra
concentrada principalmente en varios paises latinoamericanos, tales como Bolivia,
Colombia, Costa Rica, México, Nicaragua, Venezuela, Perl, Ecuador, Honduras,
Guatemala y Panama. Esta categoria es un sello diferenciador en el mercado mundial, y
Colombia puede constituirse en un comercializador potencial de productos con calidad
reconocida, obteniendo asi ventajas econdmicas en los nichos de mercados de los cacaos

especiales (Contreras, 2017).

Debido a las condiciones agroecolégicas de Colombia, el pais cuenta con una
potencialidad de 17 millones de hectareas aptas para el desarrollo de cultivos de cacao,
ubicadas en los departamentos de Meta, Vichada, Antioquia, Caquetd y Cordoba.
Actualmente, el pais cuenta con 144.000 hectareas de produccion de 175.000 sembradas,
generando mas de 55.000 toneladas al afio en promedio de las cuales se exportan cerca
de 11.000 (Cobaleda, 2022). El cultivo est4 presente en 30 departamentos y en mas de
400 municipios se cultiva cacao, siendo Santander (40,6%), Arauca (11,4%) Antioquia
(9,6%), Tolima (5,8%) Huila (5,1%) y Narifio (5%) los principales productores, con mas del
70% de la produccion 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 pequefios depende de la produccién
agricola, transformacion agroindustrial y comercializacion 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 paises (Costa
de Marfil, Ghana, Camerun, Ecuador y Nigeria) que exportan mas del 85% de ese total.
Africa, aporta el 76% de las exportaciones globales de cacao, le sigue América con el 16%
y los paises de Asia y Oceania con el 8% (MIDAGRI, 2022). El cacao en su mayoria es
exportado como materia prima para la elaboracion de chocolates, siendo el grano seco el
principal producto. En cuanto a la exportacién de cacao como grano seco, Ecuador ocupa
el primer lugar en Latinoamérica seguido por Republica Dominicana, Pert y Colombia. La
exportacion de cacao como producto procesado (pasta, torta, manteca, polvo de cacao y
chocolate de mesa) lo realiza en mayor medida Brasil, seguido por Ecuador, Pera y
Colombia (Sanchez et al., 2019).

Las exportaciones de cacao en Colombia han presentado una tendencia creciente desde
el afio 2011 hasta el 2015, llegando a este ultimo a un total de 13.744 toneladas
exportadas. Para el afio 2017 superaron las 11 mil toneladas valoradas en USD $27
millones, siendo los principales destinos México, Paises Bajos, Italia, Espafia, 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 afio 2021 Colombia
exporté 11.689 toneladas de grano seco, equivalentes a USD $29,9 millones, lo que
representa un crecimiento de 4,9% con respecto al afio anterior. Afio tras afio, asi como
se ha evidenciado un incremento en la produccién nacional de cacao y en sus
exportaciones, también se han constituido nuevas empresas, las cuales han enfocado su
mercado a la comercializacién del grano de cacao en el exterior como una buena
oportunidad de negocio (FEDECACAOQ, 2022).

1.3 Poscosecha

El beneficio o poscosecha del cacao comprende dos actividades fundamentales:

fermentacion y secado. Estos procesos permiten el desarrollo de las caracteristicas
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organolépticas de los granos de cacao relacionadas con los precursores de sabor, color y
aroma a chocolate.

1.3.1 Fermentacioén

Es un proceso bioquimico fundamental en el beneficio del cacao que permite la
degradacién de la pulpa (mucilago) y la produccién de alcoholes (etanol) y &cidos
organicos (lactico y acético) a partir de microorganismos (levaduras y bacterias) bajo
condiciones aerdbicas y anaeroébicas. 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 fermentacion (24/36h),
la pulpa de los granos reduce la difusion de oxigeno dentro de la masa, creando
condiciones anaeroébicas, que junto con la acidez inicial (pH 3,0-4,0, debido al acido citrico)
favorece la colonizacion por levaduras, las cuales utilizan los carbohidratos de la pulpa
para producir etanol y CO, (Schwan et al., 2014). Despues de las 48 horas, la masa de
cacao se voltea y se mezcla, ademas, la cantidad de mucilago ha disminuido, lo cual
genera un ambiente més aerdbico, favoreciendo el crecimiento de bacterias acido lacticas
(BAL) y bacterias acido acéticas (BAA). Las BAL convierten azucares y algunos acidos
organicos (acido citrico) en acido lactico (De Vuyst & Weckx, 2016). Los productos del
proceso heterofermentativo del acido citrico por parte de BAL (&cido lactico, etanol, acido
acético y COy), genera un ligero incremento en el pH, lo que promueve el crecimiento de
BAA. Este tipo de microorganismos estan durante toda la fermentacion, pero su
concentracion aumenta hacia el final cuando la aireaciébn es mayor. Las BAA son
responsables de la conversion del alcohol en acido acético, reaccion fuertemente
exotérmica que contribuye a un aumento gradual de la temperatura de la masa en
fermentacion hasta aproximadamente 50°C en 72 a 96 h (De Vuyst et al. 2010a; Schwan
& Wheals 2004). El calor y la actividad del acido 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 fermentacion (etanol, acetato y lactato) mas el aumento
de la temperatura afectan directamente a los componentes del grano, provocando
importantes cambios bioquimicos que conducen al desarrollo de los precursores tipicos

del color, sabor y aroma del chocolate (De Vuyst & Weckx, 2016; Schwan et al., 2014).
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El tiempo de fermentacion depende de las condiciones de temperatura del lugar y puede
ser de dos a ocho dias segun se trate de cacaos de origen criollo, trinitario o forastero.
Debido al bajo contenido de compuestos polifendlicos, la fermentacion del tipo criollo
requiere de tres a cuatro dias en condiciones favorables. Los cultivares forastero y trinitario
se dejan fermentar por un periodo mas largo (6-8 dias) (Jurgen & Diaz, 2010). Es
importante revolver, mezclar o voltear la masa de granos durante la fermentacion con el
proposito de facilitar la aireacion, romper los granos adheridos (“bolas”), prevenir la
formacion de mohos y hacer mas uniforme el proceso. Las condiciones y préacticas de
fermentacion inadecuadas reducen la calidad de los granos, lo cual representa un grave

problema para muchos fabricantes.

En relacion con lo anterior, la fermentacion de cacao es considerada una etapa clave en
las caracteristicas 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 bioquimicas
gue 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 fermentacion de cacao

El mucilago de los granos de cacao es rico en azlucares fermentables como glucosa,
fructosa y sacarosa, y tiene un pH bajo de 3,0 a 3,5, principalmente debido a la presencia
de acido citrico. Estas condiciones permiten el crecimiento inicial de levaduras y BAL
(Figura 1-1). Las levaduras realizan la fermentacion alcohdlica, lo cual implica el
crecimiento secuencial de los géneros Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia y
Kluyveromyces. Las BAL también fermentan azlcares de la pulpa y utilizan &cido citrico,
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 &cido 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 fermentacion, pero su papel en el proceso aun no esta claro
(Schwan et al., 2014).
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Figura 1-1. Poblacion microbiana durante la fermentacion de cacao. BAL: bacterias &cido-

lacticas, BAA: bacterias acido-acéticas.
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Fuente: Schwan et al., 2014

= | evaduras

Las levaduras son los microorganismos dominantes en la fermentacion de cacao,
especialmente durante las primeras etapas, ademas, son consideradas esenciales para el
desarrollo del sabor y aroma del chocolate. Las funciones mas importantes de las
levaduras durante la fermentacion de cacao parecen ser: i., la produccion de etanol en
condiciones anaer@bicas y alto contenido de azlcar, que finalmente se consume por
oxidacion; ii., la descomposicion del acido citrico en la pulpa, lo que conduce a un aumento
del pH de 3,5 a 4,2, permitiendo el crecimiento de bacterias; iii., produccién de acidos
organicos (acidos oxalico, fosférico, succinico, mélico y acético), que permeabilizan la
membrana celular y producen la muerte de los cotiledones de los granos; iv., produccién
de algunos compuestos organicos volatiles que pueden contribuir al sabor y aroma del
chocolate o, mas probablemente, a los precursores de sabor y aroma; v., secrecion de
pectinasas que reducen la viscosidad de la pulpa, permitiendo la aireacion de la masa
(Schwan et al., 2014).
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Existe una alta diversidad de levaduras durante la fermentacion, sin embargo, los géneros
gue predominan en el proceso son: Saccharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Candida y
Torolospura. Hanseniaspora guillermondii / opuntiae generalmente inicia la fermentacién
debido a su baja tolerancia al etanol y al calor, buena tolerancia a ambientes acidos y no
competitividad con las BAL creando condiciones necesarias para el crecimiento de
especies como Saccharomyces cerevisiae (cepa mas abundante), Pichia kudriavzevii, y
Pichia membranifaciens que pueden crecer en ambientes acidos, 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 fermentacion puede variar debido a varios factores como la geografia, las

practicas de la fermentacién y las propiedades del grano de cacao utilizado (Otéarola, 2018;

Schwan & Wheals; 2004).

= Bacterias acido-lacticas (BAL)

Las BAL estan presentes desde el inicio de la fermentacion, sin embargo, las levaduras
son dominantes. La actividad de las levaduras se inhibe por la concentracién de alcohol,
incremento del pH y aumento de la aireacion. Después de 48-96 horas, las condiciones
microaerdfilas, la hidrélisis de los azlcares de la pulpa y pH bajo se vuelven favorables
para las BAL, las cuales dominan la poblacion microbiana durante este tiempo (Dircks,
2009). Las BAL comunmente involucradas en la fermentacion de cacao incluyen especies
pertenecientes a los géneros: Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Limosilactobacillus,
Latilactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Weisella. Al comienzo de la
fermentacion, 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 fermentacion de cacao (De Vuyst y Weckx, 2016).

Metabolicamente, las BAL realizan tres reacciones principales durante la fermentacion del
grano: i., fermentan los azlcares de la pulpa, ii., utilizan &cido citrico, y iii., algunas pueden
reducir la fructosa a manitol. Estas reacciones contribuyen a cambios en la composicion

de la pulpa que impactan en la calidad del cacao y del chocolate y, posiblemente, en la
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ecologia microbiana de la fermentacion. Las especies homofermentativas (L. plantarum,
Pediococcus acidilactici, Lactococcus lactis) fermentan los azlcares de la pulpa a través
de la via de Embden-Meyerhof, para producir principalmente &cido lactico (mas del 85%).
Las especies heterofermentativas (L. fermentum. Leuconostoc spp. y Weissella spp.)
fermentan los azlcares a través de la ruta del monofosfato de hexosa, que produce una
mezcla principalmente de 4cido lactico, etanol, acido acético y CO.. El &cido lactico puede
difundirse en el cotileddn y, dado que no es volatil, 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 4cidos. Sin embargo, no todo el 4cido lactico 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). ElI metabolismo de la fructosa a manitol varia segun la cepa,
encontrandose una tendencia mas fuerte en algunas cepas de L. fermentum (Lefeber et
al. 2010). Cuanta mas fructosa se utilice en esta reaccién, menos estara disponible para

la fermentacién en 4cido lactico, lo que dard menos granos acidos.

El acido citrico es utilizado por muchas especies de BAL, incluidas las asociadas con la
fermentacion del cacao. Se metaboliza en gran medida en una mezcla de acido lactico,
acido acético, etanol y diacetilo (De Vuyst et al., 2010; Pereira et al., 2012). Se considera
gue su utilizacion 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 Optimos para las
actividades proteoliticas enddgenas y otras actividades enzimaticas (De Vuyst et al., 2010).
Al igual que las levaduras, su metabolismo de azlcares de hexosa produce una amplia
gama de metabolitos secundarios, como alcoholes superiores, acidos organicos, ésteres,
aldehidos y cetonas, que podrian ingresar al grano y afectar el sabor (llleghems et al.,
2016; Sarbu & Csutak, 2019). Ademas de los &cidos organicos, se sabe que las BAL
producen sustancias con actividad antimicrobiana y antifiungica, como las bacteriocinas,
gue podrian tener un impacto en la actividad de las levaduras y en la ecologia microbiana
de la fermentacion (Crowley et al., 2013; Fleet, 2003; Sadiq et al., 2019), asi como en la
prevencion 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 acido-acéticas (BAA)

El consumo de la pulpa de los granos, la disminucion de las poblaciones de levaduras y
BAL y el mezclado de la masa, causa un incremento en la temperatura (30 a 37°C) y
aireacion de la fermentacion. Esto crea condiciones adecuadas para el desarrollo de BAA,
las cuales son responsables de la oxidacion del etanol a acido acético y de la posterior
conversion de este Ultimo a CO; y agua. La produccion de acido 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 4cido tiene varias implicaciones en la calidad del grano y
del chocolate. Primero, se difunde a través del grano, donde, en combinacién con el etanol
y la temperatura elevada, provoca la pérdida de la integridad celular y la muerte del
embrién. Estos cambios, junto con la disminucién del pH, desencadenan la activacion de
enzimas endogenas del grano de cacao con actividad hidrolitica como las
carboxipeptidasas, endoproteasas y galactosidasas. Estas modificaciones bioquimicas en
el interior del grano conllevan a la sintesis de los precursores de color y sabor del cacao
(Dircks, 2009; Ho, 2014; Sarbu & Csutak, 2019; Schwan & Wheals, 2004).

El acido acético contribuye a la acidez volatil del grano y, si es excesivo y no se elimina
correctamente en el procesamiento posterior (secado y tostado), puede disminuir la calidad
del grano. Ademas, el acido 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
acido acético residual puede limitar el crecimiento de hongos micotoxigénicos y de
descomposicién durante la etapa de secado (Copetti et al., 2012). Las BAA también
pueden oxidar los azucares de la pulpa y los compuestos producidos durante la
fermentacion (p.ej. cido lactico) para formar metabolitos como 4cido glucénico, aldehidos,
cetonas y otros volatiles 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 fermentacion en particular, es mucho menor que la diversidad
de levaduras o BAL. La especie Acetobacter pasteurianus es la mas prevalente de las BAA
presentes durante la fermentacion de granos de cacao, posiblemente por su capacidad de

metabolizar etanol, manitol y acido lactico, ademas 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 fermentacién inadecuada ya que oxidan glucosa a &cido gluconico, y este
azucar no deberia estar disponible en esta etapa de la fermentacion. Ademas, el acido
gluconico puede permitir el crecimiento de otras levaduras al final de la fermentacion, que

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

Las altas temperaturas en combinacion con el etanol son factores de estrés que limitan el
crecimiento o destruyen las células vegetativas de muchos microorganismos. En las
Ultimas fases de la fermentacion, las condiciones ambientales con un aumento del pH (3,5
a 5,0) y la aireacion, 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 fermentacién de cacao. Son microorganismos ubicuos en el ambiente,
aerobios y anaerobios facultativos, con diversidad metabdlica dado que pueden utilizar una
variedad de fuentes de carbono y ademas crecer bajo condiciones extremas. En las Ultimas
horas de la fermentacion, las principales fuentes de carbono para estas bacterias son los
acidos organicos como el acido acético, el acido lactico y el manitol (Ardhana & Fleet 2003).
Varios estudios han informado que las especies del género Bacillus estan presentes a lo
largo de la fermentacién a un nivel mas alto que las levaduras, BAL y BAA (Lima et al.,
2012). Ademas, son, al igual que las BAL y las BAA, responsables de la acidificacion
(Kouame et al., 2015a; Kouame et al., 2015b).

Las funciones de estas bacterias durante la fermentacion no se han dilucidado
completamente, sin embargo, se ha considerado que Bacillus subtilis, Bacillus cereus y
Bacillus megaterium producen &cidos grasos de cadena corta (C3-C5) durante la fase
aerodbica, 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 funcién importante como productor de enzimas
pectinoliticas durante la fermentacién. La descomposicion de la pectina contenida en la

pulpa por accién de enzimas pectinoliticas es un proceso fundamental para la penetracién
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de compuestos en el grano, principalmente etanol y 4cido acético. Estos compuestos, a su
vez, activan enzimas de protedlisis dependientes del pH, lo que lleva a la degradacion de
las proteinas almacenadas en amino&cidos 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 purificacién y caracterizacion de pectato liasa, una clase
de enzima pectinolitica producida por tres cepas de Bacillus (B. pumilus BS22, B. subtilis
BS66 y B. fusiformis BS90) aisladas de granos de cacao en fermentacion (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 demostré que la asociacién de la bacteria B. subtilis
BS38 con la levadura P. kudriazevii YS201 aumenta la degradacion de la pulpa y la
producciéon de etanol, caracteristicas deseables para lograr una fermentacion adecuada
(Ouattara et al., 2020).

Por otra parte, se ha demostrado que la adicion de la cepa ATCC 10792 de Bacillus
thuringiensis (aislada de granos de cacao en fermentacion) durante la fermentacion 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 evaluacion 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).

= QOtras bacterias

Los géneros de bacterias distintas a las de BAL, BAA y Bacillus crecen durante el proceso
de fermentacion, 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 fermentacion (Ardhana & Fleet 2003;

Papalexandratou et al., 2013; Pereira et al., 2012).
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Los géneros de Pseudomonas, Erwinia, Tatumella y Pantoea son fitopatégenos de varias
plantas y frutas que podrian incluir las mazorcas de cacao. Estas bacterias no toleran la
acidez de la pulpa ni los metabolitos etandlicos, acéticos y lacticos de las levaduras, BAL
y BAA vy, en consecuencia, mueren durante las primeras horas de fermentacion. Sus
poblaciones rara vez superan las 10* ufc/g y representan menos del 10% de la poblaciéon
bacteriana total. Sin embargo, algunas de estas bacterias pueden comenzar a crecer y
volverse mas frecuentes si los tiempos de fermentacion se extienden mas alla de 6 a 8

dias (Garcia-Armisen et al., 2010).

La temperatura elevada de la masa en fermentacion 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 fermentacién (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 lipolitica y proteolitica. La contribucion de muchas de estas bacterias a la
fermentacion de cacao sigue sin estar clara y cuenta con poca investigacién. Se ha
prestado cierta atencion a la presencia de Zymomonas mobilis en las fermentaciones de
cacao, debido a la capacidad de esta bacteria para fermentar azicares 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 sucesién microbiana
de la fermentacién de cacao. Sin embargo, se han encontrado con frecuencia en las partes
mas aireadas de la masa en fermentacion (etapa final) y durante el proceso de secado. La
baja presencia de algunos hongos filamentosos durante la fermentacion puede explicarse

no solo por la influencia competitiva de bacterias y levaduras (p. €j. produccion de alcohol
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y acidos orgénicos) 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 atencion que se tiene hacia los hongos filamentosos en la
fermentacion 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 jamon 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 fermentacion estuvo
acompafiado de la produccién 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 rapida, una vez finaliza la

fermentacion y baja la temperatura de los granos.

Copetti et al. (2011) estudiaron la micobiota de los granos en varias etapas del
procesamiento del cacao brasilefio, incluidos los procesos de fermentacién, secado y
almacenamiento. Durante los 6 dias de fermentacién, los hongos mas comunmente
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 fermentacion, 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 oxidacion del &cido acético,
mejorando el desarrollo del sabor (Engeseth & Pangan, 2018). Ademas, durante el secado
disminuyen los azlucares en el grano debido a la participacion de reacciones de
pardeamiento que incluyen la oxidacion de polifenoles con reduccién del sabor astringente

y amargo, la disminucion de la concentracién de proteinas debido a su continua hidrolisis
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y el incremento de los &cidos grasos libres causado por la accion 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 coloracion de los granos
adquiriendo un color marrén. (Engeseth & Pangan, 2018; Predan et al., 2019). Ademas, la
velocidad de secado influye en la calidad final del grano, el proceso no debe ser muy rapido
dado que los granos tienden a retener una cantidad excesiva de &cido acético a causa del
endurecimiento de su cascara, evitando la difusion del &cido, 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 mas utilizada es el secado solar
debido a su capacidad para inducir un sabor a chocolate mas pronunciado, ademas es
practico y econdmico (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 centimetros. Segun las horas de sol y la intensidad de los rayos
solares, el secado puede tardar entre tres y nueve dias. Durante este tiempo se deben
cubrir los granos antes de la lluvia y en las noches. Mientras el grano esta expuesto al sol
y a la sombra, se recomienda removerlo con rastrillos de madera cada media hora los
primeros tres dias, del cuarto dia en adelante cada 60 minutos. Se recomienda un secado
lento al inicio, es decir, exponer el grano al sol suave de la mafiana o la tarde por dos horas
el primer dia, cuatro horas el segundo dia, seis horas al tercer dia y a partir del cuarto dia

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

En areas con alta humedad o lluvias frecuentes, es necesario secar de forma artificial en
un secador de aire caliente. El secador artificial mas simple es basicamente una plataforma
permeable (de madera, metalica o una ldmina de aluminio perforada) empotrada
horizontalmente sobre una cdmara provista de un quemador de carbén o combustible
acoplada a un tubo metélico 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 ademas de poseer propiedades y sabores destacados, también se
caracterizan por tener atributos tales como: calidad fisica, 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 estan ligados de manera exclusiva a las propiedades

organolépticas tipicas del cacao fino o de aroma (Rios, 2017).

En este contexto, el mercado de cacaos especiales esta ligado a procesadores y
consumidores que demandan productos con atributos consistentes, verificables y
diferenciadores, por los que estan 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 categorias: 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 region, hacienda o finca y poseen
caracteristicas especiales, debido a que crecen en lugares especificos y son cultivados,
cosechados y beneficiados (pos-cosecha) de acuerdo con estandares 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 categoria se encuentran: cacao con denominacion de origen, cacao de origen

geografico, cacao de hacienda o finca y cacaos exoticos (Rios, 2017).

1.4.2 Cacao Fino de Aroma (CFA)

Se caracteriza por la presencia de notas aromaticas especiales tales como florales y
afrutadas ausentes en el cacao a granel. Para diferenciar el cacao fino o de aroma se usa
una combinacidn de criterios y técnicas, entre las que podemos destacar: origen genético
del material de siembra, caracteristicas morfolégicas de la planta, caracteristicas de sabor,

caracteristicas quimicas, color de los granos, grado de fermentacién y secado. Ademas,
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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, infestacién de insectos
y porcentaje de impurezas (ICCO, 2018). Sin embargo, la medicién de algunos de estos
criterios es subjetiva y no establece de manera objetiva que el cacao en cuestion tenga las
caracteristicas 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 categoria podemos

encontrar: complejos Nacionales, selecciones regionales y cacaos varietales.

1.4.3 Cacao de Produccién Sostenible (CPS)

En esta categoria 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 produccion, en zonas de particular interés. En esta categoria
se incluyen: cacaos certificados, cacaos de relevancia social, cacaos con relevancia étnica

y cacaos con relevancia ambiental (Rios, 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, niquel y zinc,
son esenciales para las plantas y, por lo tanto, no son téxicos en bajas concentraciones,
mientras que otros, como plata, arsénico, cadmio, mercurio, plomo y antimonio, son téxicos
en cualquier nivel y no tienen una funcion biolégica conocida (Holm et al., 1995; Hoseini &
Zargari 2013). Particularmente el cadmio (Cd; nimero atdmico 48, peso atdmico 112,41)
pertenece al grupo Xll de la tabla periédica de elementos quimicos. Este metal se
encuentra naturalmente en la corteza terrestre como un catién divalente (Cd**) en forma
de minerales, en concentraciones que normalmente oscilan entre 0,1 y 1,0 mg/kg. Las
fuentes constantes de contaminacion por cadmio estén relacionadas con su aplicacion en
la industria como reactivo corrosivo, estabilizador en productos de PVC, pigmentos y
baterias de Niquel-Cadmio (Genchi et al., 2020).

