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RESUMEN

Los granos de cacao (Theobroma cacao L.) son la materia prima principal para la
produccion de chocolate. La fermentacion de los granos de cacao es un proceso
post cosecha esencial para el desarrollo de precursores del sabor del chocolate la
cual viene dada por su genotipo. Per( posee una alta diversidad de genotipos del
arbol de cacao . Entre ellas tenemos La variedad de cacao “Chuncho” la cual
posee una superioridad en calidad organoléptica. En este trabajo se reporta el
estudio microbiologico del proceso de la fermentacion del cacao “Chuncho” del
Cusco del cultivar “Cascara de Huevo”. Las levaduras identificadas durante el
proceso de la fermentacion fueron: Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera
apiculata (Hanseniaspora uvarum), Candida utilis, Candida tropicalis y Candida
boidinii. Esta Gltima no ha sido reportada en estudios de procesos de fermentacion
del cacao. Entre las bacteria &cido lacticas se aislo e identifico a Leuconostoc
mesenteroides ssp, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus brevis. En cuanto a
las bacterias acido acéticas se determind que pertenecian a los géneros

Acetobacter y Gluconobacter.

Palabras claves: Fermentacion, cacao Chuncho, levaduras, bacterias &cido

lacticas y bacterias acido acéticas



ABSTRACT

The cocoa beans (Theobroma cacao L.) are the main raw material for the
production of chocolate. The fermentation of the cocoa beans is a post-harvest
process essential for the development of precursors of the chocolate flavor. These
precursors are given by its genotype. Peru has a high diversity of cacao tree
genotypes. Among them, we have the variety of cacao “Chuncho” which has a
great organoleptic quality. This paper reports the microbiological study of the
process of fermentation of the “Chuncho” from Cusco cocoa of the cultivar
"Cascara de Huevo". The yeasts identified during the fermentation process were
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata (Hanseniaspora uvarum),
Candida utilis, Candida tropicalis and Candida boidinii. The latter has not been
reported in studies of cocoa fermentation processes. Among acid lactic bacteria,
Leuconostoc mesenteroides ssp, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus brevis
were isolated and identified. At the time, acid bacteria were determined to belong

to the genera Acetobacter and Gluconobacter.

Key words: Fermentation, cocoa Chuncho, yeast, acid lactic bacteria and acid

acetic bacteria



I. INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie originaria de los bosques tropicales
himedos de America del Sur. Sus granos constituyen la materia prima para la
industria del chocolate y sus derivados; la industria farmacéutica, y la industria
cosmética (1). Pertenece a la familia de las esterculiaceas. EI nombre cientifico
Theobroma Cacao L. que significa en griego: “alimento de los dioses” fue
descrita por el botanico Carlos Linneo. Puede crecer en terrenos planos como
también en terrenos que sobrepasan el 50 % de pendiente, en quebradas y a orilla
de rios, el clima debe ser constantemente hiumedo y debe crecer bajo una cubierta
de arboles sin luz solar directa, con temperatura media diaria entre 20 y 30 °C,
con una minima de 16 °C. Puede medir hasta 12 metros de altura y en cultivo se
mantienen normalmente entre 4-8 metros (2). El fruto del cacao es una baya
grande llamada mazorca, de forma variable (oblonga, eliptica, ovada, obovada,
esférica u oblata) (3), amarilla o purpura, puntiaguda y con camellones
longitudinales; cada mazorca contiene entre 30 y 60 semillas (4) que estan
recubiertas por una pulpa mucilaginosa de color blanco y de sabor dulce y &cido.
Todo el volumen de la semilla en el interior esta practicamente ocupado por los
granos, también llamados almendras de cacao, las cuales son ricas en almidon, en
proteinas y en grasa, lo cual les confiere un valor nutritivo. Son de estos granos de
donde salen los principales subproductos: el licor de cacao, la manteca de cacao,

el cacao en polvo y el chocolate (5).

Desde el punto de vista botanico o genético, la especie Theobroma cacao L. se

clasifica en: criollo, trinitario y forastero. En Per( existen 5 grupos genéticos de



acuerdo a la clasificacion propuesta por Lachenaud, en 1997: Criollo, Forastero
del Alto Amazonas o Amazonas, Forastero del Bajo Amazonas o Guyanas,

Nacional y Trinitario (6).

El tipo de cacao que més se comercializa en el mundo es el cacao ordinario, que
representa aproximadamente entre el 90% y 92% de la produccién mundial y
proviene de las variedades forastero; mientras que el cacao fino o aromatico, que
proviene de las variedades criollo o trinitario, apenas representa entre el 5 y 8%

del total mundial (6).

En la actualidad el mercado del grano de cacao es una base importante y estable
de ingresos agricolas para millones de agricultores en las regiones tropicales de
todo el mundo. Sus semillas fermentadas y secas son la materia prima clave en la
fabricacion de chocolate. En todo el mundo se producen anualmente unos 4

millones de toneladas de cacao (6).

En el Perd se esta llevando a cabo una seleccién de arboles de cacao para el uso en
la produccion futura y en programas de mejoramiento, llamados “Arboles
Promisorios”. En los Gltimos afios Perd ha incrementado su exportacion con
grandes expectativas para los siguientes afios. EI Peru esta clasificado segun el
Convenio Internacional del Cacao 2010 de la ICCO, como el segundo pais

productor y exportador de cacao fino (7).



Las semillas de cacao constan de 50% de grasa, 15% compuestos fenolicos, 12%
de proteinas y 7% de carbohidratos. La pulpa acuosa contiene 12% de mono y
disacaridos, 2% de acido citrico asi como otros &cidos organicos, ésteres,

aldehidos, metilcetonas, alcoholes secundarios y terpenos (8).

El sabor de la semilla de cacao es multisensorial. Ademas del sabor tipico del
cacao con notas de acidez, amargor y astringencia también pueden contribuir al
perfil sensorial notas afrutadas, florales y de nuez. El potencial para desarrollar
sabores especificos depende principalmente del genotipo (9). Sin embargo, las
intensidades pueden variar dependiendo de las condiciones de cultivo. Las
semillas frescas de cacao no contienen los precursores necesarios para la
formacion del sabor del chocolate y pueden caracterizarse por un desagradable
sabor amargo y astringente (9,10). Por lo tanto, se someten a un proceso posterior

a la cosecha, que consiste en la fermentacion y el secado (11).

PROCESO DE FERMENTACION DEL CACAO

El método de procesamiento esta relacionado con el pais productor y se puede
realizar en montones (por ejemplo, Ghana y Costa de Marfil), cajas de madera
(por ejemplo, Brasil, Malasia y Per(), canastas (Nigeria y Ghana), bandejas (por

ejemplo, Ghana), sacos (Ecuador) y fermentacion de plataforma (Ecuador) (12).



La fermentacién de los granos de cacao se produce en dos pasos: la primera etapa
implica reacciones microbianas que tienen lugar en la pulpa y la parte exterior de
los granos; la segunda fase involucra varias reacciones hidroliticas que ocurren

dentro de los cotiledones (13).

Durante la fermentacion, la pulpa de la fruta se degrada, el etanol y el acido
acético se difunden en los granos de cacao y, combinado con el aumento de la
temperatura, matan el embrion de la semillas, en consecuencia, la estructura
interna del grano de cacao se descompone, liberando compuestos y pigmentos que
interactlan bioquimicamente con enzimas endogenas activadas para desarrollar

precursores de sabor y color (13).

La compleja composicion del sabor del grano de cacao depende del genotipo, los
tratamientos post cosecha, como el pre acondicionamiento de la pulpa, la
fermentacion y el secado, los procesos industriales como el tostado, asi como el
tipo de suelo y la edad del arbol de cacao. El genotipo del cacao determina la
composicion quimica del grano de cacao, especificamente el contenido de
proteinas de almacenamiento, polisacaridos y polifenoles. Esto determina las
cantidades y el tipo de precursores que se formaran durante la fermentacion. El
proceso de secado conduce a la formacion del sabor, por lo tanto, influye tanto en
el tipo de sabor como en la intensidad. La fermentacion y secado del grano de
cacao da como resultado la descomposicién de las proteinas de almacenamiento
por parte de proteasas endégenas en aminoacidos y oligopéptidos de cadena corta

mientras que los polisacaridos también son degradados por la invertasa a glucosa



y fructosa. Los aminoacidos, oligopéptidos, glucosa y fructosa reaccionan entre si
durante el proceso de tostado para producir los compuestos volatiles tipicos del
sabor del cacao. Los polifenoles también son oxidados por la polifenol oxidasa
durante la fermentacion y el secado, esto reduce la astringencia y el amargor de
los granos, mejorando asi el sabor (9,14,15). Se pueden resaltar diferentes
atributos del potencial del sabor del mismo cacao fresco a través de la
fermentacion. Es decir que el perfil de sabor del cacao se define durante la

fermentacion (9,10).

El proceso de fermentacidn requiere una accion secuencial compleja de diferentes
microorganismaos:

En primer lugar, en condiciones anaerobias, los carbohidratos (sacarosa, glucosa y
fructosa) de la pulpa de la fruta se degradan por las levaduras, dando como
resultado la licuefaccion de la pulpa, drenaje y formacion de etanol en condiciones
de altas concentraciones de carbohidratos (caracteristica de la masa de pulpa de
cacao fresco) y a disponibilidad limitada de oxigeno (16).