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

cationes intercambiables o de los cationes de la solucion del suelo. Por lo tanto, es poco
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probable que la presencia de cadmio afecte la quimica del suelo, por el contrario, puede
afectar la funcion del ecosistema en niveles minimos debido a su pronunciada toxicidad,
gue 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 esta influenciada por varias
propiedades, especialmente el pH, la materia organica 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 correlacion positiva entre el pH del suelo y la carga negativa en la superficie de
los coloides. Por lo tanto, esto mejora la interaccion electrostatica de las particulas del
suelo y la adsorcion de los coloides a los iones Cd*? (Hassan et al., 2020). Se ha informado
gue, 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 Cd?* con otros cationes, principalmente H* y AI**, por
los sitios de unién, limitando la adsorcién de Cd?* (Du et al., 2018). Por el contrario, la
biodisponibilidad de Cd disminuye en condiciones de pH del suelo superiores a 6,5. Este
fenémeno esta relacionado con el aumento de la adsorciéon de Cd?* en la superficie del
suelo con carga negativa (Wang et al., 2019).

El cadmio se mueve facilimente a través del suelo y se incorpora a la cadena alimentaria
mediante la absorcién por parte de algunas especies de plantas (hortalizas, tubérculos,
cereales, granos) y animales (vacas, cerdos, ovejas, aves de corral, crustaceos,
moluscos). La exposicion al cadmio en los alimentos puede provocar su acumulacion en
tejidos, particularmente en los rifiones, lo que puede causar disfuncion tubular y dafio renal
con el tiempo (EFSA, 2009; WHO, 2011). Este metal compite con el calcio (Ca*?), debido
a que tiene carga idéntica, radio idnico y comportamiento quimico similar, lo cual puede
reducir la absorcidon de calcio en el cuerpo, generando efectos toxicos sobre el sistema
esquelético (Lata et al., 2019). Sin embargo, los efectos toxicos 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,
podrian presentarse dafios en ciertos 6rganos 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 (meteorizacion de
las rocas y actividad volcanica) como antropogénicas (incendios forestales, fundicion y
refinacion de cobre y niquel, quema de combustibles fésiles, erosion, actividades mineras
e industriales, contaminacion por uso de agroquimicos 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 mas altas que las generadas por fuentes geogénicas, lo cual se atribuye a las

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

Figura 1-3. Factores que influyen en la absorcion de cadmio por raices o brotes en

cacao. *Fuentes contaminadas con cadmio.
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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 (fermentacion y secado) y son la materia prima para la produccion del
chocolate, principal producto derivado del cacao, lo que genera riesgos potenciales para
la salud humana por la ingestion de productos contaminados. Sin embargo, las diferentes

concentraciones de cadmio en los granos no sélo dependen de la variedad sino también
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del sitio geogréfico. De acuerdo con Vanderschueren et al. (2021), quienes realizaron un
metanalisis 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 mas altas en América Latina, donde mas de la mitad de las muestras de
grano, superaron el umbral aplicado por la EU para exportacion (0,60 mg/kg). Este mismo
estudio concluye que el enriquecimiento regional esta relacionado con concentraciones de
cadmio relativamente mas altas en los suelos jévenes 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 contaminacién ambiental. En la tabla 1, se resume la

concentracion de cadmio en grano para los 10 paises con mayor produccion.

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

productores
_ Promedio Muestras )
Pais origen Referencia
(mg Cd*?kg) analizadas
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 Arguello et al., 2019
Cameran 0,05 3 Vitola & Ciprovic¢a, 2016
Nigeria 0,02 3 Vitola & Ciprovic¢a, 2016
Peru 1,13 70 Arévalo-Gardini et al., 2017
Rep. Dominicana 0,13 - Kruszewski et al., 2018
Colombia 12,00 57 Rodriguez- Albarrcin et al., 2019

Fuente: Vanderschueren et al., 2021.

La concentracion total del cadmio en el suelo comprende la contribucion del material
parental m&s las incorporaciones de fuentes externas, principalmente desde la actividad
antropogénica (Alloway, 2013); mientras que el cadmio disponible varia en tamafio y carga,
siendo la forma quimica presente en la solucién del suelo. Esta puede manifestarse como
cationes hidratados libres o0 como componentes adsorbidos en estructuras coloidales de

naturaleza inorganica (arcilla) u organica (humus). En esencia, corresponde al cadmio



Evaluacion de in6culos microbianos en el proceso de fermentacion de cacaos o9
especiales para la mitigacion del contenido de cadmio en grano

disponible para las plantas de cacao, el cual posee movilidad y capacidad para reaccionar
quimicamente en el suelo (Helmke, 1999).

Las caracteristicas del suelo (textura, pH, materia organica, contenido y tipo de arcillas,
capacidad de intercambio cationico, carbonatos y 6xidos del hierro y manganeso), la
ubicacion geogréfica, concentracion de cadmio total en el suelo, la genética de los cultivos,
la rotacion de cultivos y las técnicas agricolas, 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
absorcion de cadmio por parte de las plantas (Gramlich et al., 2017). Un suelo acido hace
mas disponible el cadmio ya que al disminuir el pH aumenta la solubilidad de los metales
y la absorcion a través de las raices. A pH menores de seis el cadmio se adsorbe
débilmente en la materia organica, arcillas y 6xidos; mientras que a pH mayores de siete
0 en suelos alcalinos, el cadmio no es mévil, ya que puede coprecipitar con CaCOs, 0
precipitar como CdCOs, disminuyendo de esta manera su absorcién por parte de las
plantas. (Alloway, 2013; Tantalean, 2017)

El cadmio total en el suelo es un predictor Gtil de la absorcion 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
estadisticamente 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 limite permisible, mientras que la concentracion de
cadmio en el suelo (0,1 mg/kg) fue 6ptima para el cultivo de cacao, lo que sugiere que el
origen del cadmio es antropogénico y esta relacionado con el manejo del cultivo. Por otra
parte, en Ecuador (Arguello et al.,, 2019; Barraza et al., 2021; Chévez et al., 2015),
Honduras (Gramlich et al., 2018) y Pera (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
gue sobrepasan los limites permisibles por la UE. Del mismo modo, Bravo et al. (2021)

publicé la primera encuesta de concentracion de cadmio en suelos cultivados con cacao
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en Colombia, donde se identificaron areas problematicas o “puntos calientes” segun la
distribucion 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. Distribucién de cadmio pseudototal en el suelo de 1837 fincas productoras de

cacao en Colombia.
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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 raiz 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 translocacion del
cadmio desde las raices hasta los tejidos aéreos esta 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 raiz, 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 retencion de cadmio en las raices 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 ~ cidscara de la mazorca
> mucilago (Vanderschueren et al., 2020). Se destaca que la cascarilla presenta el
contenido mas alto de cadmio, con valores que son de 1,5 a 1,8 veces mayores en
comparacion con las concentraciones encontradas en los nibs. Sin embargo, esta relacion
de concentracién (cadmio en la cascarilla sobre cadmio en nibs) varia dependiendo del
genotipo de cacao, oscilando entre 1,2 hasta >7 (Lewis et al., 2018). A pesar de su elevada
concentracion de cadmio, la cascarilla representa solo una pequefa parte del peso total
del grano, por lo tanto, también es responsable de solo una pequefa fraccién 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 encontr6 en los nibs y solo

el 9% provenia de la cascarilla.

Por otra parte, se ha reportado la existencia de diferentes vias de distribucion de nutrientes
entre las céscaras 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 maduracion en el arbol. Sus resultados mostraron una
disminucion en las concentraciones de cadmio en la cascara de la mazorca y un aumento
en el grano (sin pelar) durante la maduracion, lo que sugiere la posibilidad de una
removilizacion de cadmio desde la cadscara hacia el grano. Sin embargo, se requiere llevar
a cabo investigaciones adicionales para respaldar esta informacion, ya que las diferencias

observadas en las concentraciones de cadmio entre los frutos podrian estar relacionadas
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mas con la variabilidad en la concentracién de cadmio entre los frutos de un mismo arbol

gue con un efecto de la maduracién en si misma.

A pesar de los avances, la informacion sobre la distribucion y especiacion 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 distribucion de cadmio en secciones de
granos de cacao fermentados utilizando espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente por ablacion laser (LA-ICP-MS). Sus resultados evidenciaron que el
cadmio estaba predominantemente en la cascarilla en comparacién con los nibs, y también
informaron un ligero enriquecimiento de este metal en la parte meristematica de los nibs
(radicula e hipocétilo). Ademas, observaron que la distribucién de cadmio era similar a la
de Zn vy, en cierta medida, a la de Mg, K y P. Del mismo modo, Vanderschueren et al.
(2020) también utilizaron imagenes LA-ICP-MS para visualizar la distribuciéon 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 especiacion y la localizacion 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 mas investigaciones sobre la especiaciéon y la distribucién 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.

Ademas, en un suelo cultivado interactian 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 composicion y formacién
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 agroquimicos y la
mineria cercana al cultivo, también pueden ser fuente de cadmio en los cultivos en algunos
sitios (Bravo et al., 20212). Teniendo en cuenta que la acumulacion de cadmio en las capas
superficiales del suelo podria generar un exceso de este metal en los granos de cacao
(Chavez et al., 2015), esto representaria un riesgo para la economia de varias zonas

productoras en el pais, pues en Santander, Boyaca y Arauca se han encontrado zonas con
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altos niveles de cadmio en suelo, lo cual podria generar acumulacion 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 paises
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 concentracion de cadmio. En este sentido, el reglamento N°488/2014 de la Unién
Europea UE (EU, 2014) que entré en vigor en el afio 2019, establece diferentes niveles
permisibles para cuatro categorias de productos especificos de cacao y chocolate (Tabla.
1-2). Es importante resaltar que la regulaciéon de la UE no aplica para materia prima, es
decir, para cacao en grano. Sin embargo, los compradores se basan en los limites de los
granos de cacao para garantizar que los productos finales estén por debajo de los niveles

maximos permitidos (Meter et al., 2019).

Tabla 1-2. Concentraciones méaximas de cadmio en productos de cacao segun
Reglamento 488/2014 de la EU (EU 2014)

Materia seca Limite maximo permitido

Producto
(%) (mg Cd*?/kg)
Chocolate con leche <30 0.10
Chocolate con leche 230 0.30
Chocolate <50 0.30
Chocolate 250 0.80
Cacao o ingrediente de cacao en polvo 0.60

Fuente: Unién Europea. Diario Oficial de la UE (2014)
1.6. Estrategias de mitigacion de cadmio en cacao

Considerando la heterogeneidad de la problemética identificada, debido a condiciones
ambientales y del suelo, es realmente un desafio mitigar la bioacumulacién de cadmio en
los cultivos de cacao, en consecuencia, es necesario implementar un conjunto de

alternativas integradas para la mitigacion de este metal desde el cultivo hasta el producto
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final. Estas alternativas deben ser econdmica 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. Delimitaciéon de zonas de alto riesgo para el establecimiento
de plantaciones

Los andlisis de suelo debe ser un requisito para que los productores de cacao actuales y
los nuevos identifiquen los suelos y agua con niveles mas bajos de cadmio, de este modo,
el muestreo del suelo se debe abordar ampliamente, ya que los contenidos de cadmio no
son homogéneos. Ademas, factores como el pH, conductividad eléctrica, carbonato de
calcio, materia organica, fésforo, potasio, propiedades fisicas, textura, capacidad de
intercambio de cationes, cationes cambiables (Ca*?, Mg*?, K*, Na*, Al*®* + H*), suma de
cationes, (suma de bases, saturacion de bases) deben ser considerados para la
caracterizacion de los suelos. Por otra parte, los laboratorios de andlisis de caracterizacion
de suelos para plantaciones de cacao deben ser acreditados; asi como también los
métodos de determinacion incluyendo el material de referencia certificado, estandares y la
incertidumbre (Comision del Codex Alimentarius, 2018).

Las zonas que se encuentran en riesgo de contaminacion con cadmio deben evitarse para
nuevas plantaciones de cacao. Aunque esto no es sencillo debido a la variabilidad en la
respuesta de los arboles 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 ubicacién de sus
tierras agricolas, pueden decidir qué cultivo plantar. En areas de altos niveles de cadmio
en el cacao, puede ser recomendable plantar otro cultivo que no presente esta
problematica, al menos a corto plazo (Meter et al., 2019). Ademas, los limites para el
cadmio en el suelo en nuevas plantaciones deberian estar relacionados con las
propiedades del suelo: la arcilla, los 6xidos de hierro (Fe) y manganeso (Mn) y la materia
organica, y zinc (Zn), esta informacion seria importante en las decisiones del lugar de

instalacion de los cultivos (Comision del Codex Alimentarius, 2018).
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1.6.2. Aplicacion de enmiendas al suelo

La fitodisponibilidad de cadmio estéa 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 mas alta en condiciones acidas (pH bajo = 3,0 a 5,0). Esta es
precisamente la razén por la cual se realiza la aplicacién de enmiendas, practica agricola
gue contribuye a la disminucién de la biodisponibilidad de cadmio en los suelos (Ramtahal
et al., 2019; Shi et al., 2019; Xiao et al., 2017). Dicha reduccién tiene lugar cuando los
niveles de pH del suelo son superiores a 6, ya que el cadmio tiende a unirse con la materia
organica y otros minerales. Se han realizado esfuerzos para mitigar el cadmio fitodisponible
en suelos utilizando turba lefiosa y Fe (NO3); (Wang et al., 2019), hierro cero valente y
biocarbén (biomasa de origen vegetal) (Qiao et al., 2018; Ramtahal et al., 2019), cal (Zhu
et al., 2016), aplicacion foliar de silice o selenio (Cui et al., 2018), sustancias inorganicas
(fésforo y zinc), zeolitas (Hamid et al., 2019), nanoparticulas de plata (Ji et al., 2017),
adicion exodgena de acido malico (Hawrylak-nowak et al., 2015), pretratamiento de la planta
con acido salicilico (Guo et al., 2007) . Dichos tratamientos pueden inducir la formacion de
grupos funcionales en los adsorbentes como biocarbén, turba lefiosa, entre otros e
inmovilizar el cadmio del suelo.

Es importante tener en cuenta que las enmiendas con sustancias organicas e inorganicas
pueden causar cambios en los microambientes del suelo como la generacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), estrés oxidativo y peroxidacion de lipidos 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 aplicacion 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 contaminacién con cadmio de varios sistemas agricolas esta
relacionada con la presencia de este metal en la roca fosforica (Roberts, 2014). Ademas,
estos fertilizantes pueden restringir la absorcidén de zinc por parte de los cultivos, puesto
gue estos metales son muy similares quimicamente y compiten entre si en los procesos
de absorcién 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 nutricién con zinc y

con fosforitas de origen igneo pues tienen un menor contenido de cadmio comparado con
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los fertilizantes fosfatados y la roca fosférica sedimentaria; asi mismo, la fertilizacion 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
bioacumulacion de cadmio (Comision del Cédex Alimentarius, 2018).

Ademas de los fertilizantes, el agua de riego que contiene cloruro puede aumentar la
solubilidad y la movilidad de cadmio en las plantas. La absorcién 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 absorcion 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 mas altas en las hojas y en las cascaras de las mazorcas. Las
hojas muertas y las cédscaras de mazorcas generalmente se dejan degradar en las
plantaciones para reducir la pérdida de nutrientes y mejorar la materia organica del suelo.
El cadmio presente en estos tejidos se lixiviara a través del suelo o se reciclara 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 (Comision 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 segun los autores
implica un alto nivel de ciclos de cadmio en sus areas de estudio. Sin embargo, la
importancia relativa de esto en comparacién con otros procesos aun no se ha entendido.
El uso de is6topos de cadmio estables para rastrear el reciclaje de cadmio entre el tejido
en descomposicion y el tejido vivo podria ser Util para abordar esta brecha de conocimiento
(Albarrcin 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
o0 incluso de paises con un contenido bajo de cadmio puede ser una solucién efectiva a
corto plazo para garantizar que los productos no excedan los limites reglamentarios.
Ademas, la mezcla con ingredientes tales como azulcar, leche y mantequilla reduce la
concentracion de cadmio en los productos. Sin embargo, esto no resuelve el problema de
base y se pierde identidad y origen que caracteriza a paises 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 acumulacion de cadmio

El uso de herramientas de la ingenieria genética es considerado otra opcién para mitigar
la bioacumulacion de cadmio en el cacao. Se ha informado de un gen que codifica la
proteina de unién a cadmio en plantas de cacao, lo que ofrece un gran aporte para la
solucion del problema de cadmio en cacao a través de la seleccion y modificacion genética
(Ullah et al., 2018). Estas proteinas de union a cadmio podrian 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 absorcién de cadmio, pues se ha informado que Theobroma cacao posee proteinas
conservadas evolutivamente para la absorcion de cadmio (Ullah et al., 2018). Los
genotipos seleccionados no solo disminuyen la absorcion de cadmio a través de las raices,
sino que también tienen una baja predisposicion para transferir cadmio de las raices a las
hojas y los frutos. Por tanto, la identificacion o pérdida de funcién inducida por mutaciones
en los genes especificos podria ayudar a la generacion de clones de cacao con menor
capacidad de absorcion y acumulacion de cadmio (Maddela et al., 2020). Sin embargo,
esta estrategia seria a largo plazo ya que la planta tarda entre 5y 7 afios en alcanzar la

etapa de fructificacion.
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1.6.6. Fitorremediacioén

La fitorremediacion 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
fitoextraccion y fitovolatilizacion o que sean estabilizados a formas menos toxicas gracias
a la fitoinmobilizacién y fitoestabilizacion (Gong et al., 2018; Raza et al., 2020; Zhang et
al., 2020). Hay una variedad de vias involucradas en la fitorremediacion (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 fitorremediacién se da por procesos de fitoestabilizacion para
retenerlo en el suelo e impedir su movilizacion y fitoextraccion para sacarlo de la matriz
ambiental, mientras que otros contaminantes, tales como compuestos clorados e
hidrocarburos se remedian a través volatilizacion, rizorremediacion y degradacién (Kuiper
et al., 2014; Meagher, 2000).

Las plantas utilizadas en fitorremediacién poseen caracteristicas como crecimiento y
desarrollo rapido, alta produccion de biomasa, un sistema radicular profundo y denso,
facilidad para cultivar y un alto coeficiente de bioacumulacion (Kathal et al., 2016). Para la
seleccién de una especie vegetal para la fitorremediacién, se deben considerar varios
factores, incluido el sistema de raices (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 remediacion. Ademas, la remediacién de cadmio por parte de las
plantas depende de ciertos factores del suelo, tales como la concentracién del metal, el

pH, la concentracion 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 remediacion eficaz de cadmio (Li et al., 2018a). Otros estudios

han reportado plantas nativas hiperacumuladoras de cadmio como Leucaena, Vetiver
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grass, Desmodium, Igna, Acacia holosericea. (Lamb et al., 2010; Gramlich et al., 2017). A
través de la microscopia electrénica de transmision también se revel6 una alta propension
a la hiperacumulacion de metales pesados en las raices de Parthenium hysterophorus,
Cannabis sativa, Solanum nigrum y Ricinus communis (Chandra et al., 2016).

Esta estrategia de remediacion constituye un método econémicamente viable, por lo cual
es ampliamente aceptada, ademas de los beneficios que aporta a las propiedades
fisicoquimicas del suelo, asi como a la calidad biolégica de suelos contaminados. Es
importante mencionar que, a pesar de no ser ampliamente estudiada la fitorremediacién
de cadmio en suelos cultivados con plantas de cacao, si existen reportes en la literatura
de diferentes especies vegetales, fungicas y microbianas que puedan captar e inmovilizar
este metal, reduciendo asi su biodisponibilidad para la absorcion por las plantas de cacao
(Gramlich et al., 2017; Lata et al., 2019; Pérez-Moncada et al., 2019).

1.6.7. Biorremediacion

La biorremediaciéon se define como el uso de microrganismos, plantas, animales u otros
tipos de biomasa viva o inactiva, con el fin de degradar biol6gicamente, y bajo condiciones
controladas, contaminantes presentes en un ecosistema o disminuir su accion toxica sobre
el medio ambiente y los seres vivos (Singh & Gupta, 2016). Entre los microrganismos
utilizados con tal propésito 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
biorremediacién mediada por microorganismos tiene lugar en los ecosistemas a través de
una fuerte interaccion entre las fuentes de metales pesados y los microorganismos nativos
de estos ambientes. Los microorganismos han desarrollado mecanismos de resistencia
Gnicos que les permiten sobrevivir y, en algunos casos, formar complejos o atrapar
fuertemente los metales pesados disminuyendo su concentracion en determinados
entornos (Monachese et al., 2012b). La remediacibn microbiana se puede agrupar
principalmente en cinco subclases: biosorcién, bioacumulacién, biotransformacion,

biomineralizacion y biodegradacién (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
argon en suelos agricolas contaminados o efluentes industriales (Radhakrishnan et al.,
2017; Sabae et al., 2006). Del mismo modo, se ha informado sobre la remediacion 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), demostr6 que los géneros de
Lactobacillus y Bifidobacterium pueden unir plomo y cadmio en soluciébn acuosa.
Observaron un fenémeno de union rapida en todas las especies estudiadas, con las
concentraciones mas altas de plomo y cadmio unidas entre cinco minutos y una hora. Mas
importante aun, el metal permanecio 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 present6 la mayor capacidad de inmovilizacion 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 seran
definitivas en su accion inmovilizadora del metal. Para esto sugieren un estudio a nivel de
invernadero con el fin de determinar el impacto de la adicion de la CdtB Enterobacter sp
CdDB41 en experimentos de invernadero con plantulas de T. cacao durante la exposiciéon
a cadmio, con el propdsito de comprender el proceso metabdlico que controla la absorcion
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
adicion de un producto comercial a base de micorrizas dio lugar a un aumento de la
concentracion de cadmio en las plantulas. Jacome et al. (2016), reporté una disminucién

en la concentracion de cadmio en plantulas de cacao en suelos con 12 y 24 mg Cd*?/kg,



Evaluacion de inoculos microbianos en el proceso de fermentacion de cacaos 41
especiales para la mitigacion del contenido de cadmio en grano

al aplicar un producto con micorrizas similar al anterior. Del mismo modo, Pérez-Moncada
et al. (2019), demostro una reduccion 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*?/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
Chucuri (Santander) y de suelos mineros de la regiébn de California (Santander),
presentaron porcentajes de biosorcibn de este metal in vitro de 98,6 % y 96%,

respectivamente.

También se han realizado estudios sobre la evaluacién de tratamientos quimicos, fisicos,
enzimaticos y biolégicos para disminuir concentraciones de cadmio durante la
fermentacion de cacao. Morales-Rodriguez et al. (2022), evalué la enzima
pectintranseliminasa (PTE) en dos variedades de cacao (Nacional y CCN-51). El cacao
nacional presenté menor contenido de cadmio en el grano tratado cuando se aplicé 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 fisica 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*?/kg cuando se realizaba el pre-escurrido y 23,72 mg Cd*?/kg sin
realizar este proceso. En otro estudio, se evaluo la combinacién de sustancias acidificantes
y quelantes con presecado y lavado, donde la reduccién de cadmio en el grano estuvo
influenciada significativamente por el lavado (49.2 %) y presecado (28.6%) (Cedefio,
2020). En cuanto a los métodos biolégicos (microorganismos) estudiados, Morrejon (2022),
reporté que la levadura Saccharomyces cerevisiae en combinacién con la enzima Polifenol
oxidasa (PPO), permitieron una disminucién del contenido de cadmio en las almendras de
cacao seco. Asimismo, para el efecto principal de tiempos de fermentacion, el menor

contenido de cadmio se alcanz6 a las 120 horas.

Dado que la implementacion de microorganismos en el proceso de fermentacion de cacao
para disminuir los niveles de cadmio en grano es una linea de investigacion nueva, existe

poca informacion disponible al respecto en la literatura. Sin embargo, el sector privado y
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varios centros de investigacion del pais han adelantado estudios de mitigacion de cadmio
en grano a través del uso de microorganismos, obteniendo una reduccion en el contenido
de cadmio entre 20 y 25%, pero hasta el momento no hay resultados disponibles. En tal
sentido, el mecanismo de biosorcién a partir de biomasa microbiana se convierte en una
alternativa con potencial para la mitigacion de Cd en cacao debido a su selectividad,

compatibilidad con los procesos de obtencion de cacao y compatibilidad con el medio
ambiente.

Figura 1-5. Mecanismos de remediacion microbiana para reducir metales pesados y
pesticidas
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Fuente: Zhang et al., 2020.
= Biosorcion

La biosorcién es un proceso fisicoquimico 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 mas utilizados
células vivas y muertas de bacterias, algas y hongos (Delangiz et al., 2020; Kapahi &

Sachdeva, 2019). La adsorcién, la quelacion/complejacion, el intercambio iénico y la
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precipitacion superficial son los procesos involucrados en la biosorcion, entre ellos, el
intercambio i6nico 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 metélicos
formando un complejo quimico (Ramrakhiani et al., 2016; Li et al., 2018b). Varios autores
han informado que varias cepas de bacterias vivas y muertas son eficientes para la

biosorcion de metales pesados (Boeris et al., 2018; Lu et al., 2018; Vishan et al., 2019).

= Bioacumulacioén

La bioacumulacion, es un proceso metabolicamente activo y depende del sistema de
almacenamiento. En este sistema, los iones de los metales pesados se transportan a
través de la bicapa lipidica de la membrana celular hacia los espacios intracelulares o el
citoplasma con la ayuda de proteinas transportadoras (Pande et al.,, 2020). La
bioacumulacion depende de mecanismos fisicos, quimicos y biol6gicos, como la
endocitosis, canales i6nicos, transporte mediado por proteinas, permeacién de complejos
y lipidos (Shahpiri & Mohammadzadeh, 2018). Ahemad (2012), informé sobre estudios de
bioacumulaciéon de diversos metales como plomo, niquel, plata, mercurio y cadmio. El
estudio realizado por Rani & Goel (2009) demostro la acumulacion de cadmio periplasmico
e intracelular por Pseudonomas putida 62 BN mediante andlisis de microscopia electrénica
de transmision. Ademas, Naskar et al. (2020), demostr6 que las células en crecimiento de

Bacillus cereus M116 acumulan alrededor del 20% de Ni*?intracelularmente.

= Biotransformacion

La biotransformacién es un proceso en el que se altera estructuralmente un compuesto
quimico, por lo que se sintetiza una molécula relativamente mas polar (Pervaiz et al., 2013).
Este contacto entre el metal y los microorganismos hace que los metales toxicos y los
compuestos organicos 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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produccion de nuevos enlaces de carbono, isomerizacion, introduccién de grupos
funcionales, oxidacién, reduccion, condensacion, hidrdlisis, metilacién y desmetilacion. Se
ha informado de la transformacion de metales mediante la aplicacién de Micrococcus sp.
y Acinetobacter sp. para oxidar As®*" en As*®, el cual es menos toxico y soluble (Nagvenkar
& Ramaiah, 2010). Thatoi et al. (2014) informaron que Bacillus sp SFC 500-1E, tolerante

a Cr*¢, reduce Cr*® a Cr*3, convirtiéndolo en una forma menos toxica.
= Biodegradacion

El término biodegradacién se refiere al proceso mediante el cual se producen cambios
inducidos biolégicamente en un sustrato. Durante este proceso, los organismos
microbianos alteran el material a través de vias metabdlicas o enzimaticas (Cravens et al.,
2019), por tanto, el crecimiento y el metabolismo son componentes criticos en este
sistema. Los contaminantes se convierten en carbono y energia, permitiendo la eliminaciéon
(mineralizacién) 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 degradacion parecen estar regulados por el
potencial genético y factores ambientales como la temperatura, el pH y la disponibilidad de

fuentes de nitrogeno y fésforo (Ali et al., 2023).
= Biomineralizacion

La biomineralizacion se refiere al proceso de transformacién de metales i6nicos en
minerales sélidos, llevado a cabo en células y tejidos especificos bajo el control o influencia
de materia orgénica biologica. EI mecanismo se divide en mineralizacion inducida
biol6gicamente y mineralizacion controlada biolégicamente, dependiendo del grado en que
el producto esté controlado. La mineralizacién inducida biol6gicamente ocurre fuera de la
célula, donde los polimeros extracelulares secretados proporcionan sitios de nucleacién
para iones metalicos. La mineralizacion controlada biol6gicamente generalmente implica
dos vias. En primer lugar, los cationes se transportan activamente al interior de la célula 'y
luego se propagan a la matriz organica. En segundo lugar, los cationes se acumulan en la
célula para formar vesiculas, las cuales se transportan al exterior de la célula y se rompen

en la matriz orgénica 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
mineralizacién de los iones metélicos (Li et al., 2013).

1.7. Condiciones de cultivo de microorganismos

La optimizacién de condiciones de cultivo es uno de los fenédmenos mas investigados antes
de llevar a cabo una escala mayor. En la actualidad, esta optimizacion se ha vuelto mas
dinamica, efectiva, eficiente, econémica y robusta en la obtencién de resultados, puesto
gue se identifican las condiciones de fermentacién mas adecuadas como pH, temperatura,
velocidad de agitacion, entre otros; asi mismo, se identifican los componentes adecuados
del medio de cultivo como la fuente de carbono, nitrégeno, entre otros; permitiendo asi
alcanzar la concentraciones maximas del producto de interés (Franco-Lara et al., 2006;
Wang et al., 2020). Por todo esto, las condiciones de operacion y el desarrollo del ambiente
de produccion son parametros especificos para cada cepa y son indispensables a la hora
de determinar la eficiencia del proceso biotecnol6gico para obtener grandes cantidades de
biomasa (Vehapi et al., 2022).






Capitulo 1. Microorganismos aislados de la
fermentacién de cacao con capacidad para
disminuir concentraciones de cadmio en

medio acuoso

Resumen

La contaminacion por metales pesados es un motivo de gran preocupacién, ya que
no son biodegradables y se acumulan en el suelo, el agua y el aire, lo que altera
los ecosistemas y provoca graves dafios en la salud humana. El uso de
microorganismos para la remediacion de metales pesados ha sido de interés
investigativo en las ultimas décadas. Por tanto, en este estudio, se evalud 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
fermentacion de cacao a una concentracion de 10 mg Cd*?/L y a tres valores de pH
inicial (3,5, 4,5y 5,5). La medicién de la concentracion del metal en el sobrenadante
se realizé mediante espectroscopia de absorcion atdbmica 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*?/gBS), seguido la cepa M21HB individual con 46,230 mg Cd*?/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 acumulacion de cadmio
se registrd a un pH de 5,5 en la mayoria de los tratamientos, a excepcion de la

levadura MAHMO, donde se observé la menor acumulacion a un pH de 3,5.
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1.1 Introduccion

El proceso de fermentacion 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 fermentacion de los granos de cacao es un proceso espontaneo que
estd guiado por una sucesion ordenada de microorganismos, que incluye una amplia
variedad de levaduras, bacterias acido-lacticas (BAL), bacterias &cido-acéticas (BAA),
algunas bacterias aerébicas formadoras de esporas y varias especies de hongos
filamentosos (Ho et al., 2014). El crecimiento inicial de levaduras y BAL es favorecido por
el mucilago de los granos de cacao, el cual es rico en azlUcares fermentables como
glucosa, fructosa y sacarosa, y a la presencia de acido citrico que genera condiciones de
bajo pH (3,0-3,5). Las levaduras realizan la fermentacién alcohdlica, lo cual implica el
crecimiento secuencial de los géneros Hanseniaspora, Saccharomyces, Candida, Pichia y
Kluyveromyces. Las BAL también fermentan azlcares de la pulpa y utilizan acido citrico,
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 acido 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
fermentacion 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 biorremediacién mediada por microorganismos, se genera por la
fuerte interaccion entre las fuentes de metales pesados y los microorganismos nativos
presentes, a través del desarrollo de mecanismos de resistencia Unicos. Estos

mecanismos (biosorcion, bioacumulacién, biotransformacién, biomineralizacion vy
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biodegradacién) permiten a los microrganismos sobrevivir y, en algunos casos, formar
complejos o atrapar fuertemente los metales pesados, disminuyendo su concentracion en
determinados entornos (Monachese et al., 2012b; Zhang et al., 2020).

En este sentido, la biorremediacion 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 fermentacion, debido a su alta selectividad por metales pesados, su
compatibilidad con los procesos de produccién de cacao y la capacidad para preservarse
es estos ambientes. Por tanto, el objetivo de este estudio fue aislar microrganismos propios
de la fermentacién 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 parAmetro determinante en este proceso. Ademas, se
identificaron grupos funcionales presentes en la biomasa de dos microorganismos, los
cuales podrian desempefiar una funcién importante en la disminuciéon de cadmio. Este
estudio representa un primer paso para la implementacién de procesos biotecnolégicos en
procesos de produccién de cacao encaminados a la reducciéon del contenido de metales

pesados en cacaos especiales producidos en Colombia.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Localizacion del estudio

El muestreo de los granos de cacao se realizdé durante procesos de fermentacion 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 precipitacion 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 precipitacion media anual de 3.900mm
(Figura 1-1). Las actividades a nivel de laboratorio se realizaron en la Unidad de
Fitosanidad y Control Biolégico de la Corporacion para Investigaciones Biologicas

(Medellin-Antioquia).
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Figura 1-1. Mapa con ubicaciéon 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 realiz6 bajo el Permiso Marco de Recoleccién de
Especimenes otorgado por la Autoridad Nacional de Ciencias Ambientales — ANLA emitido
con la resolucién 1467 del 3 de diciembre de 2014.

En cada una de las localidades se realizé la fermentacion 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 utilizé 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 cajon 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 cajon 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 plastico 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 Biolégico en cajas de icopor, manteniéndolas a una temperatura de 4°C para su
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conservacion hasta su procesamiento, el cual se realiz6 en maximo 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 uL de cada una de las
diluciones 10*y 10° 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; K;HPO., 2,5; agar, 15. Merck Milipore), con el fin de aislar levaduras y bacterias
respectivamente (Da Cruz et al., 2017). En ambos casos se adicioné al medio de cultivo la
cantidad necesaria de una solucién patréon comercial a 1000 mg Cd*?/L (Cd (NOs). en 0.5
mol/L de HNOs, Certipur®) para alcanzar una concentracion final de 20 mg Cd*?/L Las
cajas Petri fueron incubadas a 37°C (bacterias) y 30°C (levaduras) durante 48 horas.
Pasado este tiempo, se hizo una descripcion morfolégica macroscépica (tamafio, 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
etal., 2022). Finalmente, se llevé a cabo una nueva descripcion morfolégica macroscopica
para confirmar su pureza. Ademas, se realiz6 una tincion de gram para diferenciar entre

bacterias y levaduras.

1.2.4 Seleccion de microorganismos con capacidad para disminuir
cadmio en medio acuoso

Las bacterias y levaduras que presentaron crecimiento en medio sélido fueron
seleccionadas para experimentos en medio liquido con el fin de evaluar su tolerancia a
mayores concentraciones de cadmio. Para esto, a las 24 horas de incubacion se tomo una
porcion de la colonia del microorganismo crecido en los medios sélidos, la cual se depositd
en medio de cultivo liquido TSB (En g/L: peptona, 20; glucosa, 2,5; NaCl, 5; K;HPO,, 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 llevé a incubacion bajo las

condiciones descritas anteriormente. La biomasa necesaria se resuspendié en solucion
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salina (NaCl 0,9%p/v) hasta obtener una concentracion de 2 x108 células/mL (Quiroga-
Mateus et al, 2022) utilizando patrones McFarland mediante mediciéon en un nefelémetro
BD PhoenixSpec™ y conteo en cdmara de Neubauer para bacterias y levaduras,
respectivamente (Souza et al., 2018; Kadaikunnan et al., 2015). Estas soluciones fueron
utilizadas como in6culos en todos los experimentos posteriores. 5 pL de indculo bacteriano
fueron adicionados a microplacas conteniendo 200 pL de TSB (En g/L: peptona, 20;
glucosa, 2,5; NaCl, 5; K;HPO,, 2,5) suplementado con 120 mg Cd*?/L e incubados a 37°C
durante 24 horas. Se realiz6 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 presento crecimiento del microorganismo bajo estas condiciones,
se determiné la variacion de absorbancia a 595 nm utilizando un lector de absorbancia de

microplacas (Bio-Rad 680 XR) durante el tiempo de incubacién (Gerbino et al., 2014).

Las bacterias y levaduras con mayor crecimiento (aumento de absorbancia a 595 nm)
fueron seleccionadas para los experimentos de cuantificacién de cadmio. A erlenmeyers
de 125 mL conteniendo 25 mL de TSB (bacterias) o YPG (levaduras) se les adicioné 5 mL
de in6culo. 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 centrifugacién a 7745
xg a 4°C durante 15 min. Se resuspendi6 suficiente biomasa en 20 mL de solucion a 10
mg Cd*?/L para alcanzar una concentracion 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
recuperé por centrifugacion (7745 xg a 4°C durante 10 min), se resuspendié en 10 mL de
agua destilada y se filtr6 a través de un filtro de membrana de acetato de celulosa
(Advantec®, 0,45 um) (Huang et al., 2020; Ibrahim et al., 2006; Quiroga-Mateus et al,
2022). Finalmente, la biomasa se secé en estufa de aire caliente a 80°C durante 24 h para

determinar el peso seco de cada muestra.

El valor de absorcion del cadmio (q) se calculé utilizando la siguiente ecuacion (Salinas et
al. 2000):

ci—Ccf
m
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donde V es el volumen de solucién metélica, Ci y Cf son las concentraciones inicial y final
de metal, respectivamente, y m es la masa seca de las cepas.

1.2.5 Cuantificacién 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 metodologia de cultivo descrita anteriormente. Se tomaron muestras del
sobrenadante libre de células para determinar la concentracion de cadmio mediante
espectroscopia de absorcién atdmica (Agilent 240FS, médulo 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 HNO; al 65% (EMSURE® Reag. Ph
Eur,ISO) para simular el entorno acido de una digestién. Luego, se realizdé 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 medicién por la técnica de llama se hizo con el fin de
estimar la concentracion 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 ug/L). Para este caso, se prepararon
diluciones 1:100 en agua tipo Il con 2-3 gotas de HNO3 al 65 %.

1.2.6 Conservacion de los microorganismos seleccionados

Se tom6 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 sumergi6 en un tubo de ensayo conteniendo 5 mL de
medio de cultivo suplementado con 20 mg Cd*?/L. El asa fue retirada del primer tubo y
sumergida en un segundo tubo con la misma cantidad de medio. El procedimiento se repitid
dos veces mas. 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 uL de los tubos
tres y cuatro y se depositaron en crioviales que contenian 300 pL de glicerol puro estéril.
Cada suspension microbiana fue agitada en vortex durante un minuto. Los crioviales fueron
cubiertos con papel aluminio, sumergidos en nitrodgeno liquido durante 2-4 min y finalmente
se llevaron a -20°C (Perry, 1998).
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1.2.7 Extraccién y purificacién 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 alicuotas de 1 mL y la biomasa se recuper6 mediante centrifugacion
a 5000xg durante 10 min. Para la extraccion de ADN se utilizé el Kit DNeasy® Blood &
Tissue (QIAGEN, Germany). El procedimiento se realiz6 siguiendo las instrucciones del
fabricante. La calidad del ADN se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al
1%pl/v de tampdn Tris-borato-EDTA (TBE), a 80 V durante 60 min y una medicion de las
relaciones de absorbancia ADN/Proteina (260/280) y ADN/Sales (260/230) a través de

espectrofotometria en Nanodrop OneC (ThermoScientific).

1.2.8 PCR para la amplificacion de ADN de bacterias y levaduras

Para la amplificacion del dominio D1/D2 de la region 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
amplificacién se prepararon en volumen total de 25 uL, tomando 2,5 pL de taq buffer (10X)
con KCI (Thermo Scientific), 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP’s (desoxinucledtidos
Trifosfatos), 0,2 UM de cada cebador, 5 U/pL de taq polimerasa (Thermo Scientific) y 2 pL
del extracto de ADN. El programa de amplificacibn comprendié un paso inicial de
desnaturalizacién a 94 °C durante 3 min, 30 ciclos de amplificacion a 94 °C durante 45 seq,
57 °C durante 45 seg, 72 °C durante 3 min y un paso final de elongacién a 72 °C durante
10 min (Almeida et al., 2018).

Para la amplificacion del gen 16s de las bacterias, se utilizaron los cebadores 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) y 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Monciardini et
al., 2002). El mix de reaccion se preparo en 25 yL adicionando 2,5 pL de taq buffer (10X)
con KCI (Thermo Scientific), 3 mM de MgClz;, 0,2 mM de dNTP’s (desoxinucleétidos
Trifosfatos), 1 uM de cada cebador, 5 U/pL de tag polimerasa (Thermo Scientific) y 2 pL
del extracto de ADN. El programa de amplificacion tuvo una desnaturalizaciéon a 94°C
durante 45 seg, 30 ciclos de amplificacion a 94°C durante 15 seg, 53°C durante 30 seg, 72
°C durante 90 seg y un paso final de elongacién a 72°C durante 10 min (Machuca-Guevara

et al., 2019). Para la amplificacion de las bacterias y levaduras se utilizd como control
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positivo la cepa Bacillus subtilis M2 (Coleccion MICROCIB #223 perteneciente a la
Corporacion para Investigaciones Bioldgicas) 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 tampon TBE 10 X, teflidos con GelRed® (Biotium, Inc.,
USA) vy visualizados en un transiluminador (BioRad Laboratories, Inc.CA, USA). Los
amplicones fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

1.2.9 Edicion y clasificacion de secuencias

Las secuencias nucleotidicas fueron editadas usando el software BioEdit, mediante la
herramienta Contig Assembly program. El andlisis bioinformatico se realiz6 a través de
BLAST del algoritmo BLASTn para encontrar regiones de similitud entre secuencias
biolégicas comparadas con la base de datos GenBank del Centro Nacional para la

Informacion biotecnoldgica (NCBI).

1.2.10 Determinacion de pH para la biorremediacién 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 TSBy YPG a
37°C (bacterias) y 30°C (levaduras) con agitacién permanente durante 24 horas a 150 rpm.
El experimento se llevo a cabo siguiendo la metodologia 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, 4,5y 5,5 a una concentracion
de 10 mg Cd*?/L.

1.2.11 Anélisis 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*?/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 analiz6 mediante un equipo infrarrojo Spectrum Two UATR, utilizando un
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rango de barrido de 400 — 4000 cm™y una resolucién de espectro de 4 cm™ (Li et al.,
2018c).

1.2.12 Anélisis estadistico

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 fermentacion 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
fermentacion de cacao en cada una de las zonas de muestreo. De la Hacienda Betulia, de
un total de 40 aislamientos, el 45% creci6 en agar YPG + 20 mg Cd*?/L y el 55% en medio
TSA + 20 mg Cd*?/L. De la Hacienda Monteoscuro, estos porcentajes fueron del 64% y
36%, respectivamente, de un total de 44 aislamientos. El porcentaje de microorganismos
gue mostré capacidad para crecer en medio de cultivo liquido fue de 55% (Hacienda
Betulia: 15 cepas en medio YPG + 120 mg Cd*?/L y 7 en TSB + 120 mg Cd*?/L) y 14%
(Hacienda Monteoscuro: 5 cepas en medio YPG + 120 mg Cd*?/L y 1 en TSB + 120 mg
Cd*?/L). En ambos sitios, los microorganismos aislados en el medio YPG liquido + cadmio
correspondieron a las muestras de grano del primer y segundo dia de fermentacion,
mientras que los aislados que crecieron en medio TSB + cadmio provenian de las muestras
obtenidas entre el quinto y el séptimo dia de fermentacion. Ademas, el numero de
microorganismos que crecieron en medio YPG liquido suplementado con 120 mg Cd*?/L
fue mayor que el obtenido en el medio TSB + 120 mg Cd*?/L para ambos sitios de
muestreo. En este sentido, se encontr6 un mayor nimero de levaduras con capacidad de
crecer en medio de cultivo suplementado con cadmio comparado con las bacterias. En
cuanto a la morfologia microscépica, todas las bacterias fueron Gram positivas con forma
de bastones, por su parte las levaduras presentaron formas circulares y ovaladas (Figura
1-2).
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Tabla 1-1. Numero de microorganismos aislados de la fermentacién de cacao con

capacidad para crecer en medio sélido y liquido suplementado con 20 y 120 mg Cd*?/L,

respectivamente.
Hacienda Betulia Hacienda Monteoscuro
Medio de cultivo Aislados Dia Medio de cultivo Aislados Dia
Agar YPG + 20 mg Cd*?/L 18 5 % 4 Agar YPG + 20 mg Cd*?/L 28 123
YPG + 120 mg Cd*?/L 15 1,2 YPG + 120 mg Cd*?/L 5 1,2
TSA + 20 mg Cd*?/L 22 5,6,7 TSA + 20 mg Cd*?/L 16 5,6
TSB + 120 mg Cd*?/L 7 5,7 TSB + 120 mg Cd*?/L 1 6

Figura 1-2. Morfologia microscépica de bacterias con tincion de Gram (A 'y B) y levaduras

(C y D) con capacidad para crecer en medio suplementado con 20 mg Cd*?/L.
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1.3.2 Identificacion molecular

El tamafio de los fragmentos de ADN obtenidos para la amplificacion del dominio D1/D2
de la regién 26S rDNA de las levaduras utilizando los cebadores NL1-NL4 fueron de
aproximadamente 400pb (Figura 1-3). Los fragmentos visualizados de la amplificacién de
la region V1-V9 del gen 16s para las bacterias fueron de 1500pb aproximadamente (Figura
1-4).
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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 fermentacién de cacao con capacidad para
secuestrar cadmio. CP: control positivo, CN: control negativo, M: marcador de peso

molecular
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Figura 1-4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de ADN de las
bacterias M17 y M21 aisladas de la fermentacidn de cacao con capacidad para secuestrar

cadmio. CP: control positivo, CN: control negativo, M: marcador de peso molecular
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El andlisis por BLASTn para la amplificacién del dominio D1/D2 de la region 26S ADNr de
las levaduras mostro que la cepa M6 HB pertenece al género Saccharomyces. Ademas,
se hall6 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 vy

Torulaspora delbrueckii M14 HB correspondieron a la fermentacion de la Hacienda Betulia
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(Maceo, Antioquia). Hanseniaspora opuntiae M1 HMO y Wickerhamomyces anomalus M4
HMO provenian de la Hacienda Monteoscuro (Cimitarra Santander) (Tabla 1-2). Respecto
a la identificacion molecular de las bacterias, se confirmé la presencia de dos cepas de
Bacillus, que podrian corresponden a la especie subtilis y megaterium, (Tabla 1-2). Ambas
cepas de bacterias fueron aisladas de la fermentacién de la Hacienda Betulia.

Tabla 1-2. Identificacién a partir del andlisis por BLASTnh de bacterias y levaduras aisladas

de la fermentacién de cacao con capacidad para secuestrar cadmio.

N Cepa Lugar de aislamiento ID S'm'(l(;)r)'dad

1 M17HB Hacienda Betulia Bacillus megaterium 99.93

2 M21HB Hacienda Betulia Bacillus subtilis 99.57

3  M1HMO Hacienda Hanseniaspora opuntiae 100
Monteoscuro

4  M4HMO Hacienda Wickerhamomyces anomalus 99.81
Monteoscuro

5 M6HB Hacienda Betulia Saccharomyces cerevisiae 99.66

6 M14HB Hacienda Betulia Torulaspora delbrueckii 100

Segun la relacion 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
sSon especies cercanas ya gue se encuentran en el mismo grupo monofilético, sin embargo,

M21HB es una cepa mas 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 arbol bayesiano
con estimador bootstrap de 1000.
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Respecto a las cepas de levaduras, S. cerevisiae M6HB es la especie mas reciente

evolutivamente, comparada con W. anomalus M4AHMO que corresponde a la especie mas
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 arbol 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*?/gBS, respectivamente) con una
diferencia estadisticamente 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*?/gBS
respectivamente. Las cepas de levaduras Hanseniaspora opuntiae M1IHMO 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*?/L. (p = 0,05)
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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*¥/gBS,
respectivamente) con diferencia estadisticamente 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*¥/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*?/gBS), siendo estadisticamente diferente y superior, con respecto

a todas las demas combinaciones.