Posteriormente, las condiciones anaerébicas y micro-aerdbicas facilitan el
establecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) que también contribuyen a la
degradacion de la pulpa de la fruta. Las BAL fermentan una amplia gama de
sacaridos (principalmente glucosa y fructosa), homo o heterofermentativamente,
en &cido lactico, acido acético, etanol y / o dioxido de carbono, y convierten
algunos acidos organicos en &cido lactico (por ejemplo, acido citrico y acido

malico) o &cido acético. El acido lactico y el acido acético son los productos



principales finales de la fermentacion del metabolismo de las BAL durante el
proceso de fermentacion del grano de cacao (17).

Finalmente, las bacterias &cido acéticas (BAA) que aparecen desde las primeras
etapas del proceso de fermentacion persisten hasta que las condiciones para el
crecimiento sean 6ptimas. Cuando la pulpa es metabolizada y es en gran parte
drenada la aireacion de la masa de fermentacion aumenta promoviendo el
desarrollo de las BAA. Es en estas condiciones aerobias donde las BAA oxidan el
etanol a acido acetico. Esta oxidacion provoca el calentamiento de la masa de

fermentacion a temperaturas de aproximadamente 45-50 °C (18).

Caracteristicas generales de las levaduras presentes en las fermentaciones de
cacao

Actualmente los hongos presentan 5 divisiones: Basidiomicetos, Ascomicetos,
Glomeromicetos , Zigomicetos y Quitridiomicetos (19). Las levaduras pertenecen

a los ascomicetos y basidiomicetos.

Las levaduras son hongos unicelulares no filamentosos de forma esférica, ovoides,
elipsoides o alargadas (algunos géneros pueden producir hifas)que se reproducen
de manera asexual predominantemente por gemacion o fision (20). Las
dimensiones pueden oscilar de 1 a 9 um de ancho y 2 a méas de 20 um de longitud
segun la especie. Algunas levaduras son aerobias mientras que otras son especies
fermentadoras principalmente de hexosas y disacaridos. Se encuentran sobre la
epidermis de la fruta y también en el suelo. Las fermentaciones realizadas por

levaduras son importantes en la elaboracién de alimentos como pan, cerveza,



vino, vinagre y quesos de maduracion superficial(21). Varios estudios han
revelado una abundante diversidad de levaduras en la fermentacion del cacao
abarcando especies de Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Hanseniaspora,
Kluyveromyces, Kodamaea, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Saccharomycopsis, Schizosaccharomyces, Torulaspora, Yamadazyma, Yarrowia,
Vanderwaltozyma, Wickerhamomyces y Zygosaccharomyces (18,22-24).

El grupo de especies de levaduras mas frecuentemente aisladas son:
Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora guilliermondii, Hanseniaspora
opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Pichia kudriavzevii, Pichia membranifaciens,
Pichia manshurica, Pichia kluyveri, Pichia. fermentans, Pichia anomala y

Kluyveromyces marxianus (24-26).

En las fermentaciones las levaduras producen acidos organicos (por ejemplo,
acido acético y acido succinico) que pueden tener una capacidad tampén en la
masa de granos de cacao de fermentacion. Producen también alcoholes, aldehidos,
cetonas y ésteres de &cidos grasos, que junto con los &cidos organicos se
convierten en precursores del sabor del cacao. Algunos compuestos ingresan de la
pulpa hacia el interior de los granos por medio de difusion mientras que otros son

ingresados de manera enzimatica (13).

Caracterizacion general de las bacterias acido lacticas (BAL) presentes en las
fermentaciones de cacao
Las BAL comprenden un grupo heterogéneo de microorganismos que se

encuentran representados por varios géneros que producen acido lactico como el



Unico o principal producto de la fermentacion de carbohidratos. Estos muestran
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y metabdlicas en comun. Las BAL son
cocos 0 bacilos Gram positivos, no moviles y no generan esporas. Son catalasa
negativa y oxidasa negativa. Pueden ser anaerdbicos, microaerofilicos o

aerotolerantes (27).

Dentro de las BAL se consideran alrededor de 20 géneros. Streptococcus,
Enterococcus, Pediococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Vagococcus, Carnobacterium, Weissela y Aerocuccusson los grupos que tienen

mayor incidencia en alimentos (27).

Las especies aisladas con mas frecuencia en las fermentaciones de cacao son:
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum

(22,23,28-32).

Lactobacillus: son bacterias Gram positivas en forma de bacilos que se encuentran
en pares o cadenas. Estrictamente fermentativos con requerimientos nutricionales
complejos. Son organismos importantes también en la fabricacion de otros
alimentos fermentados (lacteos, carnes, levadura, cerveza y vino). Son anaerobios

y anaerobios facultativos (27).

Leuconostoc: son bacterias Gram positivas en forma de cocobacilos, anaerobias
facultativas, dispuestas en pares y cadenas. Es un género predominante entre las

BAL encontrado en plantas. L. mesenteroides subsp. Mesenteroides es el género



que principalmente se aisla en los alimentos fermentados de origen vegetal, es
generalmente el primer organismo en crecer y ser sustituido por lactobacilos més

tolerantes al &cido (27).

Caracteristicas generales de las bacterias acido acéticas (BAA) presentes en
las fermentaciones de cacao

Las BAA son bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia
Acetobacteraceae, aerobicas estrictas, no formadoras de esporas, con forma
elipsoidal o de bacilo que pueden presentarse aisladas, en pares o en cadenas. Son
motiles por la presencia de flagelos ya sean polares o peritricos. Son oxidasa
negativas y catalasa positivas, a excepcion de Acetobacter peroxydans, la cual es
catalasa negativa. Su pH Optimo de crecimiento es entre 5 y 6,5 pero algunas
especies pueden crecer en valores mas bajos (entre 3 y 4). Su temperatura de
crecimiento esta entre 25-30 °C. Pueden producir pigmento en medio sélido y

producir también distintos tipos de polisacaridos (33).

Entre los géneros pertenecientes a esta familia se encuentran: Granulibacter,
Acidomonas, Asaia, Kozakia, Neoasaia, Swaminathania, Saccharibacter,
Gluconobacter, Gluconacetobacter y Acetobacter. En este Gltimo género tenemos
especies capaces de realizar la oxidacion completa del etanol convirtiéndolo en
CO;, y agua (34). En un estudio realizado en Ghana (23) por andlisis moleculares

se revelo que A. pasteurianus, Acetobacter syzygii, Acetobacter tropicalis,



Acetobacter malorum y Gluconobacter oxydans, son las BAA predominante
durante las fermentaciones de grano de cacao (23).

En general, los miembros del género Acetobacter se encuentran con mas
frecuencia que los de Gluconobacter (28) debido a la capacidad de las primeras en
crecer en presencia de etanol. Los métodos comunmente utilizados para la
identificacion a nivel de especie se basan en la diferenciacion fisioldgica y
bioguimica como: crecimiento en etanol, produccion de pigmentos y fermentacion

de carbohidratos (35).

En presencia de etanol, Acetobacter y Gluconobacter son capaces de producir
acido acético como producto de la oxidacion incompleta (33). Estas reacciones de
oxidacion corresponden a la fermentacion oxidativa, que implican la oxidacién
incompleta del alcohol acompafada por la acumulacion de gran cantidad de los

metabolitos que son liberados en el medio de cultivo (34).

CACAO “CHUNCHO” DEL CUSCO
Per( posee una diversidad Unica con respecto a los genotipos del arbol de cacao
(1). Entre ellas tenemos La variedad de cacao “Chuncho” del cultivar “Cascara de

Huevo™.

El cacao “Chuncho” se encuentra ubicado geograficamente en los valles de La

Convencién de la Region Cusco. Las mayores extensiones fueron sembradas hace

mas de cien afios y domesticadas por la comunidad nativa “Matsiguengas” (Figura
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1, Anexo V) (7). Pertenece al grupo genético Forastero del Alto Amazonas. Las
principales caracteristicas organolépticas de este cacao nativo son de nota floral,
frutal y nuez; con baja astringencia y amargor. El fruto es eliptico y oblongo,
algunos poseen una constriccion basal intermedia mientras que en otros cultivares
esta es ausente. La forma del &pice es obtusa. Presenta rugosidad ligera e
intermedia en toda la mazorca. Los surcos pueden tener una profundidad
intermedia o superficial. El color del estado inmaduro del fruto es verde o verde
pigmentado (Figura 2, Anexo IV) (36). El cultivar “Cascara de huevo” se
caracteriza por tener una mazorcar cuyo grosor es delgado y se quiebra facilmente
con la mano, es un fruto pequefio de color amarillo y presenta un grano de color
violeta (Figura 3, Anexo V). La importancia del estudio de esta variedad de cacao
se debo a su superioridad en la calidad organoléptica que interesa a chocolateros
con nivel internacional. Esto trae consigo poder demostrar la importancia del
manejo post-cosecha en cuanto a la fermentacién y el conocimiento a nivel
microbiologico de lo que esta ocurriendo en ella. Un buen manejo de esto asegura
que las cualidades de sabor y aroma (determinadas por su genotipo) se expresen,
mejoren y/o se formen a partir de precursores presentes en el grano (37). Para la
variedad “Chuncho” existe un estudio sobre variables organolépticas ademas de
informes sobre la cosecha y post cosecha de variables fisicas de la fermentacion

(37).

En las fermentaciones espontaneas tradicionales que todavia se aplican en todo el

mundo, los microorganismos necesarios para la fermentacion entran

aleatoriamente en la masa de fermentacion y provienen de distintos medios como
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el suelo, la céascara de la mazorca, instrumentos de cosecha, manos de los
agricultores, cajas de fermentacién y microorganismos presentes en la hoja de
platano que se utiliza para el recubrimiento de la cada de fermentacién (18). Esto
hace que la fermentacion y, por ende, el desarrollo del perfil del sabor sean
escasamente controlables. EIl control de algunas especies de bacterias durante la
fermentacion podria permitir el control de una produccion de alta calidad de
chocolate (30,31).

Para el proceso de fermentacion del cacao, los cultivos iniciadores o pre cultivos
mixtos que consisten en levaduras, BAL y BAA generalmente se prueban con el
fin de simular el desarrollo secuencial de estos grupos microbianos durante un
proceso espontaneo. Para Pereira et al. 2015, Los criterios para la seleccion vy el
desarrollo de los cultivos iniciales de cacao y café son los siguientes: En primer
lugar, es esencial saber qué especies estan presentes y cuales son dominantes. Esto
permite seleccionar levaduras (beneficiosas) y / 0 cepas bacterianas iniciales que
sean capaces de superar el proceso espontaneo. Por lo tanto, la capacidad del
cultivo inicial para dominar la microbiota nativa es uno de los principales criterios

para su aplicacion para mejorar la calidad del cacao.

A continuacién, se debe seleccionar cepas con actividad pectinolitica con el fin de
provocar la degradacion del mucilago del grano de cacao para componer el pre
cultivo. La eliminacion del mucilago por parte de la microbiota puede facilitar el
secado de los granos y producir metabolitos responsables del sabor del producto

final (12).
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El conocimiento de los microorganismos presentes en las diversas variedades de
cacao podra en un futuro ayudar a realizar un pre cultivo 6ptimo para mejorar la
fermentacion, obtener aromas deseados en el chocolate, obtener productividad
constante en la fermentacion y calidad de chocolate. En este trabajo se reporta el
estudio microbioldgico del proceso de la fermentacion del cacao “Chuncho” del

cultivar “Cascara de Huevo”.
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Il.  HIPOTESIS

Existen microorganismos especificos que intervienen en el proceso de

fermentacion del grano de Theobroma cacao L. de la variedad “Chuncho” del

cultivar “Cascara de Huevo™.
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I11.  OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de microorganismos durante el proceso de fermentacion

del cacao “Chuncho” del cultivar “Cascara de Huevo”.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar el proceso de fermentacion del cacao de la variedad “Chuncho”
del cultivar “Cascara de Huevo”.

e Monitorear los parametros fisicoquimicos durante el proceso de
fermentacion.

¢ Aislar microorganismos durante el proceso de fermentacion.

e Identificar y caracterizar los microorganismos aislados a partir del proceso
de fermentacidn de los granos de cacao mediante técnicas microbioldgicas,
bioquimicas y correlacionarlas con el proceso de fermentacion.

e Cuantificar de manera relativa para definir la importancia de cada uno de
los microorganismos en las etapas del proceso de fermentacion de cacao

“Chuncho” del cultivar “Cascara de Huevo”
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1 RECOLECCION DE FRUTOS DE LA VARIEDAD DE
CACAO “CHUNCHO”, CULTIVAR “CASCARA DE

HUEVO”

La colecta de la muestra de cacao fue llevada a cabo en el distrito de Echarati, de
la provincia de La Convencién, en la ciudad de Quillabamba ubicada en el
departamento de Cusco a 1400 m.s.n.m. La identificacion taxondémica del cacao
“Chuncho” fue realizada por el Ing. Carlos Rodriguez de SENASA tomando en
cuenta caracteres morfolégicos del fruto (ver anexo VI). Para determinar el
ambito de estudio se utilizo Informacion Estadistica Agraria de la Convencion-
Cusco, mapas satelitales, documentos con informacion sobre cacao chuncho y
trabajos de Investigacion realizados en cacao Chuncho. Con toda esta informacion
se eligieron como zonas de estudio a la Microcuenca del Rio Chuyapi (sectores
Potrero - Cacaopampa), la Microcuenca del Rio Sambaray (sectores San Pedro -
Caldera) y la Microcuenca del Rio Vilcanota (Sectores: Calzada - Chahuares) que
representan a la parte mas antigua en cultivo de cacao chuncho constituido por
plantaciones con mas de 50 afios, libres de plantas intrusas como son los
forasteros, trinitarios y miscelaneos. Para el presente estudio no se tomo en cuenta
a la Microcuenca del Rio Urubamba (Palma Real — Kiteni — Kepashiato —
Ivochote) ya que en esta zona crecen principalmente plantaciones jovenes de

cacao chuncho, posiblemente hibridas con trinitarios u otros tipos de cacao.
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En las zonas escogidas se visitaron varias parcelas de productores, eligiéndose
aquellas que mostraron uniformidad para la seleccion de tipos de cacao Chuncho,
en tal sentido, se decidi6 trabajar en las parcelas de los agricultores Ricardo
Quintanilla Gamarra y Orlando Tupayachi Mufioz (Microcuenca del Rio
Chuyapi), Lorenzo Bedoya Farfan (Microcuenca del Rio Sambaray), Francisco
Torres Baca, y Demetrio Villavicencio Pereira (Microcuenca del Rio Vilcanota).
En las parcelas seleccionadas se marcaron 15 plantas representativas de cada tipo
de cacao Chuncho con pintura de color y con numeracién sucesiva en el tronco,

las cuales fueron objeto del presente estudio.

La cosecha fue realizada empleando la misma metodologia utilizada por los
agricultores de la zona: utilizando un machete y con un instrumento fabricado de
un palo largo con una cuchilla al inicio para poder cortar el pedunculo. EI tiempo
de cosecha fue aproximadamente de 3 horas, esto dependia de la dificultad para
cosechar el cacao debido a la altura de los arboles, presencia de pendientes y
clima (lluvias). Luego de cortar los cacaos de los arboles los cuales caian al suelo
desde una altura de 3 metros (dependiendo de la altura del arbol) eran

recolectados y juntados en un plastico extendido en el piso (figura 4).
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4.2 DESARROLLO DEL PROCESO DE FERMENTACION

Luego de cosechar los frutos de cacao, se procedid al quiebre de las mazorcas para
extraer su contenido. Se partio la mazorca con un machete y luego se realizo la
extraccion del mucilago junto con los granos de cacao utilizando las manos. Cabe
sefialar que ninguno de los instrumentos usados era previamente esterilizado. El
tiempo de remocion del contenido de la mazorca del cacao fue aproximadamente
de 1 minuto por mazorca. Los granos obtenidos fueron puestos en baldes y
Ilevados a la Cooperativa Agraria Cafetalera Alto Urubamba LTDA. N° 239. Se
colocaron en baldes y luego en bolsas de polietileno selladas. Estas bolsas fueron
transportadas a temperatura de 28 °C. El tiempo de viaje fue de aproximadamente
45 minutos. Una vez en la cooperativa, los granos de cacao fueron colocados con
las manos en cajas de fermentacion (dimension de 65 x 65 x 65 cm). Estas cajas
tienen la capacidad de albergar aproximadamente 200 kg de granos de cacao
fresco que al ser fermentados y secados se reducen aproximadamente entre 70 y
80 kg. Debido a que no se contaba con la cantidad de necesaria de granos de cacao
del cultivar “Cascara de Huevo” para llenar una caja de fermentacion y por el
cumplimiento con otros objetivos que presentaba el proyecto se decidio utilizar
cajas de tecnopor con dimensiones de 50 x 50 x 50 cm. A las cajas de tecnopor se
les realizd agujeros para la aireacion y drenaje. Luego se cubrié internamente con
hojas de platano, se agreg6 los 40 kg de muestra de cacao fresco “Chuncho” del
cultivar “Cascara de Huevo”. Finalmente se coloc una capa mas de hojas de
platano. Para mantener y concentrar el calor, la parte superior de las cajas fueron

cubiertas con talegas. En este momento se inicid el proceso de la fermentacion el
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cual pasa por una técnica de volteo (para mantener la aireacién interna) cada 24
horas. La técnica de volteo consiste en remover los granos en proceso de
fermentacion con las manos para permitir la oxigenacion de la masa. El proceso

de fermentacion duré aproximadamente 4 dias (figura 5).

4.3 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE LOS

GRANOS DE CACAO FERMENTADOS

Se recolecto alrededor de 30 gramos de granos de cacao con pulpa cada dia, desde
el momento en el que inicio el proceso (tiempo 0) y cada 24 horas hasta el quinto
dia. La toma de muestra se realizo utilizando bolsas de polietileno con cierre
hermético, tomando porciones en la superficie y en 5 puntos distintos distribuidos
en la mitad de la caja de fermentacién. Las muestras se transportaron en

refrigeracion hasta el lugar donde se realizé el analisis microbioldgico (28).

4.3.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
Se tomo la temperatura con un termdémetro digital infrarrojo laser y se midi6 el pH
de la masa en el momento de la recoleccion de cada muestra. Ademas se midi6 la
temperatura de la masa de fermentacion en diferentes zonas y la temperatura del

cuarto de fermentacion.