Evaluacion de inéculos microbianos en el proceso de fermentacién de cacaos 62
especiales para la mitigacion del contenido de cadmio en grano

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*?%/ con diferentes

valores de pH inicial (p = 0,05).
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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 maostraron
la mayor capacidad para capturar cadmio (50,18 mg Cd*?/gBS). Este valor fue ligeramente
superior al obtenido con la cepa B. subtilis M21 de manera individual (46,23 mg Cd*?/gBS)
a pH 4,5, mientras que la levadura W. anomalus MAHMO mostré la menor capacidad en
todos los valores de pH evaluados. La menor cantidad de cadmio retenido se registré a un
pH de 5,5 en la mayoria de los tratamientos, a excepcién de la levadura W. anomalus
M4HMO, donde se observo la menor acumulacién a un pH de 3,5 (Figura 1-9).

Aunque los resultados de la figura 1-7, muestran que la bacteria B. megaterium M17HB
presento 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 disminucion de la
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viabilidad celular durante la conservacion en glicerol. Sin embargo, en cultivo mixto con B.
subtilis M21HB lograron retener 20,34 mg Cd*?/gBS, en comparacién con los 25,9 mg
Cd*?/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*?/L con diferentes

valores de pH inicial. (p = 0,05)
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1.3.5 Analisis 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*?/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*?/L Cd se muestran en la Fig. 1-10 y 1-11, que exhiben
cambios en las areas de los picos de absorcién. Ademas, en la biomasa expuesta a
cadmio, se notd un cambio significativo en la transmitancia de estos grupos funcionales

gue puede atribuirse a la unién 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 mas nitidos en diferentes regiones de onda (3281-3287

cm?, 1641-1644 cm™, 1533-1536 cm™, 1397-1394 cm?, 1233-1230 cm?, 1063-1060 cm™?,
528-522 cm™).

Figura 1-10. Espectros FTIR de biomasa de W. anomalus M4A4HMO sin cadmio y expuesta
a 10 mg Cd*?/L.
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Figura 1-11. Espectros FTIR de biomasa de B. subtilis M21HB sin cadmio y expuesta a 10
mg Cd*?/L.
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1.4 Discusion

Existen pocos estudios sobre el aislamiento de microorganismos de la fermentacion de
cacao con capacidad para secuestrar cadmio. Hasta la fecha, s6lo se ha documentado un
trabajo sobre el aislamiento de bacterias acido lacticas con capacidad para disminuir
concentraciones de cadmio y arsénico en medios acuosos. Los porcentajes de remocién
de cadmio alcanzados fueron de hasta 100% (empleando 1 mg Cd*?/L, a pH 5y a una
concentracion 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™/L, pH 5y
concentracion de biomasa de 1,5 g/L) (Rodriguez-L6pez et al., 2021). Sin embargo, otros
autores han aislado cepas de bacterias tolerantes a cadmio (CdtB) a partir de suelos
utilizados para la produccion de cacao en el Departamento de Antioquia-Colombia. Se
identificaron cinco bacterias del género Bacillus sp., dentro de estas, la cepa CdtB14
mostré mejor crecimiento y capacidad para la inmovilizacion de este metal con 0,6 mg
Cd*?/L seguida de la cepa CdtB7 con 0,41 mg Cd*?/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 Boyaca, Arauca y Santander. Las
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cepas que presentaron capacidad de inmovilizacién a 6 mg Cd*?/L fueron Burkholderia sp.,
Achromobacter sp., Cupriavidus sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. y Bacillus sp., sin
embargo, cuando se aumentd la concentracion a 12 y 24 mg Cd*?/L, solo Enterobacter sp.
mostré mayor capacidad de inmovilizacion determinada como la producciéon maxima de
calor (Qmax de 2,21y 2,32 J a 6 y 24 mg Cd*?/L). Asi 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 Gnicos morfotipos que crecieron en suelos a concentraciones de cadmio
de 90 (GB78) y 140 mg Cd*'?/kg (NB2-NB10); sin embargo, GB78 mostré la mayor
bioacumulacion (5,92 mg Cd*?/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
biorremediacién 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 remociéon de cadmio del 40,38% a

una concentracion de 200 mg Cd*?/L, ademas de la acumulacion intracelular de este metal.

En otros estudios, cepas de S. cerevisiae, B. megaterium y B. subtilis que no han sido
aisladas de la fermentacién de cacao, se han utilizado para evaluar la capacidad de
biosorcidon 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 registré la mayor
reduccién de plomo (2,13 a 0,03 mg Pb*?/L), seguida de B. subtilis (2,13-0,04 mg Pb*2 /L),
mientras que B. subtilis exhibié la mayor capacidad para reducir la concentracién de
cadmio (0,40-0,03 mg Cd*?/L), seguida de B. megaterium (0,40-0,06 mg Cd*?/L) después
de 20 dias. Asi 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
méaxima de biosorcién de 22,44 y 56,50 mg Cd*?/gBS, respectivamente. Esta capacidad de
biorremediacion 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,
considerandose como una nueva cepa con interesantes capacidades para resistir
concentraciones relativamente altas de metales pesados toxicos. 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 funciéon de su resistencia a siete
metales pesados (Hg, Cr, Cd, Pb, Cu, Zn y Fe). La concentracion mas alta de iones de
plomo y cadmio tolerada por W. anomalus fue de 200 y 100 mM, respectivamente, con una
eficiencia de eliminaciéon de plomo de 12,68 mg Pb*?/gBS. Segln Cai et al. (2022) W.
anomalus registro tasas de crecimiento constantes cuando se expuso a dosis de cadmio
que oscilaban entre 10 y 100 mg Cd*?/L, mientras que valores de hasta 1000 mg Cd*?/L
disminuyeron significativamente la acumulacion de biomasa. En otro estudio, W. anomalus
redujo la mayor cantidad de cadmio en una solucién con una baja concentracion de este
metal (0,05 mg Cd*?/L), mientras que B. subtilis presenté mayor capacidad de reduccion

bajo concentraciones mas altas (0,5 y 5 mg Cd*?/L) (Li et al., 2019)

Se ha informado que la biosorcion de metales pesados mediante biomasa microbiana se
ve afectada por varios pardmetros como el pH, temperatura, dosis de biomasa,
concentracion 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
mas importante ya que tiene un efecto significativo sobre la especiacién de los iones
metalicos, las cargas electrostaticas, el grado de ionizacién y los grupos funcionales
disponibles en la superficie del biosorbente (Fears et al., 2009). Ademas, juega un papel
importante en el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica (Karthik et al., 2017). El
pH de la solucion cambia la composicion 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 6ptimo varia para diferentes sistemas de biosorcion. Un aumento del pH hasta 5
genera un incremento en la capacidad de biosorcion (98%), pero por encima de este valor
conduce a una reduccion. La protonacion y desprotonacion de grupos funcionales
presentes en la célula de los microorganismos esta controlada por el pH del medio, lo que
afecta la capacidad de biosorcion: a pH bajo, los grupos carboxilicos, al ser &cidos, estan
en estado protonado debido al exceso de H* y HzO", por lo tanto, las fuerzas repulsivas de
estos grupos protonados con iones de metales pesados cargados positivamente son
responsables de la disminucion de la capacidad de biosorcion (Ahmad et al., 2018). Con
el aumento del pH, los grupos funcionales como los grupos amina, carboxilo e hidroxilo

guedan expuestos por desprotonacion, lo que mejora la atraccion electrostatica con iones
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de metales pesados debido a una carga negativa. Sin embargo, un aumento significativo
del pH conduce a la formacion de complejos aniénicos de hidréxido, lo que da lugar a la
precipitacion. Este fendmeno es una de las causas que explican la reducida capacidad de
biosorcién (Jiang et al., 2017).

Varios estudios han abordado el efecto del pH en la eficiencia y capacidad de
biorremediacién 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 biosorcion de cadmio por parte
de B. subtilis, encontrando poca disminucién de este metal a pH 3,4, ademas se identificd
gue el cadmio se une predominantemente a ligandos de fosforilo por debajo de pH 4,4,
mientras que, a un pH mas alto, la adsorcién a grupos carboxilo es mayor. Sin embargo,
la cepa B. subtilis M21 HB utilizada en el presente estudio, tuvo la menor capacidad de
biosorcion a pH 5,5 y la mayor a pH 4,5. Por el contrario, Bacillus subtilis KC6 mostré la
mayor capacidad para eliminar cadmio a un pH de 7 (Xie et al., 2021) y B megaterium a
pH 6y 8 (Alzahrani et al., 2022; Chi et al., 2020). De la misma manera, varios estudios han
informado que los valores de pH éptimos para la biosorcién de cadmio se encuentran entre
6y 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 eliminacion 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 biosorcion de metales pesados pueden variar entre
distintos microorganismos, debido a las diferencias en su composicion celular y presencia
de grupos funcionales. En el caso de S. cerevisiae, se ha observado que la tasa de
biosorcion de cadmio aumenta a medida que el pH de la solucién 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 biosorcion (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*?(hasta un 96%) y Cd*? (hasta un 40%) utilizando un pH neutro (Nicula
etal., 2023). El efecto del pH en la biorremediacién de cromo (Cr) por W. anomalus también
ha sido objeto de estudio, encontrando un rango éptimo de pH entre 2 y 4, siendo 4 el valor
de pH en el que se logra la maxima acumulacion del metal (Acosta et al., 2018; Asri et al.,
2018; Bahafid et al., 2013).
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La eficiencia de la biorremediacién 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 demostro el efecto sinérgico de mezclas bacterianas en la biorremediacion 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 tenian mayor resistencia y eficiencia para la
remediacion de metales pesados en comparacion con el uso de cepas de manera
individual después de 48 h, con eficiencias de remediacion del 98,3% para plomo, 85,4%

para cadmio y 5,6% para cobre.

Por otra parte, la cinética de biosorcién y el tiempo de retencion se utilizan para comprender
mejor la dindmica de los iones metdlicos 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 biosorcién y que las reacciones de
biosorcion constan de cuatro pasos: (1) transferir iones de metales pesados desde el
interior de la solucién a la capa limite cerca del biosorbente, (2) transicién de capa limite a
la superficie absorbente, (3) transferencia desde la superficie del biosorbente a los sitios
activos del biosorbente y, finalmente (4) establecimiento de una conexion entre los iones
de metales pesados y los grupos funcionales en los sitios activos del biosorbente. Ademas,
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 Optimo 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 MAHMO, muestran picos alrededor de 3000-3500
cm? indicando la existencia de vibracion de estiramiento de los grupos hidroxilo (-OH) y/o
amino (-NH.), que se encuentran entre los grupos funcionales del quitosano y los
aminocidos en la pared celular de W. andmalus (Stafussa et al., 2016). Los picos en 2927-
2924 cm* estan en la region de absorcion de cadenas lipidicas acilo (3050-2800 cm™) que
corresponden al estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos metileno y metilo en los
fosfolipidos de membrana (Ami et al., 2014). Los picos a 1642, 1542 y 1539 cm®

detectados en la regién entre 1700 y 1500 cm indican la presencia de bandas de amida
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(I'y ), principalmente de enlaces peptidicos de proteinas (estiramiento C = O y flexion N-
H), correspondientes a varios &cidos urénicos y aminoacidos presentes en la pared celular
(Zhang et al., 2010) La absorcion infrarroja en el espectro a 1400 cm™ puede ser causada
por los grupos azufre (-SO-) y foésforo (-PO-), que oscilan entre 1500 y 1300 cm
correspondientes a vibraciones de acidos grasos y proteinas (Stafussa et al., 2016). Las
bandas observadas a 1073, 1239 y 1242 cm™ se asignan a vibraciones de estiramiento C-
O de alcoholes y acidos carboxilicos que estan relacionadas principalmente con
vibraciones complejas de carbohidratos (Naja & Volesky, 2011).

Respecto a B. subtilis, la banda alrededor de 1060 cm™ se atribuyé a vibraciones de
estiramiento de C-0O, C-C, C-O-C y C—0O-P en polisacéaridos (D'Souza et al., 2008). Las
bandas cercanas a 1230 cm?, expresaron el P=O del grupo fosfodiéster de &cidos
nucleicos y fosfolipidos (Yee et al., 2004). EI C-H de los grupos CHs, CH2 y el C—-O de los
grupos COO- (1397 cm?) demostraron la presencia de exopolimeros (EPS) producidos por
la bacteria, incluidos polisacaridos, proteinas y acidos de bajo peso molecular (Naik et al.,
2012). Los exopolimeros podrian unir eficientemente iones metalicos utilizando la
capacidad de intercambio catidnico, disminuyendo de esta manera la toxicidad de los
metales (Kepenek et al., 2018). Los picos cerca de 1540 cm™ (flexion N-H y el estiramiento
C-N) y de 1640 cm? (estiramiento C--O en el grupo amida) podrian ser uno de los
componentes importantes de las paredes celulares (Wei et al., 2011). Los enlaces
alrededor de 2930 cm? podrian deberse al estiramiento C-H del grupo alquilo (Wu et al.,
2019). Los enlaces amplios cerca de 3280 cm™ se atribuyeron al estiramiento simétrico de
O-H, N-H, C-H (Guo & Zhang, 2004) (Figura 1-11).

También se ha informado que la composicion de la pared celular es diferente en bacterias
(peptidoglicano), hongos (quitina) y algas (alginato, polisacaridos sulfonados); por lo tanto,
la variacion 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). Ademas de la pared
celular, las sustancias poliméricas extracelulares secretadas por microorganismos también

desempefian un papel importante en la biosorcion (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
fermentacion de cacao que demostraron capacidad para capturar cadmio a una
concentracion de 10 mg Cd*?/L en un medio acuoso, ademas de la tolerancia para crecer
a una concentracion de 120 mg Cd*?/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 favorecio la acumulaciéon
del metal por parte de las cepas individuales y en cultivo mixto.

Este estudio se considera el primero en aislar microorganismos de la fermentacion de
cacao para evaluar su capacidad de secuestrar cadmio. Las cepas de bacterias y
levaduras aisladas se consideran promisorias para la biorremediacion de metales pesados,
sin embargo, es necesario un enfoque que pueda proporcionar informacién sobre las

condiciones fisicoquimicas Optimas para una mayor eliminacion del metal.






Capitulo 2. Diseno de un medio de cultivo
para la produccién de biomasa de

Wickerhamomyces anomalus

Resumen

De acuerdo con los resultados de reduccion de cadmio obtenidos en medios acuosos, tres
microorganismos fueron seleccionados para realizar experimentos en la fermentacion de
cacao bajo condiciones de campo. Teniendo en cuenta su potencial de implementacion en
procesos de biorremediacién de cadmio, la levadura Wickerhamomyces anonmalus
M4HMO fue seleccionada con el fin de disefiar un medio de cultivo, y definir condiciones
operacionales basicas (temperatura y pH), que favoreciera la obtencidn de biomasa a bajo
costo. Inicialmente, se realizé la seleccién de fuentes de carbono y nitrégeno, y la definicién
de concentraciones adecuadas para favorecer el crecimiento de la levadura mediante un
disefio unifactorial. Posteriormente, se realiz6 la seleccion y tamizaje de factores
nutricionales a través de un disefio estadistico fraccionado (Plackett-Burman) seguido de
un proceso de optimizacién de concentraciones mediante la metodologia de superficie de
respuesta. Finalmente, se realizé la validacion del medio de cultivo y la determinacion de
temperatura y pH que favorecieran un adecuado rendimiento de biomasa. Los resultados
fueron comparados con los obtenidos en medios comerciales. Los resultados muestran
gue la produccién de biomasa fue afectada significativamente por diferentes factores
nutricionales y la temperatura, obteniéndose una concentracion celular maxima de 9,7 x
108 células/mL (9,5 gBS/L) en 24 horas de fermentaciéon a 30°C, 180 rpm y pH inicial de

5,6. La composicién 6ptima del medio de cultivo fue en g/L: extracto de levadura, 6;
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sacarosa, 8,6; Proteina hidrolizada de soya, 8, donde la concentracion celular alcanzada
por W. anomalus M4HMO no mostré diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con la obtenida utilizando el medio de cultivo comercial YPG.

Palabras clave: optimizacion, biomasa, W. anomalus, medio de cultivo

2.1 Introduccidn

Los microorganismos necesitan de condiciones bioquimicas y biofisicas apropiadas para
su desatrrollo. El principal objetivo de los medios de cultivo es crear un ambiente adecuado
para el crecimiento, simulando las condiciones lo mas cercanas posibles a las naturales,
asegurando asi el apropiado funcionamiento de su maquinaria enzimatica, lo cual implica
un adecuado balance de los componentes (Martinez 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 propdsitos y usos.

La optimizacién de condiciones de cultivo es uno de los fendbmenos mas 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
produccién de biomasa microbiana y de metabolitos de interés a un costo razonable, es
necesario disefiar medios de cultivo, bien sean definidos (constituidos por compuestos
guimicamente definidos y en una cantidad precisa) o complejos (contiene elementos
organicos cuya composicion nutricional no estd completa y precisamente descrita),
mediante el manejo de variables independientes tales como concentracion de nutrientes,
agitacion, pH, temperatura o inyeccién de oxigeno, que van a tener un efecto sobre
variables dependientes o de respuesta como produccién de biomasa, enzimas o

metabolitos (Martinez et al., 2010).

Para lograr este objetivo, existen modelos cléasicos basados en evaluar cada factor con los
demds factores constantes, los cuales, ademas de requerir tiempo y material, no toman en
cuenta las interacciones que puedan tener las variables independientes entre si. Por lo

tanto, los disefios estadisticos con base en modelos matematicos 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 disefio (Gupte & Kulkarni, 2003; Wang et
al., 2011).

Disefios factoriales fraccionados como la metodologia Plackett-Burman (Plackett &
Burman 1946), se emplea para identificar las variables significativas en un sistema,
clasificarlas segun su importancia y seleccionar aquellas que se exploraran en mayor
detalle. Esta técnica es especialmente Util para la eleccidon de componentes relevantes en
el medio de cultivo, permitiendo la eliminacién de factores insignificantes. Este proceso
conduce a un conjunto mas reducido de variables, simplificando asi su gestion y analisis
(Sreekumar & Krishnan 2010). La otra técnica utilizada en el proceso de optimizacién de
medios de cultivo es la metodologia de superficie de respuesta (MSR) (Chen et al., 2010),
la cual consiste en un grupo de procedimientos matematicos y estadisticos que pueden
ser usados para estudiar la relacion entre una o mMAas respuestas y un nudmero
independiente de variables, que también permite obtener la mayor cantidad de informacién
con pocos experimentos (Sreekumar & Krishnan 2010) y ahorrar tanto tiempo como
trabajo. Las técnicas MSR més usadas son la de Disefio Central Compuesto (DCC) y el
disefio Box-Behnken (DBB), en las cuales normalmente se optimizan cinco y tres factores,

respectivamente (Zhong et al., 2014).

Un aspecto relevante en la optimizacién de un medio de cultivo no es sélo el logro de una
formulacion racional del medio, sino también la posible inclusiébn 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, esta determinada por la capacidad
de establecer condiciones apropiadas para el crecimiento microbiano y lograr
concentraciones adecuadas especificas para cada proceso en particular del producto de
interés. Por razones econdémicas, estas condiciones son definidas a partir de un trabajo de
optimizacion a escala de erlenmeyer. Estos procesos a pequefia escala representan la
base, y proporcionan la informacién 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 mas facilmente los
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parametros de desempefio 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 facil 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 fermentacién es uno de los factores determinantes en la produccion 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 produccién enzimatica (Nighojkar et al., 2006). En este sentido, el
objetivo de este trabajo fue disefiar 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 fermentacion.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Determinacion de condiciones de crecimiento a escala de
erlenmeyer.

Para determinar condiciones adecuadas de cultivo (fuente de carbono y nitrégeno, sales,
pH y temperatura) de la cepa MAHMO, se utilizaron erlermeyers bafleados de 125 mL con
un volumen de trabajo de 30 mL. Inicialmente, la cepa MAHMO fue reactivada en medio
de cultivo sdlido 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 incubacion se tom6 una asada y se deposité
en erlenmeyers de 125 mL conteniendo 30 mL de medio de cultivo liquido 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 realiz6 conteo en camara de
Neubauer (BOE02-EQ) del pre-in6culo y se tomé el volumen necesario para alcanzar una
concentracion final de 1x10° 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 operacion
para la seleccion y optimizacion de componentes nutricionales fueron 180 rpm y 30 °C,

con tiempo de incubacion de 24 horas. La medicion de la concentracion celular se realizé
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mediante conteo en cdmara de Neubauer (Diaz et al., 2005). Todos los tratamientos fueron
realizados por triplicado.

2.2.2 Microorganismo

Se empled la cepa de levadura Wickerhamomyces anomalus M4AHMO, la cual fue obtenida
a partir de la fermentacion de cacao realizada en la hacienda Monteoscuro (Cimitarra-
Santander). Esta cepa se encuentra conservada en la coleccion de microorganismos de la

Corporacion para Investigaciones Bioldgicas — CIB ubicada en Medellin-Colombia.

2.2.3 Medio de cultivo comercial

Se seleccionaron cuatro medios de cultivo liquidos comerciales: SDB (En g/L: peptona de
carne,5; peptona de caseina, 5; glucosa, 20), PDB (En g/L: dextrosa, 20; infusion de
patatas, 6,5) y RB (En g/L: peptona de soya, 5; dextrosa, 10; KH,PO4, 1; MgSQOa., 0,5)
(Escalante et al., 2011; Da Cruz Pedrozo et al., 2017), para evaluar el crecimiento de la
cepa M4HMO. EIl medio de cultivo donde se obtuvo la mayor concentracion celular fue

seleccionado como medio de referencia para los experimentos posteriores.

2.2.4 Fuente de carbono

Tomando como base la composicion del medio comercial seleccionado en la etapa
anterior, incluyendo otros componentes (en g/L: KH2PO4, 1; MgSQ., 0,5; CaCl.0,1; extracto
de levadura, 2; (NH.)2 SO4, 2) (Joshi et al., 2019; Raimondi et al., 2022) se evalué el efecto
individual de variaciones en la fuente de carbono (glucosa, sacarosa, glicerol, lactosa,
maltosa) a una concentracién de 20 g/L sobre el crecimiento celular de la cepa W.
anomalus M4HMO.

2.2.5 Fuente de nitrégeno

Se evaluaron las fuentes de nitr6geno: sulfato de amonio (NH.), SOa, peptona, urea,
proteina hidrolizada de soya (PHS) y extracto de levadura (Ext lev) a una concentracion de
2g/L, utilizando el medio de cultivo base (en g/L: KH2PO4, 1; MgSO,, 0,5; CaCl; 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 Relacién carbono/nitrégeno (C:N)

La fuente de carbono y nitrdgeno 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
concentracion de la fuente de carbono a 20 g/L y demas componentes del medio de cultivo
base. Una vez seleccionada la relacion C:N que favoreciera la produccion de biomasa, se
realizaron variaciones en la concentracién de carbono (10, 20, 30 y 40 g/L) manteniendo

la misma relacion C:N (Bardhan et al., 2021).

2.2.7 Tamizaje estadistico 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 XVL.I) (Tabla 2-1). La fuente
de carbono y nitrégeno, asi como las concentraciones seleccionadas en las etapas
anteriores, se mantuvieron constantes como factores fijos para el disefio del medio de
cultivo (Vehapi et al., 2022).

Tabla 2-1 Medios de cultivo evaluados mediante el disefio Plackett-Burman. Valores en
g/L. En todos los medios de cultivo las concentraciones de sacarosa y PHS se mantuvieron

en 20y 2 g/L, respectivamente.