4.3.2 TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Las muestras se transportaron manteniendo una cadena de frio con gel packs hasta
el lugar donde se realizo el andlisis microbiologico ubicado a 7 minutos de los

cuartos de fermentacion. Una vez ahi, se pesaron asepticamente 20 gramos de
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muestra y se lavaron en 180 ml de agua peptonada al 0.1%, agitando las botellas
por cinco minutos y dejando reposar por 30 minutos. Se tomaron 0.3 mL de la
fase liquida y se le agregaron a viales que contenian 2.7 mL de agua peptonada al
0.1% para realizar diluciones seriadas decimales (28). Posteriormente se
sembraron alicuotas de 0.1 mL por extensién en medios selectivos para los
microorganismos que se iban a aislar por triplicado. Una vez sembradas las
muestras en las placas fueron transportadas al laboratorio de Biotecnologia
Ambiental en la Universidad Peruana Cayetano Heredia para el aislamiento y

caracterizacion.

4.3.3 SIEMBRA EN MEDIOS SELECTIVOS Y CONTEO DE

MICROORGANISMOS TOTALES

43.3.1 Levaduras

Para el aislamiento se utilizd el medio de cultivo agar Sabouraud de
(HIMEDIA) (caseina enzimatica hidrolizada 0.5%, peptona 0.5%, glucosa
4% vy agar 1.5%). Se realizd la siembra por diseminacion de 0.1 mL de

inéculo.

43.3.2 Bacterias acido lacticas

Para el aislamiento se utiliz6 el medio de cultivo agar MRS (marca
HIMEDIA) (peptona 1%, extracto de carne 1%, extracto de levadura 0.5%,

glucosa 2%, tween 80 0.1%, citrato de amonio 0.2%, acetato de sodio 0.5%,
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sulfato de magnesio 0.01%, sulfato de manganeso 0.005%, fosfato dipotasico
0.2% y agar 1.2%). Se realizd la siembra por diseminacién de 0.1 mL de

indculo y se puso en jarras de microaerofilia.

43.3.3 Bacterias acido acéticas

Para el aislamiento se empled el medio de cultivo GYC (2% glucosa, 1%
extracto de levadura, 0.3% CaCOg3, y 1.5% agar) suplementado con 5% de
etanol para las bacterias acido aceticas. Se realizd la siembra por

diseminacion de 0.1 mL de in6culo.

44 AISLAMIENTO DE LEVADURAS PROVENIENTES

DE LAS MUESTRAS

Cada una de las muestras obtenidas al ingresar al laboratorio de Biotecnologia
Ambiental fueron re sembradas en el medio de cultivo Sabouraud con
cloranfenicol (marca HIMEDIA) (caseina enzimatica hidrolizada 0.5%, peptona
0.5%, glucosa 4%, 0.005% cloranfenicol y agar 1.5%) e incubadas a 28 °C
durante 2 dias en estufa (marca Bluepard instruments Co., Ltd. Shanghai).
Posteriormente se realizaron repiques y siembras para cada una de las colonias

aisladas hasta lograr cultivos axénicos.
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4.4.1 CARACTERIZACION MACROSCOPICA

Se observo al estereoscopio (marca Beltec Scientific) para reconocer las

caracteristicas especificas de algunas especies de levaduras.

4.4.2 CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Para la caracterizacion microscopica de levaduras, se realizo la tincion Gram (ver
anexo 3) y se observo en el microscopio (marca Zeiss) con el objetivo de 100X y
40X respectivamente. Se registraron las caracteristicas de la célula (forma
esférica, ovoide, alimonada, cilindrica, triangular e incluso alargada) asi como la
presencia de hifas, pseudohifas, blastoconidios para ser comparadas con

informacion reportadas en el libro The yeast, a taxonomic study (38).

4.4.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

4431 CRECIMIENTO EN AGAR MAIZ

Se sembro en agar maiz (4% harina de maiz, 2% agar y 1 mL de tween 80) a
28 °C por 48 horas en estufa para observar la produccion de clamidosporas
de Candida albicans y la micromorfologia y distribucion de las
blastoconidias y artroconidias y pseudohifas para diferenciar las distintas

especies de Candida. Luego se observo al microscopio con 4% KOH.

4432 PRUEBA DEL TUBO GERMINAL

Una porcién de la colonia aislada fue introducida en 0,5 mL de suero de

conejo, se incubo a 37 °C durante 2 horas en estufa. Se depositd una gota de

22



la emulsién sobre un portaobjetos limpio y se coloc6é un cubre-objetos. La

visualizacion de la presencia de tubos germinativo se realiz a 400X.

4433 CRECIMIENTO A 37 °C

Se sembré en medio de cultivo agar Sabouraud de (HIMEDIA) (caseina
enzimatica hidrolizada 0.5%, peptona 0.5%, glucosa 4% y agar 1.5%) y se

incubd a 37 °C se incubd por 2 dias en estufa.

4434 ASIMILACION DE CARBOHIDRATOS

MEDIANTE API 20 AUX

Para la caracterizacion bioquimica se utilizé el método de identificacion API
20C AUX (Biomerieux, Francia), el cual estéd constituido por 20 cupulas que
contienen substratos deshidratados y permiten efectuar 19 ensayos de
asimilacion de carbohidratos. Los carbohidratos que utiliza este método son:
D-glucosa, glycerol, 2-ceto-Gluconato célcico, L-arabinosa, D-xylosa,
adonitol,  xylitol,  D-galactosa, inositol,  D-sorbitol,  Metil-DD-
Glucopiranosida, N-Acetil-Glucosamina, D-cellobiosa, D-lactosa, D-

maltosa, D-sacarosa, D-trehalosa, D-melezitosa y D-rafinosa.

4435 CRECIMIENTO EN MANITOL

Se sembr6 en medio manitol (HIMEDIA) (0.5% de enzima digestiva

de caseina, 0.5% enzima digestiva de tejido animal, 0.1% de extracto de
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carne, 1% D-manitol, 7.5% de NaCl, 0.0025% rojo de fenol y 1.5% de agar.

Se incubo por 2 dias a 28 °C en estufa y se observo el crecimiento.

4436 PRUEBA DE CRECIMIENTO EN MEDIO CON

TTC

Se utilizd el medio Yeast Malt Agar (peptona 0.5%, extracto de levadura
0.3%, extracto de malta 0.3%, glucosa 1% y 2% de agar). A este medio se le
agreg6 una solucion de 2, 3, 5-cloruro de trifenil tetrazolio (Merck) (TTC) a
una concentracion de 1%. Se sembr0 y se incubd por 24 horas a 28 °C en
estufa y se observo la coloracién de las colonias que crecieron. La presencia

de colonias de color rojo oscuro eran positivo para Candida tropicalis (20).

4437 PRUEBA DE TIAMINA

Se sembré en medio de cultivo agar Sabouraud de (HIMEDIA) (caseina
enzimatica hidrolizada 0.5%, peptona 0.5%, glucosa 4% y agar 1.5%)

adicionandole 0.02% de Tiamina y se incubo a 37 °C por 48 horas en estufa.

45 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS

PROVENIENTES DE LAS MUESTRAS

Cada una de las muestras obtenidas fue re sembrada en el medio de cultivo MRS a
28 °C durante 4 dias en microaerofilia en estufa. Posteriormente se realizaron

repiques para cada una de las colonias aisladas hasta lograr cultivos axénicos. Una
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vez obtenidos cultivos axénicos se realizaron las pruebas bioquimicas de catalasa
y oxidasa ademas de la tincién de Gram, para luego proseguir con las pruebas

bioquimicas de fermentacion de azucares.

4.5.1 CARACTERIZACION MACROSCOPICA

Se observd al estereoscopio (marca Beltec Scientific) para reconocer
caracteristicas de la colonia de algunas especies de bacterias &cido lacticas para

compararlas con el Manual de Determinacion Bacterioldgica de Bergey (39).

4.5.2 CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Se utiliz6 un microscopio (marca Zeiss) para determinar la tincion Gram (ver
anexo 3) y observar la forma y tincion caracteristicas de cada cepa. Estos
resultados fueron comparados con el Manual de Determinacion Bacterioldgica

de Bergey (39).

4.5.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

453.1 Prueba de catalasa

Colocar una gota de agua oxigenada sobre un portaobjetos con ayuda de una
pipeta Pasteur. Suspender la bacteria y detectar la formacién de burbujas. La
catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias.
Descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. El
desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es

positiva.
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4.53.2 Prueba de oxidasa

Se toma con un palillo grueso de madera una muestra bacteriana a partir de
una colonia aislada proveniente de un cultivo de 24 horas. La muestra se
pone en contacto con la tira o disco impregnado con el reactivo para-amino-
N-dimetil-anilina. Se debe observar una coloracién morada en un lapso no
mayor a 30 segundos para que sea positivo, de lo contrario el resultado es

negativo.

4533 FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS

MEDIANTE API 50 CHL MEDIUM

Para la prueba de fermentacion de azlcares se utilizd el sistema de
identificacion api 50 CHL Medium (Biomérieux, Francia) el cual esta
constituido por 50 microtubos que contienen substratos deshidratados que
permiten realizar el estudio de fermentacién de 49 carbohidratos: D-
galactosa, D-glucosa, D-fructosa, D-manosa, L-sorbosa, L-rhamnosa,
dulcitol, inositol, D-manitol, D-sorbitol, Metil-aD-Manopiranosida, Metil-
aD-Glucopiranosida, N-Acetilglucosamina, amigdalina, arbutina, esculina
citrato férrico, salicina, D-celobiosa, D-maltosa, D-lactosa, D-melibiosa, D-
sacarosa, D-trehalosa, inulina, D-melezitosa, D-rafinosa, almidon, glicogeno,
xilitol, gentiobiosa, D-turanosa, D-lixosa, D-tagatosa, D-fucosa, L-fucosa, D-
arabitol, L-arabitol, gluconato potasico, 2-cetogluconato potésico y 5-
cetogluconato potasico. Para la inoculacion en los microtubos se sigue las

instrucciones que vienen en la caja del fabricante.
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4.6 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ACIDO ACETICAS

PROVENIENTES DE LAS MUESTRAS

Para las bacterias acido acéticas se empled el medio GYC suplementado con
etanol. Este medio permite observar aquellas bacterias que usan etanol para
transformarlo a &cido acético produciendo la formacion de un halo alrededor de la
bacteria. De esta manera estas bacterias fueron aisladas del resto de bacterias y
hongos capaces de crecer en este medio. Cada una de las muestras obtenidas fue

re sembrada durante 10-15 dias a 28 °C en estufa hasta obtener cultivos axénicos.

4.6.1 CARACTERIZACION MACROSCOPICA

Se observo al estereoscopio (marca Beltec Scientific) para reconocer las
caracteristicas especificas de algunas especies de bacterias acido acéticas para
compararlas con el Manual de Determinacion Bacterioldgica de Bergey (39) con

el libro Acetic Acid Bacteria: Ecology and Physiology (34).

4.6.2 CARACTERIZACION MICROSCOPICA

Se utiliz6 un microscopio (marca Zeiss) para determinar la tincion Gram (ver
anexo 3) y observar la forma y tincién caracteristica de cada cepa. Estos
resultados seran comparados con el Manual de Determinacién Bacterioldgica de

Bergey (39) con el libro Acetic Acid Bacteria: Ecology and Physiology (34).
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4.6.3 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

Se realiz6 una serie de pruebas bioquimicas: prueba de la catalasa y oxidasa
(descritas anteriormente); oxidacion de acetato; crecimiento en 30% de glucosa;
crecimiento en 10% de etanol; crecimiento a pH 3, 3,5, 4, 5, y 6,8; fermentacion
de azlcares; formacion de dihidroxiacetona a partir de glicerol y prueba de

motilidad.

4.6.3.1  Oxidacion de acetato

Se inoculd cada cepa en tubos con 4 mL de caldo YP (0,3% extracto de
levadura, 0.2% peptona, 0.002% azul de bromotimol pH 6.8) suplementado
con 0.2 % de acetato de sodio y se incubaron a 28 °C por 15 dias en estufa,
se consideraron positivos aquellos aislados que mostraron un cambio de

color en el caldo a color azul.

4.6.3.2  Crecimiento en 30% de D-glucosa
Se inocul6 cada cepa en tubos con 4 mL de caldo (0,5% extracto de levadura,
30% D-glucosa pH 6.4), se incubaron por 15 dias a 28 °C en estufa y se

observo el crecimiento por un aumento de la turbidez en el tubo.

4.6.3.3  Crecimiento en 10% de etanol

Se inoculo cada cepa en tubos con medio base (0,5% extracto de levadura,
0,5% D-glucosa pH 6) suplementado con 10 % de etanol y se incubaron a 28
°C por 15 dias en estufa. Se observd el crecimiento por un aumento de la

turbidez del tubo.
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4.6.3.4  Crecimiento en distintos pH

Se inoculé cada cepa en tubos con caldo MEP (D-Manitol 2,5%, extracto de
levadura 0,5%, peptona 0,3%,) al cual se le ajusto el pH a distintos niveles
(3, 3,5, 4, 5,y 6,8) se incubaron por 15 dias a 28 °C en estufa y se observo el

crecimiento por un aumento de la turbidez en el tubo.

4.6.3.5  Formacion de &cido a partir de azUcares

Las bacterias se inocularon en un medio con 0,5% de extracto de levadura,
0,002% de purpura de bromocresol y 1% del azucar a utilizar. Se incubaron
durante 15 dias a 28 °C en estufa. Se ensayaron los siguientes azucares: L-
arabinosa, D-galactosa, D-glucosa, D-manitol, D-sorbitol y glicerol. El
cambio de color (de pdrpura a amarillo), producido por la acidificacion del
medio debido a la oxidacion del sustrato se interpreté como prueba positiva

(40).

4.6.3.6  Formacion de dihidroxiacetona a partir de glicerol

Se observé la formacion de dihidroxiacetona en el medio que contenia 3% de
glicerol, 0,5% de extracto de levadura, 1% de peptona y 1,5 % de agar, el pH
se ajustod a 6,0 y se incubd en estufa durante 15 dias a 30 °C. Después de
incubar se agregd solucion de Fehling sobre la superficie de la placa de Petri.
La aparicion de un color naranja oscuro pone de manifiesto la presencia de

dihidroxiacetona.
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4.6.3.7  Prueba de motilidad
Se inocul6 cada cepa por puncion en tubos de agar MEP (D-Manitol 2,5%,
extracto de levadura 0,5%, peptona 0,3%,) con 0.5% de agar y se incubaron a

30°C por 15 dias observandose la motilidad de las bacterias en el agar.
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V. RESULTADOS

5.1 Parametros fisicoquimicos

En el Grafico 1 se muestra las variaciones de los parametros fisicoquimicos que se
pudieron observar durante los dias que duro el proceso de la fermentacién de los
granos de cacao. En el grafico 1A se observa la variacion del pH y el gréafico 1B la
variacion de las temperaturas: ambiental, del cuarto de fermentacién y de la

muestra tomada.

A.
pH de las muestras durante el
proceso de fermentacion
5
a
3
I
(-8
2
1
0
0 1 2 3 4 5
Tiempo (Dias)
B.

Cambios en la temperatura durante el
proceso de fermentacion

=#—Temperatura de la
muestra

2

0 ——Temperatura del cuarto
8 de fermentacion
6

Temperatura ambiental

0 1 2 3 1 5 6
Tiempo (Dias)




Grafico 1. Variaciones fisicoquimicas temperatura durante el proceso de
fermentacion. A. Variacién del pH B. Variacién de la temperatura durante el

proceso de fermentacion

En el grafico 1A se puede observar que el pH inicial de la muestra es de 4.
Durante el primer disminuye a 3 manteniéndose asi hasta el segundo dia. En los
siguientes dias y ya para culminar la fermentacion el pH vuelve a su valor inicial.
El pH inicial de 4 se debe a la presencia de &cido citrico en la pulpa del cacao. La
disminucion del pH se da por la presencia de la generaciéon de &cido lactico y
acido acético; sin embargo el pH vuelve a su valor inicial ya que estos acidos
ingresan por difusién a la parte interna del grano de cacao. El aumento en el pH se
debe esencialmente a la descomposicion y reduccién en el contenido de acido

citrico de la pulpa de cacao (41).

En cuanto a la temperatura ambiental y a la temperatura del cuarto de
fermentacion durante los dias de fermentacion se mantuvieron constantes. Sin
embargo la temperatura de la masa de fermentacion varia conforme van
transcurriendo los dias. Esta variacién va siempre en aumento teniendo un cambio
importante en los dias dos y tres, ya que el aumento es rapido. EI cambio va de
una temperatura de 28 °C a una temperatura de 38 — 40 °C, para luego seguir

subiendo la temperatura pero en menor cantidad (grafico 1B).
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5.2 SUCESION DE POBLACIONES MICROBIANAS

Se realiz6 un recuento en placa de los microrganismos aislados. Para las bacterias
acido lacticas también se conto levaduras ya que el medio no contenia inhibidores
de éstas. Luego de obtener estos valores se utilizo la siguiente formula: UFC/mL
sembrados X inversa del factor de dilucion. Se prosiguio finalmente a realizar el

logaritmo de éstos para poder ser graficados (Ver tabla 2 anexo V).

Tabla 1. Recuento de Microorganismos en los distintos agares

Recuento de Microorganismos en los distintos agares (UFC/mL)
Tiempo (dias) Sabouraud MRS GYC
0 410000 75000 587000
1 310000 79500 274500
2 1000000 16100000 1074000
3 1300000 374500 287500
4 5200000 460000 83450000

En el Grafico 2 se muestra la variacion en las poblaciones microbianas durante el
proceso de fermentacion de cacao. Estas variaciones estan representadas mediante
el crecimiento en agar Sabouraud para levaduras, agar MRS para bacterias acido

lacticas y levaduras; y agar GYC para bacterias acido acéticas y levaduras.
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Crecimiento de levaduras, BALy BAA durante la
fermentacion del grano de cacao
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Grafico 2. Variaciéon en las poblaciones microbianas durante el proceso de

fermentacion de cacao

Durante el analisis microbioldgico se observo una sucesion de microorganismos
durante el proceso de fermentacion. A partir del segundo dia se evidencié mayor
numero de microorganismos en el medio de cultivo MRS que incluia Lactobacilos
y levaduras. Posteriormente hubo un incremento marcado de crecimiento en el
medio Sabouraud que indicaba presencia de levaduras. A partir del cuarto dia se
incremento el crecimiento en el medio GYC que esta relacionado con el aumento
de las BAA (bacterias acido acéticas), conservando este crecimiento hasta el final

de la fermentacion (Grafico 2).
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5.3 IDENTIFICACION DE LEVADURAS

Utilizando el medio de cultivo Sabouraud se seleccionaron 10 colonias en los 4
dias de fermentacion, las cuales poseian diferentes caracteristicas tanto
microscopicas como macroscopicas. A estos 10 morfotipos aislados se les realizé
la prueba de asimilacion de azucares mediante API 20 AUX con el cual se pudo
determinar que correspondian a 5 especies: Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera
spp. (anamorfo de Hanseniaspora), Candida utilis, Candida tropicalis y Candida
boidinii (Tabla 3). En la tabla 4 (anexo 1V) se muestra la prevalencia de estas
durante los diferentes dias del proceso de fermentacion con todas sus

caracteristicas macroscopicas, microscépicas y organolépticas (aroma).