] Extracto

Mediode 1 b5, Mgso.  caCl, de (NH.)>SO4 pH

cultivo

levadura

1 3 05 03 1 1 15

2 1 05 01 1 1 45

3 3 15 03 1 3 65

4 1 15 01 1 1 65

5 3 05 03 3 1 65

6 3 15 01 3 3 45

7 1 05 01 3 3 65

8 3 05 01 1 3 65

9 3 15 01 3 1 45

10 1 05 03 3 3 45

11 1 15 03 3 1 65

12 1 15 03 1 3 45
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Tabla 2-1 (Continuacion)

Medio de Extracto
) KH2PO4 MgSOa4 CaCl; de (NH4)2SO4 pH
cultivo
levadura
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 Optimizacién y validacion 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 nitrégeno, se analizaron mediante MSR
utilizando el disefio Box-Behnken (STATGRAPHICS Centurion XVL.I) (Tabla 2-2) (Souza
et al., 2018). Los componentes que no presentaron ningun efecto sobre el crecimiento de
la cepa M4HMO se fijaron en las concentraciones minimas evaluadas. De acuerdo con
informacion bibliogréfica, el valor de pH inicial se ajusté a 5,6 para todos los tratamientos.
Ademas, a través de un disefo 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 realizé el proceso de validacion del
medio disefiado y los resultados fueron comparados con los obtenidos utilizando medio
comercial YPG (Tabla 2-3).

2.2.10 Analisis estadistico

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 disefio Box Behnken. Valores en g/L.
En todos los medios de cultivo las concentraciones de CaCl,, MgSOa, (NHa4)2 SO, se
mantuvieron en 0,1; 0,5y 1.0 g/L, respectivamente.

Medio de Extracto de

) KH2PO4 Sacarosa PHS
cultivo levadura
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 (Continuacion)

Medlp de KH,PO4 Extracto de Sacarosa PHS
cultivo levadura
6 1,5 4,5 30 2
9 4,5 1,5 30 2
11 4,5 1,5 10 6
13 1,5 1,5 30 2
14 1,5 1,5 30 6
23 3 3 0 4

Tabla 2-3. Medios de cultivo evaluados para la validacién del disefio del medio de cultivo

para el crecimiento de la cepa W. anomalus M4HMO. Valores en g/L.

Medio  Extracto de Sacarosa PHS CaCl, MgSO, (NH4)2S04

cultivo levadura
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 nitrégeno

Las variaciones en la fuente de carbono y nitrégeno se realizaron teniendo como base el
medio de cultivo comercial YPG en el cual se obtuvo la mayor concentracion celular (1,4 x
10° células/mL) de W. anomalus M4HMO (Figura 2-1).

Figura 2-1. Concentracién celular de W. anomalus MAHMO en medios de cultivo
comerciales: YPG, PDB, SDB, RB.
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Medio de cultivo comercial

La sacarosa resultdé ser la mejor fuente de carbono para el crecimiento la cepa W.
anomalus M4HMO, obteniendo una concentracion final de 8,2 x 102 células/mL (Figura 2-
2). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la maltosa, glucosa
y glicerol. Por otro lado, la lactosa fue la fuente de carbono donde se obtuvo el crecimiento

mas bajo.
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La fuente de nitrdgeno que generd la concentracion celular mas alta fue la peptona (1,3 x
10° células/mL) siendo significativamente diferente con las demas fuentes de nitrégeno
(Figura 2-3). No se encontré diferencia estadistica significativa entre los resultados
obtenidos con PHS, extracto de levadura y sulfato de amonio, ademas, los valores
obtenidos con estos componentes fueron 50, 56, y 66%, respectivamente, mas bajos que
los alcanzados con peptona. Teniendo en cuenta estos resultados, la proteina hidrolizada
de soya fue seleccionada para experimentos posteriores debido a que su costo es mas
bajo en comparacion con la peptona y el extracto de levadura.

Figura 2-2. Concentracion celular de W. anomalus M4HMO en diferentes fuentes de

carbono.
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Figura 2-3. Concentracion celular de W. anomalus M4HMO en diferentes fuentes de

nitrégeno.
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Fuente de nitrogeno

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la concentracion final de
W.anomalus M4HMO utilizando relaciones C:N 10:1, 5:1, 4:1 y 1:1. Por lo tanto, se
selecciond la relacion 10:1 (20g/L de sacarosa y 2g/L de PHS), dado que implica el uso de
una menor cantidad de fuente de nitrégeno, lo que se traduce en un menor costo de
produccién de biomasa. Bajo estas condiciones se alcanz6 una concentracion de 7,6 x 108
células/mL (Figura 2-4). Las posteriores variaciones de concentracion de fuente de
carbono manteniendo la relacion C:N en 10:1 mostraron mayores rendimientos de biomasa
al utilizar 40 y 20 g/L de sacarosa, sin diferencia estadistica significativa (Figura 2-5).
Consecuentemente, se eligio 20 g/L de sacarosa y 2 g/L de PHS para realizar los

experimentos posteriores.
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Figura 2-4. Concentracion celular de W. anomalus M4HMO a diferentes relaciones C:N (la

concentracion de sacarosa se mantuvo en 20 g/L en todos los experimentos).
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Figura 2-5. Concentracion celular de W. anomalus M4HMO a diferentes concentraciones

de carbono manteniendo la relacion C:N en 10:1
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2.3.2 Tamizaje estadistico de componentes para el medio de
cultivo

Entre los componentes del medio de cultivo, se observé que el fosfato de potasio (KH2PO.)
y el extracto de levadura favorecieron la produccion de biomasa de la cepa W. anomalus
M4HMO. En contraste, el cloruro de calcio (CaCly) tuvo un impacto negativo en el
crecimiento de esta cepa. En cuanto al resto de los componentes evaluados, como el
MgSOs, el pH y el (NH4)2SO4, no se identificd ningun efecto significativo en la variable

respuesta (Figura 2-6).

Figura 2-6. Tamizaje estadistico de componentes para el disefio de un medio de cultivo
para el crecimiento de W. anomalus M4HMO
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2.3.3 Optimizacién de las condiciones de crecimiento

Mediante el disefio Box Behnken se estimaron las concentraciones éptimas de cada
componente (en g/L: extracto de levadura, 6; sacarosa, 8,6; PHS, 8) con una concentracién
maxima esperada de 1,4 x 10° células/mL El KH.PO. fue excluido de la formulacién del

medio de cultivo, ya que no tuvo efecto sobre el crecimiento de la cepa de levadura.

Respecto a la temperatura, se observé un mayor crecimiento de W. anomalus M4HMO a

30°C, logrando una concentracién celular de 1x10° 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 Concentracion celular de W. anomalus MAHMO en diferentes temperaturas
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2.3.5 Validacion del disefio del medio de cultivo

La cepa W. anomalus M4HMO tuvo el mayor crecimiento en los medios de cultivo M3 y
M4, con una concentracién celular de 9,7 x102 células/mL (67% del valor esperado), sin
diferencia estadisticamente significativa entre estos medios (Figura 2-8). La presencia de
CaCly, MgS0a4 y (NH4).SO4 no mostraron tener un efecto significativo en el crecimiento de
W. anomalus M4HMO. Por lo tanto, se seleccion6 el medio de cultivo M3 (en g/L: extracto
de levadura, 6; sacarosa, 8,6; PHS, 8) como el medio mas adecuado para produccion de

biomasa.
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Figura 2-8. Validacién del medio de cultivo para el crecimiento de la cepa W. anomalus
M4HMO.
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3.4 Discusion

Se han realizado estudios de optimizacion para la produccién de biomasa y otros
compuestos de interés de W. anomalus. Fernandez et al. (2017), aplicaron un disefio de
Plackett-Burman, donde se evaluaron factores como sacarosa, (NH4).SO4, extracto de
levadura, K:HPO4, MgSO4, NaCl, CaCl, sobre el crecimiento de W. anomalus M10. De
acuerdo con esto, se formulé un medio en g/L que consistié en sacarosa, 60; (NH4)2SO.,
0,6; extracto de levadura, 1; K;HPO4, 1,2; MgSQOs4, 0,5; NaCl, 0,1; CaCly, 0,1, el cual permitié
alcanzar una concentracion de biomasa de 6,93 gBS/L después de 72 h de crecimiento,
esta concentracion fue inferior a la alcanzada en este estudio, donde se obtuvo una
cantidad de biomasa de 13.8 gBS en un periodo de tiempo més corto (24 h). De manera
similar, se optimizé6 un medio de cultivo que contenia glucosa y NH4* como fuente de
carbono y nitr6geno respectivamente, obteniendo una concentracién de biomasa de 3,6
g/L de la levadura W. amomalus CBS 5759. Ademas, se encontré que el aumento en la
concentracion de NH4* tuvo un impacto positivo en el crecimiento de esta cepa. (Djelal et

al., 2005). En contraste con el presente estudio, se encontré que el (NH4).SO. no afectd
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significativamente la concentracion de biomasa de W. anomalus MAHMO. En otro estudio,
Raimondi et al. (2022), destacaron la notable capacidad de W. anomalus WC 1501 para
transformar glicerol puro en d-arabitol. Ademas, alcanzé una concentracion celular de 5,5
x10° células/mL, utilizando un medio de cultivo que contenia 20 g/L de glicerol puro, 3 g/L
de extracto de levadura, 2 g/L (NH4)2S0O4, 3 g/L de KH2PO4, 1 g/L de K;HPO4, y 1 g/L de
MgSO.. Sin embargo, otros autores, reportaron un mejor crecimiento de W. anomalus SZ1
con azucares fermentables (glucosa, manosa y fructosa) en comparacion con azucares no

fermentables (manitol y glicerol) (Gupta & Bhathena, 2020).

Los estudios sobre fuentes de carbono y nitrbgeno 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
nitrégeno 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 digestién péptica de tejidos animales
como fuente de nitrégeno 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 nitrégeno, mientras que el extracto de levadura
al 1% es el ingrediente mas esencial de las células de levadura para lograr un crecimiento
Optimo. Sin embargo, en algunos estudios, el extracto de levadura no se ha incluido en la
composicion de los medios de cultivo. Mieres (2017), utiliz6 un medio de cultivo que
contenia glucosa, 10 g/L; pectina de citrus, 5 g/L; urea, 1,4 g/L; KH2PO4, 1 g/L; MgSQOs4, 0,5
g/L; CaCl,, 0,1 g/L, el cual permiti6 alcanzar una concentracion 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 NHs* (NH4Cl y
(NH4)2S0O.). En comparacion con la adicion de KNOs, proteina 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 contenia extracto de carne y extracto de levadura como fuentes de nitrégeno
sobre NH4NO3, (NH4)2S04, urea y NaNOs.
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La relacion inicial de carbono/nitrégeno (C:N) es un factor muy importante para la reduccion
del sustrato y la produccion de biomasa (Arous et al., 2016; Zheng et al., 2005). La relacién
C:N de 10:1 se informa como el resultado mas apropiado ya que una proporcion mayor
provocara la desaparicion del nitrégeno antes de que se consuma todo el carbono y no se
obtendra la biomasa requerida (Sharif et al., 2021). Cuando el nitrégeno es limitado, las
células de levadura ralentizan su crecimiento, mientras que, en el caso extremo de
agotamiento del nitrégeno, las células dejan de crecer incluso con todos los demas
nutrientes disponibles en exceso y entran en un estado pasivo especifico del nitrdgeno
(Broach, 2012). En una proporcién de 1:1, la mayor parte del nitrdgeno no puede ingresar
a las células y se desperdiciara (Sharif et al., 2021). A una conclusién similar se lleg6 en
trabajos de otros investigadores. Arous et al. (2016) informaron que la relacion C:N 6ptima
fue de 8:1 - 10:1 para S. etchellsii y C. pararugosa con mayor produccion de biomasa en
un medio a base de aguas residuales de almazara suplementado con NH.CI. En el estudio
de Spalvins et al. (2020) el mayor contenido de biomasa de Yarrowia lipolytica se observé
en una proporcion de C:N de 5:1 - 10:1 cultivada en un medio suplementado con aceite de

cocina usado.

La temperatura y el pH son parametros que afectan en gran medida los procesos de
fermentacion. Una temperatura baja puede inhibir el ingreso de los nutrientes a la
membrana celular, mientras que una temperatura alta genera inactivacion de las enzimas

gue participan en las diferentes vias metabdlicas (Arous et al., 2016).

El pH del entorno que rodea a la célula incide directamente en el pH intracelular, generando
modificaciones en la actividad enzimatica interna. Estas alteraciones en la actividad
enzimdtica, a su vez, influyen en el proceso de crecimiento celular (Wang & Lu, 2004). El
pH 6ptimo para el crecimiento de las levaduras se sita en un intervalo de 4,0 a 7,0 (Kot et
al., 2017; Siddique et al., 2016); Dentro de este rango, el pH mas adecuado para un
crecimiento maximo 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 disminuyé en un rango de pH
entre 3,0 y 4,5, mientras que la fluctuacion del pH del medio entre 5,0 y 6,0 no afecto la
tasa de crecimiento, aunque dentro del rango 6,5 y 7,5, experimentdé una notable
disminucion en su crecimiento. Como resultado de sus hallazgos, recomendaron un valor

de pH inicial éptimo de 5,0 para W. anomalus, identificando un limite de tolerancia entre
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4,5y 6,0. De manera similar, Gao et al. (2012) informaron que el contenido maximo de
biomasa de Candida tropicalis se alcanzd cuando el pH inicial se ajusté a 5,5 a 30 °C.
Otros autores reportaron que las condiciones éptimas 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).

Segun el estudio realizado por Tao et al. (2011) los recuentos de células viables de W.
anomalus aumentaron a medida que la temperatura se incrementé de 25 a 30 °C, sin
embargo, se observé una disminucién abrupta cuando la temperatura aument6 de 35 a
45°C. Estos resultados sugieren que la temperatura éptima se encuentra alrededor de los
32°C, mientras que temperaturas de 40 °C y superiores podrian resultar letales para W.
anomalus. Asi mismo, Martins et al. (2014) informaron que el crecimiento 6ptimo de W.

anomalus CE009 se alcanz6 a una temperatura que oscilaba entre 25y 30°C.

En este sentido, el medio de cultivo disefiado en este estudio resulté en una composicion
mas simple, compuesto Unicamente por tres componentes con una concentracion menor
de fuente de carbono en comparacién con lo informado en los estudios realizados por
Fernandez et al. (2017); Raimondi et al. (2022) y Mieres (2017). Ademas, el medio de
cultivo propuesto contiene materias primas de bajo costo como la sacarosa y la proteina
hidrolizada de soya (PHS), que, junto con el extracto de levadura, permitieron alcanzar una
concentracion celular mayor con respecto a la reportada en los estudios de Gupta &
Bhathena (2020) y Batista et al. (2013).

3.5 Conclusiones

El andlisis demostro que el extracto de levadura es uno de los factores mas determinantes
en el crecimiento de este microorganismo. Ademas, permitio la formulacion de un medio
de cultivo con caracteristicas nutricionales similares al medio de cultivo comercial YPG, sin
gue se observaran diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento de la cepa
de levadura entre ambos medios de cultivo. Por lo tanto, estos resultados presentan

ventajas econémicas, ya que, al ampliar la escala de produccién de biomasa de esta cepa,
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se podrian utilizar medios de cultivo con materias primas de bajo costo, como la sacarosa

y la proteina hidrolizada de soya.
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Capitulo 3. Mitigacidn de cadmio en granos
de cacao durante la fermentacion mediante

microorganismos

Resumen

La reciente normativa de la Unién 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 comisién europea ha establecido
valores maximos permitidos (0,1-0,8 mg Cd*?/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
paises de América Latina, conocidos por sus niveles elevados de este metal pesado. Por
tanto, el objetivo de esta investigacion fue utilizar in6culos 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
fermentacion de cacao. El experimento se llevo a cabo en condiciones de campo en una
central de beneficio. Se utilizé un disefio 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, fermentacion espontanea). Ninguno

de los tratamientos, incluida la fermentacion espontanea, logré reducir la concentracion de
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cadmio en los granos. Sin embargo, las caracteristicas sensoriales de los granos de cacao

inoculados con los microorganismos se vieron favorecidas.

Palabras clave: cadmio, fermentacién, microorganismos, Theobroma cacao

3.1 Introduccién

La contaminacion 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 facilmente hasta niveles toxicos en suelos y plantas utilizados en nutricién
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 desempefian diferentes funciones biolégicas,
especialmente en el crecimiento de raices y brotes. Sin embargo, otros metales pesados,
como aluminio (Al), arsénico (As), cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg), no tienen
ninguna funcién biolégica conocida (Lajayer et al., 2019).Las formas mas toxicas de estos
metales en sus especies idnicas son aguellas que tienen los estados de oxidacion mas
estables, por ejemplo, Cd?" Pb?*, Hg?*, As®*, los cuales reaccionan con las biomoléculas
del cuerpo para formar compuestos biotoxicos extremadamente estables que son dificiles
de disociar, ocasionando graves problemas de salud (Das & Al-Naemi, 2019; Nava-Ruiz &
Méndez-Armenta, 2011).

La acumulacion de metales pesados en las plantas varia entre elementos y especies de
plantas. El cadmio es uno de los elementos mas maviles con un factor de bioconcentraciéon
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 meteorizacion del material parental constituye
la fuente geogénica, mientras que las actividades mineras e industriales, asi como el uso
de agroquimicos o agua de riego con alto contenido de Cd representan las principales

causas antropogénicas de contaminacion (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 absorcién por
las plantas desde el suelo. Algunos suelos, especialmente los de origen volcanico, 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 varian significativamente de una region
a otra, siendo América Latina la que registra los niveles més altos. En esta region, las
concentraciones de cadmio suelen superar los limites maximos permitidos por la
regulacién de la Unién Europea, que establece un rango de 0,1 a 0,8 mg Cd*?/kg para el
chocolate y otros productos derivados del cacao. (Arguello et al., 2019; Barraza et al., 2021;
Bravo et al., 2021; Chavez 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 paises (Chavez 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 fésforo (P) y las
propiedades del suelo que influyen en la disponibilidad del metal, como pH, materia
organica, capacidad de intercambio catidnico, mineralogia y presencia de otros

microelementos (Alloway, 2013; Chavez et al., 2015).

Particularmente en Colombia, en algunas regiones cacaoteras, se han encontrado altas
concentraciones de cadmio en el suelo, lo cual podria verse reflejado en la acumulacion
de elevados contenidos de este metal en los granos (Bravo et al. 2018; Chavez et al.,
2015). Aunque no existen limites de cadmio en los granos de cacao, se han utilizado
umbrales de 0.6 y 0.8 mg Cd*?/kg como valores que permiten la fabricacién de productos
de cacao que cumplen con los limites permisibles de cadmio exigidos por la UE (Arévalo-
Gardini et al., 2017; Chavez et al., 2015; Gramlich et al., 2018; Bravo & Benavides-Erazo,
2020).

En este sentido, la elevada concentracion de metales pesados en los granos de cacao
representa un riesgo tanto para la seguridad alimentaria como para el desarrollo
economico del pais. Esta situacion afecta negativamente las exportaciones de grano,
principal insumo para la fabricacion de semielaborados y productos finales. Por tanto,
existe una gran necesidad de abordar esta problematica desde el cultivo hasta el producto

final mediante estrategias biotecnoldgicas que contribuyan a la obtencion 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 biorremediacion de metales pesados por biomasa microbiana,
la cual ha sido objeto de importante interés de investigacion en las tltimas décadas debido
a su eficiencia, costo relativamente bajo y efectos negativos minimos para el medio

ambiente.

Se han descubierto microorganismos (bacterias, hongos y microalgas) con capacidad de
biorremediacion, los cuales han desarrollado diferentes mecanismos que les permiten
formar complejos o0 atrapar metales pesados, transformandolos a sus formas menos
téxicas (Gautam et al., 2015; Monachese et al.,, 2012a;). Géneros de bacterias como
Bacillus y Lactobacillus, asi como de las levaduras Saccharomyces, Wickerhamomyces y
Hanseniaspora, han demostrado capacidad de biorremediacion de cadmio (Abioye et al.,
2018; Kapahi & Sachdeva, 2019; Monachese et al., 2012b). Es asi como la implementacién
de inb6culos microbianos para disminuir concentraciones de cadmio durante la
fermentacion, se considera una alternativa con potencial para la mitigacion de cadmio en
cacao. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue seleccionar in6culos microbianos con
capacidad para mitigar contenidos de cadmio en granos de cacao durante la fermentacién,
teniendo en cuenta la evaluacion sensorial como criterio fundamental para determinar el

efecto en sabor y aroma generado por la adicion de los microorganismos

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Localizacion del estudio

El ensayo se realiz6 en la granja Yariguies de la Compafiia Nacional de Chocolates,
ubicada entre Barrancabermeja y San Vicente de Chucuri, 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 precipitacion media anual de 2.984 mm. El experimento se llevd a

cabo en el médulo utilizado para el beneficio del cacao de la granja (Figura 3-2)
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Figura 3-1. Mapa con ubicacion del sitio del ensayo. Granja Yariguies. Barrancabermeja,

Santander

Fuente:
https://es.wikipedia.org/wiki/Santander_(Colombia)#/media/Archivo:Santander_in_Colom

bia_(mainland).svg

Figura 3-2. Mdédulo de beneficio de cacao de la Granja Yariguies.

4 Z =

e e

Fuente: Autor, autorizado por la Compafiia Nacional de Chocolates - CNCH

3.2.2 Crecimiento de microorganismos

Para realizar el ensayo en grano de cacao durante la fermentacion 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.
Ademas, se realizé 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 sélido TSA (en g/L: peptona, 20; glucosa, 2,5; NaCl, 5; K:HPO4, 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 incubacién se tomé una
asada y se deposité en erlenmeyers de 125 mL conteniendo 25 mL de TSB (bacterias) o
medio optimizado para la levadura W. anomalus MAHMO (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
liquido TSB o0 medio optimizado. Los erlenmeyers se incubaron durante 18-20 horas bajo
las condiciones descritas anteriormente. Posteriormente, 100 mL de cada fermentacion
fueron utilizados para inocular erlenmeyers de 2 L que contenian 1 L de medio (TSB 6
medio optimizado). Los erlenmeyers se dejaron en incubacion durante 24 horas bajo las
condiciones de agitacion y temperatura anteriormente mencionadas. La biomasa se
recuperé mediante centrifugacion a 7745 xg durante 15 min a 4°C. El sobrenadante se
descartd y el pellet se resuspendi6 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 concentracién de cada uno de los indculos se realizdé siembra en
placa en medio de cultivo sélido TSA y YPG. Estas suspensiones celulares fueron

utilizadas como pre-inéculos en los procesos de fermentacion real de cacao.

3.2.3 Material vegetal y adecuacion de los cajones de fermentacion

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
CCNB51. Estos granos se depositaron en cajones de madera con el fin de permitir un pre-
escurrido durante 24 horas antes de la inoculaciéon 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 instalacion de divisiones en madera, creando asi dos
compartimentos: uno destinado para la masa de cacao de cada tratamiento y otro vacio

para facilitar el volteo correspondiente (Figura 3-3).
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Figura 3-3. Cajones de fermentacién con divisiones.

Fuente: Autor, autorizado por la Compafiia Nacional de Chocolates - CNCH

3.2.4 Disefio experimental

Se emple6 un disefio 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. Descripcién de los tratamientos empleados en la fermentacién de cacao

Tratamiento Descripcion
L Levadura MAHMO
Bl Bacteria M21HB
B1+B2 Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto
L+B1+B2 Levadura MAHMO y bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto

FE Fermentacion espontanea
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Figura 3-4. Disefio experimental. L: Levadura M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2:
Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, L+B1+B2: Levadura M4HMO vy bacterias
M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: fermentacion espontanea (sin inoculacion externa

de microorganismos).

3.2.5 Preparacion de los tratamientos

Los pre-indculos previamente obtenidos fueron transportados durante cuatro horas desde
Medellin hasta la Granja Yariguies en frascos de vidrio (SCHOTT DURAN®) a una
temperatura de 4°C en una caja de icopor con pilas refrigerantes. Trascurrido este tiempo,
los in6culos fueron almacenados en nevera a 4°C durante 24 horas hasta su uso.