Ademas para confirmar las especies se les realizd pruebas bioquimicas adicionales
expuestas en la tabla 5 (anexo IV). Con la prueba de crecimiento en tiamina y
crecimiento a 37 °C se determind que la especie perteneciente al género
Kloeckera spp. fue Kloeckera apiculata. Para confirmar la posibilidad de la
presencia de Candida tropicalis se realiz6 la prueba de crecimiento en agar TTC,
dando como resultado positivo. La presencia de Candida utilis fue también

corroborada por el olor a acetona que desprendia.
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Tiempo de fermentacion Microorganismo

0 Saccharomyces cerevisiae
0 Kloeckera sp.

0 Candida utilis

0 Candida tropicalis

4 Candida boidinii

Tabla 3. Resultados del API 20 AUX para identificacion de levaduras

5.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS

LEVADURAS AISLADAS

En la figura 6A se muestra la colonia de Saccharomyces cerevisiae vista al
estereoscopio a 20X. Esta presenta colonia con forma circular, con bordes enteros,
convexa, opaca, color blanco con 1 cm de didmetro. En la figura 6B se muestra la
levadura con tincién Gram presentado células de globosas a elipsoidales grandes

observadas al microscopio a 1000X.

Figura 6. A. Colonia (20X) B. Células (1000X) de Saccharomyces cerevisiae
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En la figura 7A se muestra la colonia de Kloeckera apiculata (anamorfo de
Hanseniaspora uvarum) vista al estereoscopio a 20X. Esta presenta una colonia
de forma circular, con borde ondulado, plana, opaca, color beige con 1.3 cm de
didmetro. En la figura 7B se muestra la levadura con tincion Gram presentado

células con forma apiculada observadas al microscopio a 1000X.

Figura 7. A. Colonia (20X) B. Células (1000X) de Hanseniaspora uvarum

En la figura 8A se muestra la colonia de Candida utilis vista al estereoscopio a
20X. Esta presenta una colonia con forma circular, con borde entero, convexa,
opaca, color beige con 5 mm de diametro. En la figura 8B se muestra la levadura
con tincion Gram presentado células globosas a elipsoidales pequefias observadas

al microscopio a 1000X.

Figura 8. A. Colonia (20X) B. Células (1000X) de Candida utilis
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En la figura 9A se muestra la colonia de Candida tropicalis vista al estereoscopio
a 20X. Esta presenta una colonia con forma circular, con borde entero, convexa,
brillante, color beige con 5 mm de didmetro. En la figura 9B se muestra la
levadura con tincion Gram presentado Célula elipsoidal pequefia observadas al

microscopio a 1000X.

Figura 9. A. Colonia (20X) B. Células (1000X) de Candida tropicalis

En la figura 10A se muestra la colonia de Candida boidinii vista al estereoscopio
a 20X. Esta presenta una colonia con forma irregular, con borde irregular,
convexa, opaca, seca, rugosa, color blanco con 6 mm de diametro. En la figura
10B se muestra la levadura con tincion Gram presentado Célula globosa a

elipsoidal pequefias observadas al microscopio a 1000X.
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Figura 10. A. Colonia (20X) B. células (1000X) de Candida boidinii
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5.4 IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACIDO

LACTICAS

Utilizando el medio MRS se logr6 identificar el crecimiento de 20 tipos de
colonias bacterianas las cuales fueron de tipo bacilos Gram positivos, catalasa
negativas y oxidasa negativas. A 10 de las colonias aisladas se les realiz6 la
prueba de fermentacién de aztcares APl 50 CH con la cual se pudo determinar la
presencia de Leuconostoc mesenteroidess sp, Lactobacillus plantarum vy

Lactobacillus brevis (Tabla 6).

Tiempo MICROORGANISMO
de

fermentacion

0 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 1
1 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 2
2 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 2
2 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 2
2 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 1
3 Lactobacillus plantarum

3 Leuconostoc mesenteroides ssp/dextranicum 2
4 Lactobacillus brevis 3

Tabla 6. Resultados del AP1 50 CHL para identificacion de Lactobacilos y

especies relacionadas
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5.4.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS

BACTERIAS ACIDO LACTICAS AISLADAS

En la figura 11A se muestra la colonia de Lactobacillus plantarum vista al
estereoscopio a 20X. Esta presenta una colonia convexa, 6 mm didmetro, forma
circular con borde irregular, opaca y cremosa. En la figura 11B se Bacilos

alargados Gram positivos observadas al microscopio a 1000X.
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Figura 11. A. Colonia (20X) B. Bacilos Gram positivos (1000X) de Lactobacillus

plantarum

En la figura 12A se muestra la colonia de Lactobacillus brevis vista al
estereoscopio a 20X. Esta presenta una colonia convexa con forma circular, 4 mm

de didmetro, opaca y cremosa En la figura 12B se Bacilos Gram positivos

observadas al microscopio a 1000X.
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Figura 12. A. Colonia (20X) B. Bacilos Gram positivos (1000X) de Lactobacillus brevis

En la figura 13A se muestra la colonia de Leuconostoc mesenteroides vista al
estereoscopio a 20X. Esta presenta una colonia con forma circular, 3 mm de
didmetro, convexa, brillante, cremosa y color blanco. En la figura 13B se pueden

apreciar bacilos Gram positivos observados al microscopio a 1000X.

Figura 13. A. Colonia (20X) B. Cocobacilos Gram positivos (1000X) de Leuconostoc

mesenteroides
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5.5 IDENTIFICACION DE BACTERIAS ACIDO

ACETICAS

El aislamiento de las BAA se realizd a partir de las muestras de cacao
recolectadas durante los 4 dias de fermentacion utilizando el agar GYC. Se
obtuvieron 12 colonias provenientes que mostraban caracteristicas tipicas de las
BAA presentando halos de aclaramiento en el agar CYG (figura 14) y siendo
bacilos Gram negativos al ser observados al microscopio. El crecimiento fue lento
por lo que se tuvo que esperar hasta 7 dias para poder observar la morfologia de la
colonia. Las colonias en el medio CYG fueron de color beige con borde regular

con un tamario pequefio de 2 -5 mm.

Figura 14. Halos de aclaramiento en el agar CYG

En la Tabla 7 se muestran las pruebas fisioldgicas y bioguimicas realizadas a las
bacterias acido acéticas aisladas. Estas pruebas permiten determinar a qué género
pertenecen las bacterias aisladas y las posibles especies a las cuales podrian

corresponder.
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Oxidacion de acetato
10% Etanol

30% de Glucosa
pH3

pH3.5

pH 4

pHS5

pH 6.8

Agar Glicina
Catalasa

Oxidasa

Aclaramiento en agar GYC

Motilidad

Produccion de dihidroxiacetona

a partir del glicerol

Tabla 7. Pruebas fisioldgicas y bioguimicas de las BAA aisladas.

Al

A5

A6

A7

Al7

A25

A27

A29

A46

A89

A0

A9l

En la Tabla 7 se muestra las pruebas fisioldgicas y bioquimicas que se le

realizaron a los aislados, resultando todos motiles, la mayoria catalasa positiva y

oxidasa negativo. Dos de los aislados (A17, A90) dieron resultados positivos para

la oxidacion de acetato. Ninguno creci6 en concentraciones altas de glucosa. Se

evalué el crecimiento de los aislados a diferentes pH (3, 3.5, 4, 5, 6.8) creciendo

todos en estos rangos, tres de los aislados (A17, A25, A27) crecieron en pH 3y

ocho crecieron en la prueba de crecimiento a una concentracion de 10% de etanol.

(A1, A5, A6, A7, Al7, Ad6, A89, A90 y A 91).
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5.5.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICAS DE LAS

BACTERIAS ACIDO ACETICAS

En la figura 15A se muestra la colonia de Gluconobacter sp. vista al
estereoscopio a 20X. Esta presenta una colonia con forma circular, 5 mm de
diametro, convexa, brillante, cremosa y color beige. En la figura 15B se

observan bacilos Gram negativos observadas al microscopio a 1000X.
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Figura 15. A. Colonia (20X) B. Bacilos Gram negativos (1000X) de Gluconobacter spp.

En la figura 16A se muestra la colonia de Acetobacter spp. vista al estereoscopio a
20X. Esta presenta una con forma circular, 2 mm de didmetro, convexa, brillante,
cremosa Yy color beige oscuro. En la figura 16B se pueden apreciar bacilos con

forma de curva Gram negativos observados al microscopio a 1000X.

Figura 16. A. Colonia (20X) B. Bacilos Gram negativos (1000X) de Acetobacter spp.
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VI. DISCUSION

Durante el proceso de fermentacion del cacao “Chuncho” del cultivar “Céscara de
huevo” se observd una variacion en el pH. El pH inicial observado fue de 4
(grafico 1A). En publicaciones relaciones con fermentacion de cacao ha sido
reportado que el pH inicial de los granos esta entre 3.5 y 4.5 (42) debido a la
presencia de acidos organicos en especial por el acido citrico en la pulpa del grano
de cacao (14,18). El consumo de citrato va acompariado de la formacién de acido
acético y acido lactico. Estos acidos son importantes para el proceso normal de la
fermentacion del cacao ya que penetran profundamente en los granos y activan la
formacion de precursores del aroma (28). La disminucion del pH se da por la
presencia de la generacion del acido acético; sin embargo el pH vuelve a su valor
inicial ya que estos acidos ingresan por difusion a la parte interna del grano de
cacao. El aumento en el pH se debe esencialmente a la descomposicion y

reduccion en el contenido de acido citrico de la pulpa de cacao (41).

Durante las primeras 24-48 horas de fermentacion, las levaduras convierten
sacaridos (sacarosa, glucosa y / o fructosa) en etanol (42). La produccién de etanol
genera un moderado aumento de temperatura debido a que es un proceso
exotérmico ademéas genera didxido de carbono, que mantiene un ambiente
anaerdbico (28). En términos generales la continua conversion de sacaridos en
etanol y este al ser oxidado en acido acético (13) eleva la temperatura de la masa
de cacao desde una temperatura de 25-30 °C a 35-40 °C en 48 horas.

Posteriormente (en el tercer dia) la temperatura y el pH aumentan hasta 40 °C y 4
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respectivamente (ver grafico 1 A y B). Esta cinética de variacion de pH vy
temperatura también fueron reportados en estudios previos de fermentacion de

cacao (18).

Durante el analisis microbiol6gico se observd una sucesion de microorganismos
durante el proceso de fermentacion. Como se observa en la gréfico 2 a las 48
horas de la fermentacion la poblacién microbiana aumenta y luego esta disminuye

con excepcion de las BAA y las levaduras.

En general, durante el proceso de la fermentacion, el recuento total de
microorganismos presentes en la masa de pulpa de cacao en grano aumenta
durante las primeras 24-36 horas (primer y segundo dia de fermentacion) y luego
se estabiliza o se reduce gradualmente dependiendo del microorganismo (28). En
este estudio se encontro que las BAL cumplian con esta generalidad, mientras que
las levaduras y las BAA al cuarto dia aumentaron su poblacion. Esto se puede
deber a la frecuencia con la que se realiz6 el proceso de volteado, cada 24 horas y
no pasando un dia, permitiendo asi mayor oxigenacion de la masa y ayudando a la
prevalencia de microorganismos aerobios como lo son las levaduras y las BAA.

Las poblaciones iniciales microbianas son variables en numero, tipo y
distribucion. Esto se debe a que dependen de varios factores como son: el cultivar
de cacao, la calidad de la mazorca y la calidad del grano, por lo que la dindmica
de la comunidad microbiana varia entre lugares de fermentacion y tipos de

fermentacion (23,28,30).
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Se identificé durante el proceso de fermentacion la presencia de Saccharomyces
cerevisiae (Figura 6), Kloeckera apiculata (Hanseniaspora uvarum) (Figura 7),
Candida utilis (Figura 8), Candida tropicalis (figura 9) y Candida Boidinii (Figura
10). Dos de estas especies aisladas se encuentran dentro del grupo de especies de
levaduras méas frecuentemente aisladas (S. cerevisiae, H. guilliermondii, H.
opuntiae, H. uvarum, Pichia kudriavzevii, P. membranifaciens, P. manshurica, P.

kluyveri, P. fermentans, P. anomala y Kluyveromyces marxianus) (24-26).

Tanto en las investigaciones dependientes de cultivos como en las independientes
se ha demostrado el papel dominante de H. guilliermondii, H. opuntiae, H.
uvarum, P. kudriavzevii, P. manshurica, P. membranifaciens y S. cerevisiae en
varios procesos de fermentacion del grano de cacao (24,26). Sugiriéndonos asi
que al haber aislado estos microorganismos (S. cerevisiae y H. uvarum) podrian
también tener un papel de dominancia en la fermentacion llevada a cabo con
cacao “Chuncho”. Ademas de una diversidad de especies de levaduras se
producen también varias cepas de la misma especie dentro de un proceso de
fermentacion del grano de cacao. Otros autores han reportado especies de
levaduras que no han sido encontradas en procesos de fermentacion anteriores
(24,43). En este estudio se aislo6 a Candida boidinii especie que no ha sido
reportada en otra literatura relacionada con la fermentacion del cacao. Sin
embargo esta levadura ha sido relacionada con el café (44). Alrededor de las
chacras donde se siembra el cacao también hay plantaciones de café, por esta

razon pudo haberse debido el aislamiento de esta levadura.
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La levadura S. cerevisiae domina el curso de la fermentacion (26) por lo tanto puede
ser encontrada en todos los tiempos de toma de muestra es por esta razén que la hemos
logrado aislar en todos los dias que transcurrié la fermentacion ya que posee un rapido
crecimiento a un pH ligeramente alto y tiene la capacidad de tolerar concentraciones
altas de etanol y de temperatura. En el dia cero se aisl6 mayor diversidad de
especies de levaduras Kloeckera apiculata (Hanseniaspora uvarum), Saccharomyces

cerevisiae, Candida utilis Candida tropicalis que en otros dias de fermentacion.

La importancia de la presencia de levaduras radica en provocar la reduccion de la
viscosidad y el drenaje de la masa de la pulpa de cacao, debido a la secrecion de
enzimas pectinoliticas que descomponen las paredes celulares de la pulpa (18,22)
esto permite la entrada de aire, lo que promueve el crecimiento de bacterias, en

particular BAL y BAA.

Utilizando el medio MRS se logr6 identificar el crecimiento de 20 tipos de
colonias bacterianas las cuales fueron de tipo bacilos Gram positivos, catalasa
negativas y oxidasa negativas. A 10 de las colonias aisladas se les realiz6 la
prueba de fermentacion de azlcares APl 50 CHL con la cual se pudo determinar
la presencia de Leuconostoc mesenteroides ssp. (Figura 12), Lactobacillus
plantarum (figura 11) y Lactobacillus brevis (figura 10) (Tabla 1). Este
aislamiento se ve corroborado con estudios previos donde han encontrado que
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum son las

especies aisladas con mas frecuencia (22,23,28-32).
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La importancia de la presencia de L. plantarum en la fermentacion radica en que
junto con Leuc. Pseudomesenteroide y L. fermentum consumen el citrato en las
primeras etapas de la fermentacién del cacao bajo condiciones de pH bajo
evitando asi la competencia con las levaduras (citrato - negativas) que se

encuentran degradando anaerébicamente azucares a etanol (28).

A pesar de que se observo un gran crecimiento de BAL en los primeros 2 dias de

fermentacion no se logro aislar diversidad de especies.

Todas las BAA fueron bacilos Gram negativos (Figura 15B y 16B), las cuales
presentaron halos de aclaramiento en el agar GYC, que es una caracteristica de las
bacterias acéticas ya que al utilizar el etanol y convertirlo en acido acético este
disuelve el CaCO; del medio de cultivo formando un halo alrededor de la colonia
(figura 14). Dos de los aislados que dieron positivo para la prueba de oxidacion de
acetato, confirman la presencia del género Acetobacter y/o Gluconacetobacter;
mientras que el resto de las 10 colonias fueron identificadas como Gluconobacter.
Esta prueba es utilizada para realizar esta diferenciacion ya que el acetato se
integra en el ciclo de Krebs, Gluconobacter al no tener un ciclo de Krebs

funcional es incapaz de oxidar este compuesto.

La incapacidad de crecimiento de los 12 aislados en una concentracion de 30% de

glucosa confirma la pertenencia a los géneros de Acetobacter, Gluconacetobacter

y Gluconobacter.
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El pH inicial de la masa de fermentacion registr6 un valor de 4 para luego
aumentar gradualmente, sugiriendo que todos los aislados son capaces de soportar
las condiciones de pH iniciales de la masa ya que todos crecieron a este valor de

pH.

El crecimiento en 10% de etanol es una caracteristica diferencial entre algunas de
las especies del genero Acetobacter, de los aislados que dieron positivo a la
prueba de la oxidacién de lactato ambos dieron positivo para la prueba de
crecimiento en 10% de etanol (Al7 y A90). A. ghanensis, A. oeni, A.
nitrogenifigens y A. pasteurianus son las especies que toleran tales condiciones
(39). Por lo tanto es probable que los aislados pertenezcan a alguna de estas
especies. Sin embargo para confirmar esto se tendrian que realizar mas pruebas

bioquimicas y correlacionarlas con pruebas moleculares.

En un estudio realizado en Ghana (23) por analisis moleculares se revelo que A.
pasteurianus, Acetobacter syzygii, Acetobacter tropicalis, Acetobacter malorum y
Gluconobacter oxydans, son las BAA predominante durante las fermentaciones de
grano de cacao (23). En general, los miembros del género Acetobacter se
encuentran con mas frecuencia que los de Gluconobacter (23,45) sin embargo en
este estudio se ha encontrado lo contrario de 12 aislamientos solo 2 pertenecieron

al género de Acetobacter.