Cada inéculo fue diluido en suficiente agua de grifo para alcanzar una concentracion final
de 1 x 10 7 UFC/mL (equivalente a 2 x10 °> UFC/g de cacao en baba) (Da Cruz et al., 2017,
Zamudio-Palacios et al., 2021). Estas suspensiones se utilizaron como inéculos de los
experimentos en cajones de fermentacion. De acuerdo con los tratamientos (individual o
cultivo mixto) se tomé el volumen correspondiente de cada inéculo para completar un
volumen final de 6 L. En el caso del tratamiento B1+B2 y B1+B2+L se mezclaron 3y 2 L
de cada cepa, respectivamente.

3.2.6 Inoculacion de microorganismos en la fermentacion

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 aplicd una aspersion de la solucién de cada uno de los
tratamientos, hasta completar 100 kg en cada cajon. Esta solucion fue aplicada utilizando

una bomba de émbolo de la marca Royal Condor (Ramos et al., 2014; Visintin et al., 2017).
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El volumen de la solucién aplicada por cajon fue de 2 L (equivalente al 2% de la masa total
de cacao en cada cajon) (Moens et al., 2014) de inéculo a una concentraciéon de 1 x 10 ’
UFC/mL (equivalente a 2 x10 ®> 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 fermentacion (6 dias). La
determinacion del tiempo de fermentacion se realizé mediante la prueba de corte que
consistié en cortar longitudinalmente a la mitad 20 granos de cada cajon utilizando una
tijera podadora, y posteriormente, determinar el porcentaje de fermentacion segun los
criterios establecidos por el personal técnico de la granja. La temperatura de la masa
dentro de cada cajon fue monitoreada mediante termémetros digitales (Halten) y el pH
interno y externo de los granos fue medido con un pH metro portatil (Milwaukee
pH51/pH54). Se tomé registro de la temperatura y el pH cada 24 horas hasta finalizar la
fermentacion. Una vez finalizada la fermentacién, los granos de cacao de cada tratamiento
se llevaron a secado individualmente en casa elba durante 4 dias o hasta alcanzar una
humedad del 7%.

3.2.7 Muestreo

En cada cajon se recolectaron 5 kg de grano, al inicio y al final de la fermentacién. Estos
fueron llevados a secado durante cuatro dias y luego se transportaron hacia la Compafiia
Nacional de Chocolates — CNCH donde se realizaron las mediciones de cadmio por

absorcion atémica en horno de grafito, asi como la evaluacién sensorial.

3.2.8 Medicién de pH durante la fermentacion

Se tom6 una muestra de cada cajon, que consté de 15 granos (mitad de la superficie y
mitad del fondo. Para la determinacion del pH externo, diez granos tomados al azar fueron
depositados en un recipiente de vidrio que contenia 30 mL de agua Mili -Q® EQ 7000 y se
agitaron hasta obtener una mezcla viscosa Para la medicion del pH interno (nibs) se utilizé
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 0z 200w 5861032166), el producto resultante fue resuspendido en 20 mL de agua Mili-
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Q® EQ 7000. En ambos casos se midio el pH utilizando un pH-metro portatil (Milwaukee
pH51/pH54).

3.2.9 Medicion de cadmio

La medicion de cadmio se realizd segun el protocolo interno de la Compafiia 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 HNOs; 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 peréxido de hidrégeno al 30% y las muestras fueron
sometidas a una segunda digestibn bajo los mismos pardmetros mencionados
anteriormente. Una vez completado el proceso de digestion, el volumen de cada una de
las muestras se llevo a un balén volumétrico de 25 mL y se ajust6é con agua Mili-Q® EQ
7000. Después de homogenizar las muestras, se llevaron a un espectrofotometro de

absorcién atémica ICE 3500 para su medicion por la técnica de llama.

3.2.10 Evaluacion sensorial

Para la preparacion del licor de cacao y la evaluacion sensorial se sigui6é el protocolo
interno de la Comparfiia Nacional de Chocolates, el cual consistié en tostar 900 g de grano
de cada muestra en un tostador comercial CocoaT a 120°C durante 18 min para facilitar la
eliminacion de la cascarilla y la obtencion 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 tamafio de particula entre 14 y 25 micras, las
cuales fueron medidas con un micrémetro digital (Songqi B type 0-25). El licor obtenido, se

deposité en bandejas plasticas y se almacenaron a 4°C hasta la evaluacion sensorial.

Para la evaluacion sensorial de los licores obtenidos, se contd con la participacion de un
panel de expertos conformado por seis personas, a quienes se les entrego 2 g de licor de

cacao a una temperatura de 30°C. Los panelistas realizaron una evaluacion olfativa y
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posteriormente, llevaron a la boca una pequefia porcién de licor de cacao y lo esparcieron
en el paladar y mucosas, con el fin de percibir los sabores bésicos (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 O 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 calificacién

media de cada una de las muestras.

3.2.11 Analisis estadistico

Los datos de medicion de cadmio, pH y temperatura se evaluaron mediante ANOVA Yy 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 Temperaturay pH

Durante el proceso de fermentacion de cacao se registr6 un aumento gradual de la
temperatura, alcanzando los 50°C a las 120 h (Figura 3-5), un fenébmeno comun durante
este proceso que resulta de la actividad metabdlica de microorganismos presentes en el
grano de cacao. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las
temperaturas de la masa entre tratamientos y el grupo control, lo cual indica que la
introduccion exégena de cepas de levadura y bacterias no tuvo efecto sobre este

parametro.

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 estadisticamente
significativas entre los tratamientos y el grupo control. A diferencia del pH externo, el pH

interno tuvo una disminucién, 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 fermentacion. L: Levadura
M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2: Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto,
L+B1+B2: Levadura M4HMO vy bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE:

fermentacion espontanea (sin inoculacion externa de microorganismos).
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Figura 3-6. pH interno y externo de los granos de cacao durante la fermentacién. L:
Levadura MAHMO, 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:

fermentacion espontanea (sin inoculacion externa de microorganismos).
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3.3.2 Efecto de la inoculacion externa de microorganismos sobre
el contenido de cadmio durante la fermentacion

Los in6culos microbianos aplicados tanto de manera individual como en cultivo mixto al
grano de cacao en fermentacién no lograron reducir la concentracion de cadmio. De hecho,
el contenido de este metal en los nibs fue mayor en todos los tratamientos, incluido el de
fermentacion espontanea (sin aplicacion de microorganismos) al final del proceso de
fermentacion, cuyo aumento promedio fue de 0,68 mg Cd*?/kg en comparacién 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 variacion 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 critico permisible (0,1
- 0,8 mg Cd*?/kg) establecido por los organismos reguladores para la elaboracién de

cualquiera de los productos incluidos.

Figura 3-7. Cambio en la concentracién de cadmio en el grano de cacao durante la
fermentacion con aplicacion externa de indculos microbianos. L: Levadura M4AHMO, 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: fermentacion espontanea (sin

inoculacion externa de microorganismos).
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3.3.3 Evaluacion Sensorial

La aplicacion externa de microorganismos en la fermentacion tuvo un impacto positivo
sobre las caracteristicas 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) asi como la combinacion de la levadura y ambas bacterias
(L+B1+B2) exhibieron atributos como notas afrutadas, florales y de nuez. Ademas, se
destac6 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 Unicamente con la
bacteria B. subtilis M21 HB no presentaron notas aromaticas frutales ni florales. De manera
similar, la fermentacion espontanea (FE) no gener6 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 puntuacioén de 6 (Figura 3-8).
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Figura 3-8. Andlisis sensorial del grano de cacao con y sin aplicacidn externa de indculos
microbianos a la fermentacion. L: Levadura M4HMO, B1: Bacteria M21HB, B1+B2:

Bacterias M21HB y M17HB en cultivo mixto, L+B1+B2: Levadura M4AHMO vy bacterias

M21HB y M17HB en cultivo mixto, FE: fermentacién espontanea (sin inoculacién externa

de microorganismos).
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3.4 Discusion

3.4.1 Temperaturay pH

La actividad microbiana y los metabolitos producidos durante la fermentacién 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 cotiledon (Nielsen et al., 2007). La presencia de oxigeno permite que las BAA
reemplacen a las levaduras y conviertan el alcohol en 4cido 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 maximo 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 mas
bajo, alrededor de 46-48°C, decreciendo nuevamente hacia el final de la fermentacion
(Nair, 2010). Es importante tener en cuenta que pueden existir variaciones dependiendo
del método de fermentacion, la ubicacién de los granos en el cajon y las condiciones
ambientales. El aumento de temperatura debe considerarse un indicador clave de las

reacciones bioquimicas 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
fermentacion, alcanzando valores superiores a los 40°C. Este incremento térmico fue
considerado satisfactorio para un proceso de fermentacion 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 maxima media de 46,8°C después de

144 horas de fermentacion como resultado de la actividad metabdlica microbiana.

El pH del cotileddn y la pulpa también varia notablemente. La pulpa fresca del grano es
acida, con un pH cercano a 3,5, mientras que el pH del cotiledén es més 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 acidos sintetizados a partir de la pulpa se transfieren
a los nibs, disminuyendo ain mas el pH de las semillas, llegando aproximadamente a 4,8
en el tercer dia de la fermentacion. Segun Moreira et al. (2013), con el transcurso de la

fermentacion, el pH de la pulpa tiende a aumentar gradualmente debido al consumo del
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acido citrico, alcanzando valores cercanos a 5,0 al concluir el periodo de fermentacion.
También se ha reportado que, a pesar de la disminucion del pH en el cotiledén, 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 Analisis sensorial

La acidificacion representa una de las propiedades mas importantes en la fermentacion del
cacao. De hecho, los acidos generados mediante el metabolismo microbiano, al difundirse
en los granos, desencadenan la activacion de diversas funciones enzimaticas que permiten
la formacién del aroma y sabor caracteristico del cacao y el chocolate (Thompson et al.,
2012). Durante el proceso de fermentacion de los granos de cacao llevado a cabo en
Abiyan (Sudeste de Costa de Marfil), se identificaron levaduras que generaron un total de
33 compuestos aromdaticos. Entre estas cepas, P. kudriavzevii, S. cerevisiae,
Galactomyces geotrichum y W. anomalus fueron reconocidas como los principales
contribuyentes a la formacion de compuestos aromaticos especificos del cacao (Koné et
al., 2016). Por el contrario, se ha reportado que las bacterias aerdbias formadoras de
esporas, como las cepas del género Bacillus, producen una variedad de compuestos
guimicos, incluidos 2,3-butanodiol, pirazinas, acido acético y acido lactico, en condiciones
de fermentacion, que pueden contribuir a la acidez y quizas, 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
gue Bacillus spp tiene una funcién importante como productor de enzimas pectinoliticas
durante la fermentacion. La descomposicion de la pectina contenida en la pulpa por accion
de enzimas pectinoliticas es un proceso fundamental para la penetracion de compuestos
en el grano, principalmente etanol y acido acético. Asi mismo, Yao et al. (2017), reportaron
el aislamiento de 163 cepas pertenecientes al género Bacillus, destacando su actividad
pectinolitica, y de acidificacion y capacidad para metabolizar &acido citrico. Estas
caracteristicas podrian contribuir en gran medida a la formacion de sabor y aroma,
generando asi un efecto positivo en la calidad de los granos de cacao fermentados. Es asi,
como también se ha informado sobre la sinergia entre la cepa de bacteria B. subtilis y la
levadura P. kudriazevii para la produccion de etanol, lo cual podria desempefiar un papel
crucial, dado que el etanol es un metabolito indispensable para asegurar una adecuada

fermentacion del cacao. (De Vuyst y Weckx, 2016).



Evaluacion de in6culos microbianos en el proceso de fermentacion de cacaos

109 especiales para la mitigacion del contenido de cadmio en grano

Es importante tener en cuenta que los cambios en el pH, la temperatura, el contenido de
azucar y los productos o metabolitos de la fermentacion ejercen una presion de seleccion
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, asi como a los factores criticos
del suelo que influyen la fitodisponibilidad de cadmio, como el pH, la textura y la materia
organica del suelo (MOS) (Alloway, 2013). A pesar de la importancia de identificar los
factores que regulan la acumulaciéon de cadmio en los granos de cacao y la necesidad de
desarrollar alternativas para reducir su concentracion, solo un reducido nimero de estudios
ha investigado los efectos del suelo y otros factores ambientales en la absorcién de
metales pesados por las plantas de cacao, particularmente en condiciones de campo
(Chavez et al., 2016; Gramlich et al., 2017). Varios estudios han concluido que, entre los
distintos parametros del suelo, el pH es el factor mas influyente en la regulacion del cadmio
disponible para las plantas. La acidez del suelo incrementa la disponibilidad de cadmio, ya
gue al disminuir el pH mejora la solubilidad de los metales y la absorcion por las raices. En
condiciones de pH inferiores de seis, el cadmio se adsorbe débilmente en la materia
organica, arcillas y 6xidos. En contraste en suelos con pH superior a siete o alcalinos, el
cadmio tiende a no ser movil, ya que puede precipitarse como CaCO3; o CdCOs. Por lo
tanto, la adsorcion del cadmio se incrementa rapidamente, pero depende de las
caracteristicas del suelo (Tantalean, 2017). Ademas del pH, existen otros elementos
criticos del suelo, como la presencia de arcilla, contenido de materia organica, textura y
Oxido de hierro o aluminio también se han indicado como propiedades que pueden ayudar
a predecir la absorcién de cadmio por las plantas (Engbersen et al., 2019). Sin embargo,
a nivel regional en los paises del sur de América Latina también se muestra que el
contenido de los granos de cacao tiene 2,1 veces mas cadmio con relacion al cadmio
disponible en el suelo, lo que demuestra la capacidad de bioacumulacion de los granos de
cacao (Florida, 2021).

A pesar de la importancia de las etapas de poscosecha y procesamiento en relacién con

la calidad del cacao, ha habido poca investigacion que evalie como las practicas
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poscosecha artesanales y no tecnificadas, podrian influir en la reduccién 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), asi como productos derivados como el cacao en polvo y
el chocolate; en tales casos se ha establecido una relacion entre contenido de cadmio,
cacao de origen unico y genotipos (Abt et al., 2018; Kruszewski et al., 2018; Lewis et al.,
2018; Mrmosanin et al., 2018). Los resultados de una investigacion anterior a la llevada a
cabo por Lewis et al. (2018) sefialaron que el contenido de cadmio fue més elevado en la
testa, con un promedio de 1,83 mg Cd*?/kg, en comparacion con el cotiledén, que presenté
un promedio de 0,88 mg Cd*?kg. Ademas, se observé una variacién considerable en

funcién del material genético.

Se ha investigado también el impacto de la adiciébn de sustancias acidificantes en la
reduccién de la concentracion de cadmio en los granos durante la fermentacién. Bravo et
al. (2021b), evaluaron el efecto del acido acético y el acido lactico, bajo condiciones
controladas, variando la temperatura (30°C, 35°C y 45°C), encontrando que tanto la
fermentacion espontanea (sin adicion de sustancias acidificantes) como los tratamientos
con &cido lactico y acético, no presentaron diferencias estadisticamente significativas en
la reduccién del contenido de cadmio en los nibs. Sin embargo, se observé una disminucién
del pH de 6,5 a 4,5. Estos resultados indican que, ningln proceso, ya sea fisico (pH,
temperatura o concentracion de oxigeno) o quimico (reacciones enzimaticas y cataliticas)
gue ocurren durante la transformacién 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 reduccién de la concentraciéon de
cadmio en los nibs. Por el contrario, la fracciébn de cadmio extraible en agua de los nibs
aumento significativamente al reducir el pH. Ademas, la concentracion de cadmio en nibs
de los granos fermentados sin tratamiento (fermentacion espontanea), disminuy6 en un
factor de 1,25 después de cuatro dias de fermentacion.

Contrario a los resultados obtenidos por Bravo et al. (2021b), Vanderschueren et al. (2020),
informaron que la concentracion de cadmio en los nibs disminuyé hasta en un factor de
1,3, pero solo con una acidificacién suficiente en los nibs (pH <5), la cual fue el resultado

de un mayor tiempo de fermentacion. (hasta siete dias). En contraste como se muestra en
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la Fig. 2-6 aunque se alcanz6 un valor de pH < 5,0 entre las 72 y las 96 h para los
tratamientos y la fermentacion espontanea, no se observo una disminucion en el contenido
de cadmio en los nibs. Ademas, entre las 120 y 144 h, el pH volvié a aumentar; por lo tanto,
la hipétesis del estudio de Vanderschueren et al. (2020) que argumentaba que un pH <5
y extender la fermentacion més de siete dias favoreceria la migracion de cadmio durante

la fermentacion, no es respaldada por nuestro estudio.

Ademas, segun Vanderschueren et al. (2020), la disminucién de la concentracion de
cadmio se atribuye a su migracion desde los nibs hacia la cascarilla, lo cual es contrario a
lo que se creia, ya que las concentraciones de cadmio en la cascarilla generalmente son
mas altas que en los nibs (Lewis et al., 2018; Ramtahal et al., 2016; Vanderschueren et al.,
2020), por lo que la migracion se produce en contra del gradiente de concentracion total
de Cd. Los autores postulan que el gradiente de concentracion de cadmio movil es opuesto
al gradiente de concentracion total, especialmente en granos fermentados con un pH acido
(pH <5). Este fendmeno 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 concentracion de cadmio en la cascarilla, su peso relativo en el
grano total representa una pequefia parte. En consecuencia, la reserva total de cadmio se
constituye como una fraccion minima 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) tendrian una concentracion total de 1,8 ug Cd*? en
el nibs, pero solo 0,26 ug Cd*? en la cascarilla. Esto explica por qué la migraciéon hacia
afuera de cadmio desde el nibs a la cascarilla puede resultar en un aumento significativo
en la concentracién de cadmio en la cascarilla, pero no en una disminucién detectable en
la concentracion de cadmio en el nibs (Vanderschueren et al., 2022). Sin embargo, esta
hipotesis 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 eliminacién podria resultar en una reduccion de la concentracion 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 Unién Europea podria estar rechazando
injustificadamente lotes de granos de cacao debido a las concentraciones elevadas de
cadmio, si esta decision se basa en el cadmio total del grano (nibs y cascarilla) en lugar de
enfocarse Unicamente 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 investigacion posterior realizada por Vanderschueren et al. (2023). En este estudio
se incubaron granos de cacao a diferentes temperaturas y concentraciones de &cido
acético y etanol. La incubacion bajo condiciones tipicas de fermentacion (45 °C y 20 g/L
de acido acético) demostré una reduccion de la concentracion de cadmio en nibs en un
factor de 1,3. Este factor se increment6 a 1,6 en condiciones mas extremas, es decir, 65
°Cy 40 g/L de &cido acético, mientras que el etanol no tuvo ningun efecto estadisticamente

significativo.

Aunque la informacién publicada sigue siendo escasa hasta la fecha, en los ultimos dos
afios, ha habido un aumento en la investigacion sobre estrategias para reducir los altos
contenidos de cadmio tanto en suelos como en las practicas agricolas, asi como en el
manejo poscosecha, sin afectar la calidad del chocolate. Se han empleado diversos
enfoques con el objetivo de abordar este desafio, entre ellos, los procesos de
biorremediacion, que implican el bioaumento de las poblaciones bacterianas tolerantes al
Cd en el suelo (CdtB) y las bacterias endéfitas del grano de cacao (ECdtB), podrian
disminuir las concentraciones de Cd en varias etapas del sistema de produccion de cacao
(Bravo et al., 2021b).

A diferencia de los resultados obtenidos en el presente estudio, Falcon (2019), encontro
gue 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*?/kg
respecto a los demas tratamientos. Esto podria estar relacionado con la actividad biolégica
de las levaduras, las cuales tienen la propiedad de absorber metales pesados (cadmio,
plomo y zinc) en sus paredes celulares compuestas por quitina y polisacaridos. Estos
componentes a su vez contienen nitrégeno, proteinas, iones minerales y lipidos que
pueden unirse a los metales pesados. De hecho, la parte exterior de las paredes celulares
de los hongos actia como ligando para atrapar los metales pesados (Gupta et al., 2015;

Selvam et al., 2013; Xie et al., 2016). Los lipidos y los polisacaridos son dos componentes
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de las paredes celulares de los hongos que actian como ligandos de metales pesados.
Entre estos ligandos, los grupos amina (NH:) son los agentes aglutinantes més fuertes.

En los estudios sobre tratamientos fisicos y quimicos 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*?/kg con pre-escurrido y 23,72 mg Cd*?/kg sin pre-
escurrido. Sin embargo, las concentraciones del metal pesado no cumplen con los niveles
méaximos de cadmio permitidos establecidos en el Reglamento 488/2014 de la Unidn
Europea. En otro estudio, se evalu6 la combinacion de sustancias acidificantes (HCL) y
guelantes (EDTA) junto con presecado y lavado. Se observé que la reduccion 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 acidificacion y el uso
de quelantes no demostraron efectos significativos en la reduccién de cadmio. Ademas,
los tratamientos de presecado y lavado no tuvieron efectos sobre la calidad fisica y

sensorial del licor de cacao (Cedefio, 2020).

Los tratamientos enziméaticos y biolégicos, ya sea de forma individual o en combinacion,
también han sido evaluados con el objetivo de reducir las concentraciones de cadmio
durante la fermentacion de cacao. Morales-Rodriguez et al. (2022), evaluaron la enzima
pectintranseliminasa (PTE) en dos variedades de cacao (Nacional y CCN-51). Se encontrd
que el cacao nacional presenté un menor contenido de cadmio en el grano (1,07 mg
Cd*?/kg) con 0,20 mL/kg de la enzima junto con lavado completo y secado por tamiz. En el
cacao CCN-51, el nivel mas bajo de cadmio (1,51 mg Cd*?/kg) se registré 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 presenté los niveles de cadmio
mas bajos en comparacion con los demas tratamientos, lo que podria estar relacionado
con el proceso al que fue sometido durante el cultivo (tratamientos y remediacion de suelos
contaminados por metales pesados). Cabe sefalar que el uso de la enzima PTE no solo
resultd en una reduccion efectiva de los niveles de cadmio, sino que también tuvo un
impacto positivo en la calidad fisica y sensorial de los granos de cacao.

Vera-Chang et al. (2022), reportd que la levadura S. cerevisiae en combinacién con la
enzima Polifenol oxidasa (PPO), permitieron una disminucién 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 fermentacion, el menor contenido de cadmio se alcanz6 a las 120 horas,
Aunqgue en este estudio no se adiciond un tratamiento enzimatico, los resultados a nivel
sensorial fueron similares a los obtenidos por este autor. En una investigacion mas
reciente, Vera-Chang et al. (2023), evaluaron la eficacia de la bacteria Rhizobium
japonicum en la disminucibn de cadmio presente en semillas de cacao, logrando

porcentajes de reduccion del 79% durante la fermentacion.

Es importante resaltar que, la mayoria 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 podria
explicar las diferencias en los resultados positivos obtenidos por otros investigadores en
comparacion con los resultados de este estudio. La variabilidad en las concentraciones de
cadmio con cantidades mas pequefias de cacao tiende a disminuir, permitiendo la
deteccién 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 obtencion de resultados positivos. En un
extenso estudio a nivel nacional en Ecuador, Argiello 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 arboles en un mismo campo. Sin
embargo, la variacion en la concentracion de cadmio entre granos de una sola mazorca es
baja (con un coeficiente de variacion promedio del 7%), lo que destaca la utilidad de
emplear mazorcas individuales como réplicas en lugar de muestras compuestas de mayor
tamarno. 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
fermentacion.

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 fermentacion. 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*?/kg) asi como en licor de cacao (1,47-3,88 mg Cd*?kg), sugiriendo cierto
enriquecimiento con cadmio después de la fermentacién y el procesamiento. Yanus et al.
(2014) informaron concentraciones de cadmio en semillas no fermentadas (0,072 = 0,001
mg Cd*?/kg) y en la cascarilla (0,085 + 0,001 mg Cd*?/kg), asi como en cacao en polvo

(0,125 + 0,011 mg Cd*?/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 estan
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 reduccion de

este metal en el grano

Por otra parte, se ha informado que la biosorcion de metales pesados mediante procesos
de biomasa microbiana se ve influenciada por varios parametros fisicoquimicos como el
pH, la temperatura, la dosis de biomasa, la concentracién inicial del metal, el tiempo de
contacto, asi 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 proteinas y los grupos funcionales
disponibles en la superficie del biosorbente. ElI pH, considerado como el factor mas
importante, ejerce una influencia significativa tanto en la solubilidad de los iones de metales
pesados como en los sitios de unién activos de la biomasa (Fathollahi et al., 2021). La
protonacién y desprotonacion de grupos funcionales esta controlada por el pH del medio,
lo que afecta la capacidad de biosorcion: a pH bajo. Los grupos carboxilicos, al ser acidos,
existen en estado protonado debido a la presencia de exceso de H* y HzO"; por lo tanto,
las fuerzas repulsivas de estos grupos protonados con iones de metales pesados cargados
positivamente son responsables de la menor capacidad de biosorcion 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 desprotonacion, lo que mejora
la atraccion electrostatica con iones de metales pesados debido a una carga negativa
(Ahmad et al., 2018; Jiang et al., 2017).

Teniendo en cuenta que la fermentacidn de cacao es un proceso espontaneo caracterizado
por diversas reacciones biol6gicas secuenciales, generando cambios de pH y temperatura,
es esencial identificar y optimizar microorganismos que se ajusten a un rango especifico y
controlado de estos parametros de modo que se favorezca y optimice el proceso de
biosorcion (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 fermentacion de cacao con capacidad demostrada para mitigar cadmio en
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medio acuoso (ensayos en laboratorio), pero aun se desconoce las interacciones entre
estos microorganismos durante el proceso de fermentacion. Es decir, los microorganismos
adicionados, podrian estar presentando antagonismos con la microbiota nativa,
disminuyendo asi su eficacia durante la fermentacion (Comitini et al., 2004; Mewa-
Ngongang et al, 2021; Nally et al., 2015). Ademas, la presencia de acidos y las variaciones
en pH y temperatura pueden resultar en la muerte de los microorganismos mas
susceptibles a estas condiciones. Por lo anterior, es necesario realizar ensayos a nivel de
laboratorio para identificar los pardmetros mas influyentes en la biosorcién de cadmio y

determinar los momentos adecuados para la adicién de los indculos microbianos.

Dado que la introduccion de microorganismos en el proceso de fermentacién de cacao con
el fin de reducir los niveles de cadmio en los granos constituye una linea de investigacion
relativamente reciente en Colombia, existe poca informacién disponible en la literatura. A
pesar de esto, diferentes actores del sector privado y varios centros de investigacion en el
pais han llevado a cabo estudios de mitigacién de cadmio en los granos mediante el uso
de microorganismos, obteniendo una reduccién 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 limites
establecidos por la regulacion de la Union Europea, ademas de la mitigacion 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, asi como la seleccion de cultivares con translocacion reducida de cadmio a
los granos de cacao. (Vanderschueren et al., 2021). La combinacion de todas estas
acciones puede resultar en una mitigacion significativa de cadmio en los granos,
permitiendo que los cacaos que consistentemente superan los limites de cadmio de
acuerdo con la reglamentacién europea puedan acceder a mercados que anteriormente
estaban restringidos. En algunos casos, esta implementacion 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 combinacién al grano
en fermentacién, no demostraron reduccion de la concentraciéon de cadmio en los granos.
De manera similar, el contenido de cadmio en los granos sometidos a fermentacion
espontdnea (FE) no disminuy6 durante este proceso. Sin embargo, la inoculaciéon con
estos microorganismos mejoré las caracteristicas sensoriales de los granos, destacando
notas afrutadas, florales y de nuez, asi como un agradable sabor a chocolate.

Las concentraciones de cadmio en los granos de cacao fermentados, tanto de los
tratamientos como de la fermentacién espontanea (FE), superaron los niveles permisibles
establecidos por la Union Europea para la elaboracién de cualquiera de los productos
designados. Ademas, las mediciones de la concentracién de cadmio en el grano fresco y
fermentado presentaron un coeficiente de variacion del 16 y 19% respectivamente, el cual

estd clasificado como un nivel medio.






Capitulo 4. Conclusiones y

recomendaciones generales

4.1 Conclusiones

A partir de la fermentacion 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, Unicamente 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 demas. Ademas, se encontré que, durante el proceso de captura de cadmio,
el pH influyé significativamente, mostrando una mayor reduccion de este metal a pH 4,5.
Esta reduccion posiblemente esté influenciada por la presencia de grupos funcionales
ubicados extra y/o intracelularmente, los cuales forman parte de moléculas como lipidos,

proteinas y polisacaridos.

Aunque las cepas de bacterias y levaduras seleccionadas en esta primera etapa
(laboratorio) mostraron resultados promisorios en la reduccién de cadmio, no lograron
disminuir los niveles de cadmio en granos de cacao durante la fermentacion en condiciones
de campo. Respecto al analisis sensorial, la inoculaciébn de los granos con estos
microorganismos de manera individual y en cultivo mixto, generé un perfil sensorial con

notas afrutadas, florales y de nuez, asi como un agradable sabor a chocolate. Por tanto,
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se podria considerar la aplicacion de estos microorganismos como potenciadores de sabor

y aroma durante la fermentacion.

Por otra parte, es necesario considerar el aumento de escala para la produccion de
biomasa de los microorganismos con capacidad para disminuir cadmio en ambientes
acuosos, ya que los ensayos en grano de cacao durante la fermentacion en condiciones
de campo requieren una elevada concentracion de biomasa, lo que implica el uso de altas
cantidades de medios de cultivo comerciales con un costo elevado. En este sentido, se
logro la formular un medio de cultivo para la levadura W. anomalus MAHMO mediante el
uso de herramientas estadisticas y de disefio de experimentos (Plackett-Burman y Box-
Behnken), compuesto por materias primas de bajo costo y con caracteristicas nutricionales
similares al medio de cultivo comercial YPG. Este enfoque permiti6 alcanzar una
concentracion similar a la obtenida con el medio comercial, proporcionando asi una

alternativa econémica y eficiente.

4.2 Recomendaciones

- Realizar ensayos de optimizacién de condiciones para la captura de cadmio como
pH, temperatura, tiempo de contacto, concentracion del metal y concentracion de
los microorganismos, con el fin de identificar los parAmetros mas 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 fermentacion a pequefia escala, considerando que el
pH vy la temperatura son parametros que no se controlan durante el proceso de

fermentacion de cacao.

- ldentificar los mecanismos implicados en la captura de cadmio a través de estudios
de microscopia electrénica de barrido (SEM) y de transmisién (TEM), teniendo en
cuenta las concentraciones indicadas de cadmio que permitan la visualizacién de

este metal y su interaccion con la estructura celular del microorganismo.
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- Evaluar la capacidad de otros microorganismos de la fermentacion de cacao para
la biosorcién de cadmio, empleando concentraciones mas elevadas de este metal
(p.€j. 20, 40, 60, 80, 100, 120 mg Cd*?/L).

- Evaluar el efecto del pretratamiento de la biomasa de los microorganismos con

enzimas, calor, &cidos y alcalis en la biosorcion de cadmio.






A. Anexo: Aislamientos de la fermentacion
de cacao cultivados en medio solido

suplementado con 20 mg Cd*?/L

Medio
Numero Cdédigo de Lugar de muestreo
cultivo
1 Betulia B8 dia 2 # 4 YPG Hacienda Betulia
2 Betulia B8 dia2 # 1 YPG Hacienda Betulia
3 Betulia B8 dia 2 #6 YPG Hacienda Betulia
4 Betulia B8 dia 2 #4 YPG Hacienda Betulia
5 Betulia B8 dia 2 #5 YPG Hacienda Betulia
6 Betulia B8 dia 2 #4 YPG Hacienda Betulia
7 Central mezcla dia 1 super extr # 2 YPG Hacienda Betulia
8 Central CCN dia 1 fondo medio # 3 YPG Hacienda Betulia
9 Central fear dia 2 fondo centro # 1 YPG Hacienda Betulia
10 Betulia B8 dia 2 #1 YPG Hacienda Betulia
11 Betulia B8 dia 2 #1 YPG Hacienda Betulia
12 Betulia B8 dia 2 # 1 YPG Hacienda Betulia
13 Betulia mix dia 6#10 YPG Hacienda Betulia
14 Betulia B8 dia 2 super ext # 7 YPG Hacienda Betulia
15 Betulia B8 dia 2 #3 YPG Hacienda Betulia
16 Central Fear dia 7 super extr #1 YPG Hacienda Betulia
17 Central FSV dia 2 fondo ext 1ler muestreo # 4 YPG Hacienda Betulia
18 Central CCN dia 1 fondo medio YPD (rugosa) YPG Hacienda Betulia
19 Betulia B9 cajon 3 fondo extremo dia 4 #1 TSA Hacienda Betulia
20 Central CCN dia 5 fondo extremo #2 TSA Hacienda Betulia
21 Central CCN dia 5 fondo extremo #9 TSA Hacienda Betulia
22 Betulia B9 cajén 5 super extr dia 4 # 6 TSA Hacienda Betulia
23 Betulia mix dia 6 # 2 TSA Hacienda Betulia
24 Betulia B8 dia 2 fond centro # 3 TSA Hacienda Betulia
25 Central mix dia 5 super extr # 4 TSA Hacienda Betulia
26 Central CCN dia 1 fondo medio # 1 TSA Hacienda Betulia
27 Central FSV dia 7 super centro # 5 TSA Hacienda Betulia
28 Central CCN dia 5 fond extr # 4 TSA Hacienda Betulia
29 Central CCN dia 6 super extr # 4 TSA Hacienda Betulia
30 Betulia mix dia 6 # 11 TSA Hacienda Betulia
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

Central CCN dia 6 super ext # 6
Central CCN dia 6 super extr# 2
Central CCN dia 6 super extr # 7
Central fear dia 7 super extr # 2
Betulia B8 dia 2 super extr # 9
Betulia mix dia 6 # 9
Betulia B8 dia 2 super extr # 8
Central fear dia 7 super extr # 1
Central fear dia 2 superficie # 3
Betulia mix dia 6 #5

MOFC74
MOFC132
MOFE
MOFE23
MOSC101
MOFC21
MOSC11
MOSE133
MOFC44
MOSC22
MOFC75
MOFE82
MOSC52
MOSEG3
MOFC43
MOFE73
MOFC76
MOSC14
MOSC12
MOSE54
MOSC31
MOFE111
MOSC222
MOFC132
MOFC37
MOSC173
MOSEA42
MOFC24
MOFE112
MOSE?241
MOSC381
MOSE451
MOSC511
MOFC614
MOFE731
MOSC822
MOSE913
MOFC1082
MOSE1161
MOFE1273
MOSC615

TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
YPG
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA
TSA

Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Hacienda Betulia
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
Haciend Monteoscuro
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82 MOSE?244 TSA Haciend Monteoscuro
83 MOSC615 TSA Haciend Monteoscuro
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B. Anexo: Resultados de la medicidon de

cadmio de las cepas individuales en

soluciones acuosas a 10 mg Cd*?/L

LABORATORID GUIMICO DE CONSULTAS Codign:
INDUS ES F-PA-02
POST-AMALITICO raln: 11
Fucha
INFORME DE RESULTADOS SO .

-3

e Total, wenake wocks on b nark agea o
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sdivian sanpandian G, K SuARrs
cmyasw, Mewss ¢ panmal Aaniblas

medidan a5 cang
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(P g Mminka Toocde

s meahigis o aged pan
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et

o, adiios

©d y Fii TOLF an

huca peligreaca Mool (O, g, T Dy

Beuat
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Informa s moutacos Mo,

1-22-388 [Feoha de smician:  Noviembrs 25 g= 2022

Clienks:

CORPORACION PARA INVESTIGACIONES BIDLOGICAS

Direcodtn del ollenis:

Camem T2A No. TE8-141

Sollohud de sarviolo Hoo

2517 Ho. de muesias: 27

Faoha o8 recspolen o8 LG musTirac:

Moviembre 15 de 2022

Muschras raslbddac por:

Mataiia Gali Corzn

Faoha de andllsk:

Hoviembre 24 de 2022

1. ANALISIS FISICOQUINMICD

Codifioacian de la Musstra:  22-517-01...22-517-27

Tipo de mussira:  Funbusl

idenitficacion s s muscira:

War tabla adjunia

Miairlz do la musstra:  Mussiras Liguidas

Muscireo realizado por:

El Cllenie

Lugar y punbc de

muesiren: Medeilin / Laboratorio de Biotecnoiogla Agricoda y Ambilente

Feoha del muscirso:

MNoviembrs 11 de 2022

CODIFICACION | IDENTIFICACKON
DE LA MUEETRA MUESTHA FARAMETRO REBULTADD METODO
Cadmio Total -
2-517- LM1 R1 img CaL) 7,695
Absorciin Atdmica / SM 31118
g Cadmio Total
251702 LM1 R2 Img CdL) 7453

Conmatador: (7) 6344000 Ext. 1453-2483-2465. Celular: 3182061814
E-mail: @bguimonigmail.com, Bbouimooiuls.edu oo

Bucaramanga - Colomiia
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LAEORATORIO GQUIMICO DE Cadigo:
4_," CONSULTAS INDUSTRIALES F-PAIZ
POST-ANALITICO Versitn: 11 |“H
fc
INFORME DE RESULTADOS | soomoowos |
Fagina 2 de 4
informa & recultadoc Mo, |-ZZ-BBE Jollottud de cerciolo Ho. BT
CODIFICACION IDERTIFICACION
DE LA MUEETRA MUESTRA PARAMETRD REEULTADD METODO*
Cadmia Tolal -

22-517-03 LM1 R3 {mg G} 7272

Cadmia Total -

22-517-04 M4 R {mg CarL) B, 366
Cadmia Total

22-517-05 M4 R2 img CarL) B, 385
Cadmia Total

Z2-517-06 M4 R3 {mg CarL) E.773
_ Cadmia Tolzl

Z2-517-07 M5 R1 {mg CdiL} 6,572
_ Cadmia Totzl

22-517-08 ME R2 {mg CarL) 6,662

Absorckin Abomica { SM 31118
= Cadmia Totzl -

22-517-08 M5 R3 img G} 7071
. Cadmio Totad

22-517-10 Mi14 R1 img CaL) B, 020
Cadmia Tolal

2-517-11 Mi14 R2 (Mg CarL) B, 00
Cadmia Tolal

x2-517-12 M14R3 {mig CaL) B, 049
. Cadmio Totad

22-517-13 B M1 Ri Img CarL) B, 151
. Cadmio Totad

22-517-14 B M1 R2 {mg CarL) B 404

LOS DATOS REPORTADOS BN ESTE IMFORME DE ANALTSTS S0 VALIDOS (MICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTHIDA EN EL
LABDEATORID, LA CUAL FUE SUMINISTRADA FOE! EL CLTENTE BAXD SUS COMDICIOMES DE MUESTRED.
Cludad Universitaria Camera 27 Calie  ~ Edificio Camilo Tormes)' Laboratorio 222
Coremurtador: (7) 6344000 Bxt. 1455-2463-24€5. Celubar J1E2061814

E-mail: [abguimcpiamail.com Bbguimicoituis eiip.cn
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Iinforms de recultadoc Mo, |-ZZ-BBE Sollottud de cerviolo Mo, 2ET
D‘é_ﬁ“gﬁ{“ 'mﬂﬁm PARAMETRO | REZULTADD WETODO*

2243815 B M1 R3 ca[:;m? 8450

2243616 MAT R cmﬂga 2568

2243817 MIT B2 caﬂ_c;;g;r‘_u? £005

2243518 M7 R3 cﬁ;‘gﬁf‘ 8255

2243619 Mz1 R caﬂ:;%u? 5,548

2243820 M21 R2 Ga[r‘:;‘gq_"? 5216

2243521 M21 R3 ca[:;‘g.l_"? 5027 | Absorcion Atomica ! SM 3111B

2243622 cim cﬁgﬂ? 0,008

2243523 Ci Rz c:a[r::;g;r:? 0,008

22.435-24 ciR3 caﬂ:;%u? 0,008

2243525 czR1 can_‘:;gq_"? 8489

22.435-76 caRa caﬂ:;%u? 8276

2243827 c2R3 cmﬂga 8209

*|oes mEindos ullizados en k3 ejecucion de |08 ensayos para los andlsls reallzados en & aboratono,
hiar ko tomados de k35 nommas, matodces estandar o procedmientos Intemos, de acserdo 3 1a matriz
¥y o5 paramietnos analtzados.

LS DATOS REFORTADOS EN ESTE INFORME DE ANALTSIS SO VALIDOS (MICAMENTE PARA LA HUESTRA RECTEIDS EN EL
LABOEATORRD, LA OUAL FUE SUMINISTRADA R EL CLTENTE BAXD SUE CONMDICIOMES [E MUESTRED.

Cludad Universitarta Camera 27 Calie 9 — Edificio Camilo Tormes! Laboratonio 222

Conmutador: (7) B3H4000 Bxt. 148524632455, Celular 3182061814
E-mail: labquimepifgmeall.com, abouimico i sy oo

Bucaramanga - Colomdbia
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LABDRATORID @UIMICD DE Codigo:
-I.-r‘ CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
POST-ANALITICO Versidn: 11 "]H
bt
INFORME DE RESULTADOS 20224204
Fagina 4 de 4

Informs de recultados Mo, 1-Z3-BBB Solloitud de cerviolo Ha. 22817

Observaciones: Ninguna

Mota 1: Estos resatados son walidos Unicamente para las muesiras analzadas y reportadas
por &l laboratorio.

Mota 2- En caso de ser copia del resultade original se realizara ka siguiente acaracion: Copia
del resultade orginal.

Esfimade Clienis: Fara nosolros &5 muy Importanis conocer sus inquistudes, sugerencias, felcRaciones, quejas
¥io reciamos en los senvickos prestados por el isbortoro, con ef propdsiio de mejorar nuestos senvicios. Le
agradecemos que se Comunigue con & labomtono, domde un miembno del personal amablements redbid su
sollcitud y pronto estaremos &n comunicacion oon usbed para adarar Yo ESoEer SU requerimisnio.

Elabart Revizd . Aproid
rldake Gale Covo 2 (Y W
Hakmla Galio Shiana Herema ‘Wolanda Vargas
Ingeni=ra Industrial Cimica. Esp. Sulmica. M.3c

Profesional de Caldad Cooninadom de Caligad Directora del Laboreoria

——— Fin del informe de resultados ——

LOS DATOS REFORTADOS BN ESTE IMFOAME DE AMALIETS 508 VALIDOS (MICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTHIDS EN EL
LABDEATORID, LA CUAL FUE SUMINISTRADS FOE: EL CLTENTE BAXD SUS COMDICIOMES [E MUESTRED.

Cludard Universitaria Camera 27 Calie 9 - Edificio Camilo Tomes/ Laboratorio 222
Conmutador: (7) B344000 Ext. 1465-2453-M465 Celubar 3182061814
E-mail: labquimcnifgmeail.com, abouimico s ey oo
Bucaramanga - Colomibia
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C. Anexo: Resultados de la medicion de

cadmio de las cepas individuales y en

cultivo mixto en soluciones acuosas a 10

mg Cd*2/L

INDUSTRIALES

LABORATORIO QGUIMICO DE CONSULTAS Codlgn:

POST-ANALITICO

INFORME DE RESULTADOS

AN

Asrmcdiinnide por w ERAM segin jo Ruschakin  Antwiiciia dal Mkt de do Pawsadn
Ka de 02D an G portmepes S0k e b i M 15 o0 3¢
o, s pon do redbacis de s fs
Foafwn somis ksl Hure Toos meschs  juivess e e
s T g [, S T8, D MA ensare: b
WL P, S, Mg g Agh Mipars, Mlrins, st

wifidn

mefimnnskies s [y
N B RIS YA, ATy ¢ Rl
pnizblas  wwnd - o L
e e

i Mimtabes Toscdu 0

P
) e e—
A, P, 20 Ba, Oy R

Cotgancato BCA pora af anDed 6 colidad S

e cgriacka, mediznce Resolecitn
27 e ko o

Informe de recultados Mo.  -Z3-087

Feoha de smicién:  AMarzo 18 de 2023

Cllenbsc CORPORACIIN PARA INVESTIGACIONES BIOLOGICAS

Direociin del oliends: Camena T2A Mo, TEE-141

Sollothed de servielo N 23-100

Mo, de muscires: 43

Feoha de reospolon de ks musciras: Marzo 15 de 2023

Wusctrac raglbidac por: MNais Galio Cora

Fooha d6 andlisls: Marz 15 ge 2023 - Marzo 17 de 2023

1. ANALISIS FISICOGQUIMICO

an de ba Musctra:  23-100-01.._23-100-48 Tipo de msscira:

Punbus

Menitfioasion os Ly msscira:  War tabla adjunis

Madriz de la muscira:  Mussiras Liguidas

a por: El Clenie

Amblente

Lugar y purts de Adecieilin § Laboratorio de Slotecnoiogida Agricola y

Feoha del muscirec:  Marzo 13 de 2023

CODIFICACION IDEMTIFICACHON

DELAMUEITRA | MUESTRA PARAMETRO | RESULTADG

METODO*

Cadmio Total

2310001 ART CaL) £330
Cadmio Total

23-100-02 ARZ caL) £.250

Absordion Atomica /
SM 31118

Chudad Univesrsitiria Camen 27 Calle 9 — Edificio Camillo Tormes/ Laborabdrio 232

Conmatador: (7) 6344000 Exi. 1455-2463-2465. Colular: 3182

E-mail: Ebquimcndgmail.com,. labouimco@uis. edu.oo

Bucaramanga - Coiomibia

061814
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LAEORATORIO QUIMICD DE Codigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PAIZ
WTLOCT POST-ANALITICO Versiin: 2 E I
INFORME DE RESULTADOS | st |
Fagina 2 de &

informa de resultados Mo. |-23-0B7 Solloftud de cervlolo Ma. 23-100

CODIFICACION IDENTIFICACHSN
DE L& MUESTRA MUESTRA FARARETRD RESULTADD METODO
Cadmig Total
23-100-03 AR3 5270
{mg CaiL)
Cadmig Total
Z3100-04 BRA 4,450
{mg CaiL)
Cadmio Total
2310005 BRZ 4,850
{mg CaiL)
Cadmio Total
23-100-06 BR3 img cat) 4,780
Cadmio Total .
Z3-100-07 CR1 \mg can) 7 520
23-100-08 CR2 ?""gﬂ’ £.760
Mg Absorcion Atamica /
I SM 31118
23-100-09 CR3 Cadm E230
{myg CdiL)
Cadmio Total
2310010 DR B.070
{mg CdiL)
Cadmio Total .
2310011 DR2 1mg cal) 7 620
i Cadmio Total
2310012 DR3 ima Cat) 7530
Cadmig Total
23100-13 AB Rt 5,120
{mg CaiL)
Cadmio Total
2310014 AB R2 5,400
{mg CaiL)

LOS DATOS REFORTADOS BN ESTE INFORME DE AMALISIS S0M VALIDOS (MICAMENTE PARA LA HUESTRA RECTBIDS EN EL
LABCRATORID, LA OUAL FUE SUMINISTRADS POR EL CLTENTE BAXD SUE COMDICIOMES [E MUESTRED.
Cludad Universitaria Camera 27 Calle 9 = Edifico Camilo Tormes)/' Laborabonio 232
Conmutador: (7) 6343000 Ext. 1455-2463-2455. Celular J1EX061814

E-mail: [abguimcpitomail.com Bbguimicoiiuis edu.co
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LABORATORIO QUIMICD DE Codigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PAZ
POST-ANALITICO Varsign: 12 E |J|E
T
INFORME DE RESULTADODS %
Iinforma de recultadoc Mo, |-Z2-DBT Solloftud de cerylolo Mo, 23100
;m‘:;m 'DE"-";'EF::‘I‘_‘;'::D" PARAMETRO | REZULTADO WETODD:
2F00:15 AB R3 c?ﬂ"!'{"g;f 5420
2310016 AC R Gﬁgﬁ 7.540
2310017 AC RZ c?ﬂ‘ggﬁ 7,650
2310018 ACRI G?ﬂ";gf 737
2310018 ADR1 cﬁgﬁ 7.570
2310020 ADR2 Gﬁgﬁ 7520
2310021 ADR2 cmgﬁ 7.260 m“';ﬂ:ﬁg“"’a !
2310022 BCR1 c?ﬂ'g”g;ﬁ 7310
2310023 BCR2 cﬁgﬁ 11,640
23-100-24 BCR3 cﬁgﬁ 9,000
2310025 B0 R1 cﬁgﬁ ERE
23100-26 8D R2 c?ﬂ‘ggf 7.520
2310027 BD R3 Gﬁgﬁ 5450

*| os metodos ullizatos en la ejecucion de 105 ensaycs para los andlisls realizados en & laboratono,
han sk iomados de 35 nomas, matodos estandar o procadimientos INtemaos, de acuendo 3 [a matriz
¥ los parametros analizados.
LOS [ATOS REPCRTADOS BN ESTE INFORME DE ARALTSTS S0 VALIDOS (WICAMENTE PARA LA HUESTRA RECTBIDA EN EL
LABCRATORID, LA CUAL FUE SUMINISTRADS POS! EL CLTENTE BAXS SUE COMDICIOMES [ MUESTRECD.