El predominio de cepas especificas de Acetobacter sobre Gluconobacter en otros

procesos reportados, puede atribuirse a su preferencia por la oxidacion del etanol,
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que es facilmente disponible en la masa de la pulpa, en lugar de la fermentacion
de la glucosa; su crecimiento en manitol y lactato; y su tolerancia al calor y al
etanol (22,25). El mayor aislamiento de Gluconobacter en este estudio, puede
indicar una fermentacién diferente de la masa de la pulpa, ya que la fermentacién
de la glucosa dominara la oxidacion del etanol, dando como resultado la
produccion de otros acidos organicos distintos del &cido acético u otros productos
finales de la fermentacion por otras bacterias, que podrian ser responsables del

sabor diferente de la semilla fermentada del cacao “Chuncho”.
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VII.

CONCLUSIONES

Durante el proceso de la fermentacién, siguiendo los procedimientos
tradicionales de Echarati, se encontrd que las variaciones de pH vy
temperatura fueron similares a las encontradas en otros paises.

Las levaduras identificadas durante el proceso de la fermentacién fueron:
Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora uvarum, Candida utilis,
Candida tropicalis y Candida boidinii. Esta Gltima no ha sido reportada en
estudios de procesos de fermentacion del cacao.

Las bacterias acido lacticas (y relacionadas) aisladas e identificadas
fueron: Leuconostoc mesenteroides ssp, Lactobacillus plantarum vy
Lactobacillus brevis.

En cuando a las bacterias acido acéticas aisladas se determind que
pertenecian a los géneros Acetobacter y Gluconobacter.

En la presente tesis se reporta por primera vez un estudio de aislamiento y
caracterizacion de la flora microbiana presente en el proceso de
fermentacion de una variedad de cacao nativo peruano tratando de
correlacionarlo con las caracteristicas del proceso de fermentacion que
podrian servir como literatura para la realizacion de un cultivo inicial para

la obtencion de una fermentacion de mayor calidad y productividad.
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VIilIl. RECOMENDACIONES

e Realizar la identificacion molecular de las cepas aisladas vy
correlacionarlas con las pruebas bioguimicas.

o ldentificar las actividades bioquimicas de cada especie dentro del proceso
de fermentacién y su importancia en la generacion de sabor y aroma del
chocolate.

e Cuantificar los microorganismos presentes en las diferentes etapas del

proceso de la fermentacion mediando Q-PCR.
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ANEXOS



ANEXO |
FLUJOGRAMA DEL PROCESO

Recoleccién de muestra de cacao

\Z

Desarrollo del proceso de la fermentacion

\Z

Muestreo de los granos de cacao en proceso
de fermentacién cada 24 horas por 4 dias

\Z

Toma de datos fisicoquimicos cada 24 horas
por 5 dias

\Z

Tratamiento de la muestra

\Z

Siembra en medios diferenciales

\Z

Aislamiento de microorganismos

\Z

Caracterizacion macroscopica y microscépica

\Z

Caracterizacion bioquimica




ANEXO 11
DIAGRAMA DEL PROCESO



Figura 30. Diagrama de la metodologia utilizada para realizar las diluciones para la siembra en los 3 medios de cultivo diferenciales
(Siembra por triplicado)
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ANEXO I11

A. Tincién Gram

Agregar cristal violeta, solo el suficiente para que se cubra el extendido
bacteriano.

dejar actuar durante 60 segundos.
Agregar el lugol, solo el suficiente, dejar actuar durante 60 segundos.
Enjuagar con agua.

Agregar una o dos gotas de alcohol-acetona e inmediatamente enjuagar con
agua corriente.

Agregar Safranina, solo la suficiente, Dejar actuar durante 60 segundos.
Enjuagar con agua.
Dejar secar a temperatura ambiente.

Observar en un microscopio Optico con un objetivo 100X usando aceite de
inmersion.



ANEXO IV



Tabla 2. Recuento de microorganismos en las distintas diluciones

Conteo de microorganismos
Medios

DIAS | DILUCION | Sabouraud | MRS GYC

TO -2 74 76 553 621
-3 47 35
-4 0 O 0 0
-5 1 17
-6 188 157 0 0
-7 0 17

Tl -2 84 75 261 288
-3 30 32
-4 0 O 0 0
-5 0 0
-6 0 O 0 0
-7 0 0

T2 -2 0 o0 1068 1080
-3 104 96
-4 160 162 0 0
-5 11 18
-6 18 12 0 0
-7 0 0

T3 -2 445 304 297 278
-3 259 261
-4 20 28 3 38
-5 0 0
-6 0 o0 0 0
-7 0 0

T4 -2 408 513 | incontable incontable
-3 500 540
-4 200 150 821 848
-5 137 139
-6 0 30 252 417
-7 0 0

(Los datos sombreados de celeste fueron utilizados para el conteo final de los
microorganismaos)

Se aplico la siguiente formula para determinar los microorganismos totales: UFC/mL =
mL sembrados X inversa del factor de dilucion.



Recuento de microorganismos finales

Recuento de Microorganismos en los distintos agares (UFC)

Tiempo (dias)
0

A 0N

Sabouraud
410000
310000
1000000
1300000

5200000

MRS
75000
79500

16100000
374500
460000

GYC
587000
274500

1074000
287500
83450000

Logaritmo de los valores finales del recuento de microorganismos

LOG de las UFC

Tiempo (dias)

0

A W N e

Esta Gltima tabla se utiliz6 para realizar la gréafica de la sucesidn de microorganismos.

Levaduras
5.612783857
5.491361694

6
6.113943352
6.716003344

BAL
4.875061263
4.900367129
7.206825876
5.573451822
5.662757832

BAA
5.768638101
5.438542349
6.031004281
5.458637849
7.921426341




Tabla 4. Descripcion macroscopica y microscopica de las levaduras encontradas

Tiempo de Codigo Color Elevacion Borde Forma Apariencia Forma de la célula Reproduccion Aroma Microorganismo
fermentacion

0 2 beige convexa entero circular opaca globosa a elipsoidal grande gemacion frutado Saccharomyces
multilateral cerevisiae

convexa entero circular elipsoidal pequefia gemacion acetona Candida utilis
multilateral

convexa ondulado circular forma de limon gemacion polar frutado Kloeckera
apiculata

convexa entero circular elipsoidal y pseudohifas gemacion Saccharomyces
multilateral cerevisiae

beige convexa entero circular opaca globosa grande gemacion Saccharomyces

multilateral cerevisiae




Tabla 5. Pruebas bioquimicas adicionales para la confirmacion de especies de levaduras

Temperatura de
crecimiento
37 °C 45 °C Urea Tiamina Manitol Tubo Crecimiento Microorganismo
germinativo en medio
TTC
+ - - + - - - Saccharomyces cerevisiae
+ - = + - - - Saccharomyces cerevisiae
R - - + - - - Kloeckera apiculata
+ B - + - - Candida utilis
+ - - + - - Colonias Candida tropicalis
color vino
0Scuro
- - = + - - - Kloeckera apiculata
+ - - + - - - Saccharomyces cerevisiae
+ E = + - - - Saccharomyces cerevisiae
+ - - + - - - Saccharomyces cerevisiae
+ - - + = - - Saccharomyces cerevisiae
- - - - + - - Candida boidinii




ANEXO V
FOTOGRAFIAS



Figura 1. Caracteristicas geograficas de Echarati

Gabriela Salazar

Figura 3. Caracteristicas del cacao Chuncho del cultivar “Cascara de Huevo”

© Gabriela Salazar




Figura 4. A. Recoleccion del cacao. B. Quiebre de la mazorca. C. Extraccion del
grano del cacao

Gabrield\Salazar

Figura 5. Preparacion de la caja de madera para el proceso de fermentacion. A.
Recubrimiento con hojas de platano. B. Vaciado de granos de cacao en la caja de

madera C. Recubrimiento con talegas




ANEXO VI

CERTIFICADO DE VARIEDAD DE CACAO CHUNCHO
CULTIVAR “CASCARA DE HUEVO”

Quillabamba, 20 de noviembre de 2017

Certificado de recoleccion de cacae *Chucho” del Cusco de la variedad "Cascara de Huevo"

Yo, Carlos Rodriguez, Ingeniero Agrénamo Tropical, certifico que los frutos recolectados de
cacao fueron de |a variedad Chuncho del Cusco del cultivar “Ciscara de Huevo” identificados
morfaldgicamente segin la tabla proporcionada a continuacidn. Dichos frutos fueron
utilizados para el procesa de fermentacién para la elaboracion de la tesis titulada
“AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE MICROORGANISMOS DURANTE EL PROCESO DE
FERMENTACION DE THEOBROMA CACAO L. DE LA VARIEDAD “CHUNCHO" OBTENIDA EN
CUZCO, PERU" realizada por la Bachiller Gabriela Salazar Alvarez.

Tamano de Fruto: Intermedio
Grosor de Cascara: Delgada
Tamaiio de Almendras: Pequenio
Forma bésica de Fruto: QOblongo

| Constriccion basal de Fruto: Ausente
Forma del apice del Fruto: Obtuso
Rugosidad del Fruto: Intermedio
Profundidad del surco del Fruto: Intermedio
Color del Fruto inmaduro: Verde

| Forma longitudinal de la Semilla: Oblonga
Forma transversal de la Semilla: Intermedia
Color de Cotiledones: Morado

vk AV el el

M v v .
Ing® Agronomo lropical

ClP: 58322