Cluctad Universitaris Camera 27 Calle 9 - Edificio Camily Tormesy/' Laborabono 232

Conmutador: (7] 34000 Bxt. 1455-2903-2465. Ceular JLE20H1H1S

E-mail: labquimcoigmeail.com, abouimico s edu.co
Bucaramanga - Coiomibia
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LEECRATORIO GUIMICO DE Cedige:
COMSULTAS INDUSTRIALES F-FAD
S LOCT POST-ANALITICO Vamoe: E |J|H
i
INFORME DE RESULTADOS %

Iinforma de recultadoc No. |-Z2-DBT Sollottud de carelolo Hao. 23100
CODIFICACION IDENTIFICACGKIN
DE LA MUESTRA MUEZTRA PARAMETRO RESULTADD WETOODS

23-100-28 DG R D?ﬂﬂ'g;f? &,150

23-100-29 DG R2 ':’a[nﬂ'g;ﬁa B30

23-100-30 DGR3 Da[nﬂ'g;fﬁ 8,140

23-100-31 ASC R “mﬂ'g;ff? 6,600

23-100-32 ABC Rz Damﬂ'g;f? 6,200

23-100-33 ABC R3 Damﬂ'g;ﬂ” 6410

23-100-34 ACD R Da[nﬂ'g;f? 10,550

) Absorcion Afomica |
sM 31118

23100-35 ACDR2 Da[nﬂ'g;f:” 6,820

23-100-35 ACD R3 mﬂ'@;ﬂ? 7250

23900-37 BCD R Da[nﬂ'g;f:a 6,590

23-100-33 BCO R2 Damﬂ'g;f? 7,150

2310039 BCD R3 Da[nﬂ'g;f:a 7350

23-100-40 ABD R1 “mﬂ'g;r.ﬁ 6,190

2310041 ABD Rz Damﬂ'g;f? 641D

LS DATOS REFCRTACOS EN ESTE INFORME DE AMALTSIS SOM VALIDOS (NICAMENTE PARA LA HUESTRA RECTBIDW EN EL
LABCRATINID, LA OUAL FUE SUMINISTRADA POR EL CLTENTE BAXD SUS COMDICIONES O MUESTRED.
Cludad Universitaria Camera 27 Calle: § - Edificio Camilo Tormes/ Laboratorio 322
Conmutador: (7] 6344000 Ext. 1465-2463-2465. Celular J182061814
E-mail: labquimcoigmeail.com,_ abouimicn s sdu.on

Bucaramanga - Colomibia
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LABORATORIO QUIMICO DE Codigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
POST-ANALITICD arsatn: 1 “lH
o
INFORME DE RESULTADOS e e
FagnaSae &
Informa de recultados Mo. |-Z-087 Zollottud de cerylolo Ma. 23100
CODIFICACION | IDENTIFICACKON
DE LA WUESTRA MUESTRA FARAMETRO RESULTADD WETODOS
Cadmio Total
2310042 ASD R3 (ma CaL) 5.850
Cadmio Total
23-100-43 ABCOD R1 ima CaL) 6,630
Cadmio Total
23-100-44 ABRCD R2 g CaiLy 5,560
00-45 ABC Cadmio Total ADSDICIoN Alsmica |
= bR [mg CaL) B.ESD SM 3111B
Cadmio Total
23-100-45 COR1 g CarL 9,010
Cadmio Total
23-100-47 COR2 (ma CaL) 9,110
Cadmio Total
23-100-43 COR3 ma CaLy 9,200

*Loes mitodos ullizados en la ejecucdion de los ensayos para los analisls realizados en e laboratono,
han skdo iomados de Ias nommas, métodos estandar o procedmientos Intemios, de acuendo a la matriz
¥ los parametros anallzados.

Observacicnes: El rango ineal de calbracion por Absorcion Aidmica de Liama es5 de: 0,008
mg CAl hasta 1,500 mg cail

El Infervalo de frabajo para la deferminacicn de Cadmic por Absorcion Afdmica de [lama va
de: 0,008 mg Cdi hasta 1500 mg de Gl en solucion, pero se fiene ia posibilidad de ampiiar
mas y elio depende del facfor de dilucion que se aplique.

Mota 1: Estos resultados son validos Unicamente para las muestras analizadas y reportadas
por el laboratorio.

Mota 2: En caso de ser copia ded resultads oniginal se realizara ka siguiente aclaracion: Copia
del resultado orginal.

LOS DATOS REFORTADOS EM ESTE INFORME DE AMALISTS S8 VALIDOS (MICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTBIDS EN EL
LABCRATONRIC, LA DUAL FUE SUMINISTRADS FOR EL CLTENTE BAXD SUE COMDICIOMES OE MUESTREDL

Cludad Universitarts Camera 27 Calle 9 - Edificio Camilo Tormes/ Laboraborio 222
Conmutador: (7] 6344000 Ext. 1485-2463-2465. Celutar J1E3061814
E-mail: [abquimcpiamail.com bguimico s edu.co
Bucaramanga - Coiomibia
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LABORATORIO @UIMICD DE cadiga:
COMEULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
M1 LGICT POST-ANALITICO pr— E HIH
. Fochac
INFORME DE RESULTADOS | swonus |
Fagina & de &
Iinforma de recultadoc Mo, |-23-DBT Solloftud de cerylolo Mo, 23100

Estimado Clients: Para nosoros es muy Imporianie cOnOCer Sus Inguistudies, sUgerTencias,
Tellcitaciones, queias yio reclamos en los senvickes prestados por el laboratorio, con & propdsiio de
melorar nuestros senviclos. Le agradecemos gue s& comunigue con &l laboratorio, donde un miembng
del personal amablemente recibird suU solicitud v pronto estaremos en comunicackan con usted para
aclarar vio resolver su requesimisnto.

Elaboni
tilaka Galle Corve
Habals Galls

Ingeni=ra Industrial
Profesional de Caldad

Reyisd
Zald
Blolany Herem

Cralmica. Esp.
Coondinadors de Calidad

Aprobd
.'-. | ST |
Yolrds Vargas
Quimica. M.3c
Cirecior ded Laboratorio

LS DATOS REFORTACOS BN ESTE IMFORME DE ANALISTS SOM VALIDOS (MICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTHIDW EN EL

——— Fin del informe de resultados —-—

LABCRATORED, LA OUAL FUE SUMINISTRADA FOR EL CLTENTE BAXD SUE COMDICIOMES OE MUESTRED.

Chudad Unbeersitaria Carmera 27 Calle 9 - Edificio Camilo Tormes! Laboraborio 222
Conmutador: (7) 6344000 Bxt. 1465-2963-2465. Celular J182061814
E-mail: labquimcoifgmeil.com_ abouimicoiaes edu oo

Bucaramanga - Colomila
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D. Anexo: Resultados de la medicidon de

cadmio de las cepas individuales y en

cultivo mixto en soluciones acuosas a 10

mg Cd*?/L con diferentes valores de pH

inicial

TORIO QUIMICO DE CONSULTAS

Cedigo:
INDUSTRIALES F-PAOZ
POST-ANALITICO Varalin: 12
Focha:
INFORME DE RESULTADOS i el

L P, T, Mg @ Agh Fipams,
naclimanmki, sl s
e
peoniabiss  medidas
gt RS diranaiian

an o mats ik o M Toee
ey

Pif TCLP an Gunikioe puligronse
A, P 2o, B, Oy Rl

anam

=T
ol

infomme de resultados Mo,

122133 Fooha o emision:  Abrl 01 de 2023

Cllente:

CORPORACKON PARA IMVESTIGACIONES EI0LOGICAE

Dirscadsn del ollants:

Camem T2A No. TEE-141

Sollotud o cardiodo Moo 23141 Moo, g mussirss: 4
Feoha de recopolén de las mussiras: Marzo 3 de 2023
Muestrac recibidas por: Natalia Galio Corzo
Feoha de analicic: Marzo 31 de 2023

1. ANALISIS FISICOQUIMICO
Codifoacion de ia Muestra: 2314101, 23-141-248 Tipo de mussira:  Funbual

ideniificanion ce la muscira:

Wer tabla agjunia

Wsiriz de la muscira:

usstras Liguidas

Wuectmo realizado por:

El Clenie

Lugar ¥ punto de musstrea:

Medeilin J Laboraborio de Blotecnoiogla Agricola y Ambiente

Fooha dol mussiroc:  Miarzo 23 de 2023
CODIFICACION IDENTIFICACIKON
DE LA MUEZTRA WUESTRA PARAMETRO RESULTADO METODO*
23-141-01 aR1 CE‘“'"'CD;‘L‘!IE” 10,290
mg el Absorsian Atemica f
5M 31118
Caamio Total
23-141-02 sR2 prirSh 10,530

Conmustador: (7) 6344000 Ext. 1489-2463-2465, Celular: 3182061814
€-maail: [abquimen @gmail.com et
Bucaramangs - Colombla
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LAEORATORID @UIMICD DE Cadigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
K LoCT POST-ANALITICO Varsice: 12 E I
g e Tache
INFORME DE RESULTADOS | sz |
Fagina I de 4

informe de recultados Mo, 23183 Zolioitud de cervlolo Mo, 3141

CODIFICACION IDENTIFICACHSN
DE LA MUESTRA MUESTRA FARAMETRD REEULTADD METODO*
Cadmio Total
23-141-03 B R3 10,550
{mg CaiL)
Cadmio Total -
Z3-141-04 BAR1 G Gk 7,550
Cadmio Total -
2314105 B3 RZ r=rdip 7.E10
Cadmio Total
23-141-06 B3 R3 £,070
{mg CaL)
Cadmio Total .
2314107 ABERI g L) 7,840
23141-06 ABARZ C?"""g;ﬂ’ 7,670
mg Absarcin Alamica i
A SM 31118
1| -
2314109 ABAR3 Ca"l:mg on) 7,860
Cadmio Totad
23141-10 ABDE R1 B,560
{myg CdiL)
Cadmio Totad
2F141-11 ABDA RZ 5,060
{mg CdiL}
Cadmio Totad
2314112 ABDA R3 5,050
{mg CdiL})
Cadmio Total -
23-141-13 9 Ri 10,250
{myg CaL)
Cadmio Total i
2314114 o Rz 10,450
{myg CaiL)

LOS DATOS REFCRTADOS BN ESTE INFORME DE ANALTSIS S08 VAL IDOS (MICAMENTE PARA LA HUESTRA RECTBIDA EN EL
LABCRATORID, L& OUAL FUE SUMINISTRADA POR EL CLTENTE BAXD SUE COMDICIOMES DE MUESTRED.
Cludad Universitaria Camera 27 Calle 9 - Edificio Camilo Tormes/ Laboraborio 232
Conmutador: [7) 6344000 Ext. 1455-2463-24E5. Celubr J1EX061814

E-mail: [abquimcpiomail.com Bbguimicoituis educo
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LAEORATORIO GUIMICD DE Codigo:
COMSULTAS INDUSTRIALES F-PA-0Z
wiLecI POST-ANALITICO Versicn: E “|E
W e Tocra
INFORME DE RESULTADOS | _zomium |
Fagina 3 de 4

Informe de resultados Mo, E-18E Sollottud de serviolo Ha. 23141
;ﬁm 'mﬂmim PARAMETRD | REZULTADD WETODO*
3314115 BR3 cm'g;ﬁ 10,580
2314116 BIR1 cﬁgﬁ 5710
2314117 BaR2 cﬁgﬁ 5,340
2314118 B3 R3 cm‘g;f 270
23-1£1-18 ABG Ri ﬂﬁgﬁ 6,300
) Absorcitn Atdmiea !
2314120 ABS Rz ﬁmgﬁ 5250 SwaE
23141-21 ABS R3 ﬂ;z‘gf 5320
2314122 ABDE Ri “ﬁgﬁ 5480
23141-23 ABDS R2 ﬂmgﬁ 5410
23-1£1-24 ABDE 3 cﬁgﬁ 6,560

*| s mihodios uliizados en 3 ejecudion de |06 ensaycs para los analisls realizados en e laboratono,
han skio iomados de I35 nommas, métodios estandar o procedmientos INtemos, de acuendo 3 |a matiz

¥ I06 parimets anallzados.

Observaciones: Elrango lineal de calbracion por Absorcicn Atomica de Liama es de: 0 008

myg Gd'l hasfa 1,500 mg cadl

El indervalo de trabajo para la determinacion de Cadmio por Absorcion Afomica de Liama v
de: 0,008 mg Cdl hasta 1500 mg de Cal en solucidn, pero se fiene fa posibilidad de ampliar

mas y el depende del facior de dilucion que se apligue.

LS DATOS REFORTADOS EM ESTE INFORME DE AMALISIS SOM VALIDOS (MICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTBIDW EN EL

LABCHATOR, LA OUAL FUE SUMINISTRADA ROR EL CLTENTE BAXD SUE COMDICTOMES [E HMUESTREDL

Cludad Universitarts Camera 27 Calle 9 — Edificio Camilo Tormes! Laboratonio 232

Conmutador: (7) 634000 Ext. 1455-2463-24965. Celular J1EX061814

E-mail: labquimcoigmell.com, abguimicn s sdu oo
Bucaramanga - Colomila
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Informs de recultados Mo. 1-23-133 Zaollaitud de cervlolo Ho.

LABORATORIO QUIMICD DE Cadigo:
CONSULTAS INDUSTRIALES F-PA-02
&1LOCI POST-ANALITICD Varsion: 2 E "]H
\") |
INFORME DE RESULTADOS szt
Fagina 4 de 4
3141

Mota 1: Estos resuftades son validos Unicamente para las muesiras analizadas y reportadas

por &l laboratorio.

Mota 2- En caso de ser copia ded resultado orginal se realizara La siguiente adaracion: Copia

del resultado onginal.

aciarar w0 resolver su requesimianio.

Estimado Clients: Para nosofros es muy Imporianie cOnocer sus Inguistudes, sugerencias,
fellcitaciones, quejas yio reclamos en 105 senvicios prestados por 2l laboratorio, con &l proposio de
mejorar nuestros senvicios. Le agradecemos Que s& comunigue con el laboratoria, donde un miembng
gl personal amablemente recibira su solicitud v pronto estaremos en comunicackn con wsted para

Elaitsong Revisd
Halaks Galls Lot !
Natalis Galio Biblsns Herrera
Ingeni=ra Industial Sulmbca. Esp.
Profesional de Caldad Coondinadors de Caldad

[=111]

f
EOE ) T |
Yolamds Vargas

Direciors dei Laboratorio

Apnood

mica. M.SC

——— Fin del informe de resultados ——

LOS DATOS REPORTADOS BN ESTE IMFORME DE ANALISTS 508 VILIDOS (NICAMENTE PARA LA MUESTRA RECTBIDS EN EL
LABCRATORID, LA OUAL FUE SUMINISTRADS FOR EL CLTENTE BAXD SUES COMDICIOMES DE HUESTREDL

Cludad Unbasrsitaria Carmers 27 Calle 9 - Edificio Camilo Tormes! Laboraborio 232
Conmutador: (7] 344000 Bxt. 1465-2463-3455. Celular 1182081814

E-mail: [abgquimcpitamail.com Bbguimicoiiuis educn
Bucramanga - Colomibia
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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*?/L

Bacteria-Bacteria

M21

M17
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Levadura-Levadura

Levadura-Bacteria

M4 Mé
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Bacteria-Levadura

M17
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F. Resultados evaluacion sensorial de los

granos con y sin aplicacion externa de

indculos microbianos a la fermentacion

7 ir ;  REPORTE EVALUACION SENSORIAL LICOR DE CACAO PROYECTO COLEGIO MAYOR
@ Conpaiia Nasimal do Chooolles S,/

Nombre producto:

Tipo de prueba :
Nombre prueba:
Metodologfa:

Normas de referencia:
Numero de Jueces:
Objetivo:

Escala utilizada para

Yariguies T1TF

Descriptiva

Perfil sensorial

Concenso

NTC 3929

4 Entrenados

Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar.

[

Ausente [ Bajo | Medio [ Alto

[

0 | 1a2 | 3a5 | 6a8

Muestras Evaluadas :

Preparacion de la muestras
Fecha analisis:

Cédigo muestra Identificacién

413 Muestra Yariguies T1 TF

Tostion, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao.
07.12.2023

Descriptor

413

Sabor amargo

Sabor amargo

Sabor dcido

Calidad General 7 Sabor 4cido

Sabor dulce

Sabor chocolate

Aroma frutal

Otro

Aroma floral

Aroma nuez

Aroma verde

Sensacion astringente

Otro

Calidad General

Njo|v[r(v|ovN(kv|w

2

OBSERVACIONES:

Aroma verde Aroma frutal

Muestra balanceada con presencia de notas deseales como el frutal
y con baja astringencia. Buen nivel de sabor chocolate. Aroma nuez Aroma floral
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@ gmﬁu 1‘/' d,&g j&"l.f REPORTE EVALUACION SENSORIAL LICOR DE CACAO PROYECTO COLEGIO MAYOR

Nombre producto: Yariguies T2 TF

Tipo de prueba : Descriptiva

Nombre prueba: Perfil sensorial

Metodologia: Concenso

Normas de referencia: NTC 3929

Ndmero de Jueces: 4 Entrenados

Objetivo: Obtenerel perfil de sabor del licor de cacao a evaluar.

Escala utilizada para calificar | Ausente [ Bajo [ Medio [ Alto [ Muy alto |
intensidad percibida [ 0 [ 1a2 [ 3ab [ 6a8 [ 9a 10 |

Muestras Evaluadas : Cédigo Identificacion

118 Muestra Yariguies T2 TF

Preparacion de la muestras Tostion, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao.
Fecha analisis: 07.12.2023

118

Descriptor

Sabor amargo
10

Sabor amargo
Sabor acido
Sabor dulce
Sabor chocolate
Aroma frutal
Aroma floral
Aroma nuez
Aroma verde
Sensacion astringente
Otro

Calidad General

Calidad General Sabor acido

9
8
7

Otro Sabor dulce

Sensacion 3
ensaciol 8 Sabor chocolate

astringente

o|o|lw|v ook |w o~

Aroma verde Aroma frutal

OBSERVACIONES:
Muestra con astringencia media y presencia de nota verde, no tiene
presencia de notas aromaticas frutales, florales u otras especiales. Aroma nuez Aroma flora

——118
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i REPORTE EVALUACION SENSORIAL LICOR DE CACAO PROYECTO COLEGIO MAYOR
@ — Y

Nombre producto: Yariguies T3 TF

Tipo de prueba: Descriptiva

Nombre prueba: Perfil sensorial

Metodologia: Concenso

Normas de referencia: NTC 3929

Nimero de Jueces: 4 Entrenados

Objetivo: Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar.

Escala utilizada para calificar | Ausente | Bajo | Medio | Alto |

Muy alto

intensidad percibida | 0 | 1a2 | 3a5 | 6a8 |

9a10

Muestras Evaluadas : Cddigo muestra Identificacion

848 Muestra Yariguies T3 TF

Preparacién de la muestras Tostion, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao.
Fecha analisis: 07.12.2023

848

'3
B~
o

Descriptor

Sabor amargo
10

)

Sabor amargo
Sabor 4cido
Sabor dulce
Sabor chocolate
Aroma frutal
Aroma floral

CJMIJ;'TJGEHCHX Sabor acido

~ o

TN

Tostado 2 Sabor dulce

1
2
1 1

A A7\’%\/v
0 7 sabor choc
0 abor chocol

2

Aroma nuez

Aroma verde
Sensacion astringente
Tostado

Calidad General

LN ENY F<3 [N) [N N ENN PR P N

2

Aroma verde Aroma frutal

OBSERVACIONES:

Muestra con buen nivel de chocolate, presenta notas frutales y

anuezadas, no se percibe nota verde y astringencia es baja, buen Aroma nuez Aroma floral
perfil de sabor.

—0—3848
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v , REPORTE EVALUACION SENSORIAL LICOR DE CACAO PROYECTO COLEGIO MAYOR
@ Conpatia Nosinal do Chuclols S50/

Namero de Jueces:
Objetivo:

Nombre producto: Yariguies T4 TF
Tipo de prueba : Descriptiva
Nombre prusba: Perfil sensorial
Metodologia: Concenso
Normas de referencia: NTC 3929

4 Entrenados

Obtener el perfil de sabor del licor de cacao a evaluar.

Escala utilizada para calificar [ Ausente [ Bajo | Medio [ Alto | Muy alto |
lintensidad percibida 0 1a2 [ 3a5 | 6a8 [ 9a 10 |

Muestras Evaluadas : Codigo muestra Identificacion
70 Muestra Yariguies T4 TF
Preparacién de la muestras Tostion, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao.
Fecha analisis: 07.12.2023
) 70
Descriptor 70
Sabor amargo
10
Sabor amargo 3 Calidad Generalg : Sabor 4cido
Sabor dcido 2 °
Sabor dulce 2 ;
Sabor chocolate 8
Aroma frutal 3 S:"”“e‘;‘t Sabor dulce
Aroma floral 1 crrneeme
Aroma nuez 2 ?
Aroma verde 0
Sensacion astringente 2
Calidad General 8 Aroma verde 2 8 Sabor chocolate

OBSERVACIONES:

presenta notas dulces.

Perfil de sabor balanceado, con presencia de notas deseables
frutales, florales y anuezadas. El nivel de chocolate es agradable,

Aroma nuez Aroma frut

Aroma floral

—o—170
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REPORTE EVALUACION SENSORIAL LICOR DE CACAO PROYECTO COLEGIO MAYOR
@ Conpaia Nl do holls S50

4

Tipo de prueba :
Nombre prueba:
Metodologfa:

Normas de referencia:
Nimero de Jueces:
Objetivo:

Yariguies TS TF

Descriptiva

Perfil sensorial

Concenso

NTC 3929

4 Entrenados

Obtenerel perfil de sabordel licor de cacao a evaluar.

OBSERVACIONES:

La muestra presenta notas

nota frutal).

itadas poco deseables, nivel
Aroma nuez

de chocolate medio, pocas notas aromaticas (solo presenta una leve

Aroma floral

—8—245

Aroma frutal

Escala utilizada para calificar | Ausents | Bajo [ Medio [ Alto Muy alto
intensidad percibida | 0 | 1a2 | 3a5 | 6a8 9a10
Muestras Evaluadas : Codigo muestra Identificacion
245 Muestra Yariguies TS TF
Preparacién de la muestras Tostién, descascarillado y molienda de la muestra de cacao recibida, para obtener licor de cacao.
Fecha analisis: 07.12.2023
. 245
Descriptor 245
Sabor amargo
10

Sabor amargo 3 Calidad General 3 Sabor 4cido
Sabor 4cido 2 :
Sabor dulce 1 5
Sabor chocolate 6
Aroma frutal 2 S:"*'f“““i“ Sabor dulce
Aroma floral 0 cetrineente
Aroma nuez 0
Aroma verde 0
Sensacion astringente 1
Calidad General 6 Aroma verde 7 Sabor chocolate
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