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RESUMEN 

En la presente tesis se identificó y cuantificó microscópicamente los microorganismos 

que fueron aislados de 144 muestras extraídas cada 12 horas producto de la fermentación 

espontánea del cacao criollo (T. cacao L.) en cajas fermentadoras de 600Kg. Para ello, se 

utilizaron técnicas microbiológicas para el aislamiento y recuento de cada muestra, 

utilizando AGAR SABORAUD, para el aislamiento de las levaduras, medios YPD y 

YGC para las BAA y MRS para las BAL. En consecuencia, después de realizadas las 

técnicas microbiológicas se logró identificar microscópicamente a las siguientes 

levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Hanseniaspora uvarum); así como bacterias 

ácido acéticas (Acetobacter aceti); y bacterias acido lácticas (Lactobacillus plantarum); 

fueron identificadas por su morfología y coloración GRAM. En conclusión, mediante 

técnicas microbiológicas, se identificaron a las Bacterias Acido Lácticas (BAL), Bacterias 

Acido Aceticas (BAA) y levaduras siendo S. cerevisiae, H. uvarum predominante en la 

fermentación espontánea del cacao criollo.  

Palabras clave: Identificación, microrganismos, fermentación, cacao 
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ABSTRACT 

In this thesis, the microorganisms that were isolated from 144 samples extracted every 12 

hours as a result of the spontaneous fermentation of creole cocoa (T. cacao L.) in 600Kg 

fermentation boxes were identified and microscopically quantified. For this, 

microbiological techniques were used for the isolation and counting of each sample, using 

AGAR SABORAUD, for the isolation of yeasts, YPD and YGC media for BAA and 

MRS for BAL. Consequently, after performing the microbiological techniques, it was 

possible to identify microscopically the following yeasts (Saccharomyces cerevisiae and 

Hanseniaspora uvarum); as well as acetic acid bacteria (Acetobacter aceti); and lactic 

acid bacteria (Lactobacillus plantarum); they were identified by their morphology and 

GRAM staining. In conclusion, using microbiological techniques, Lactic Acid Bacteria 

(LAB), Acetic Acid Bacteria (BAA) and yeasts were identified, being S. cerevisiae, H. 

uvarum predominant in the spontaneous fermentation of Creole cocoa. 

Keywords: Identification, microorganisms, fermentation, cocoa 
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I. INTRODUCCIÓN 

Según Indecopi, 2015, el Perú es considerado uno de los principales centros de origen del 

cacao, esto debido a la alta variabilidad genética y gran diversidad verificable el los diferentes 

ecotipos, razas nativas y/o diferentes poblaciones de cacao existentes en el país 

(Indecopi,2015). 

La Cooperativa Central de Productores Agrarios de Amazonas (CEPROA) de la región 

Amazonas, en el año 2016, fue acreedora del Certificado de Registro de la Décima 

Denominación de Origen, está distinción fue otorgada mediante el Indecopi, con la finalidad 

de distinguir su producción de cacao nativo, en lo concerniente al grano seco fermentado de 

la variedad Theobroma cacao L, conocido entre la población como cacao nativo.   

El Ministerio de Agricultura (MINAGRI, 2015) indica que el cacao criollo nativo, recurso 

natural de potencial desarrollo en la Región Amazonas, en su composición presenta 

componentes que promueven la formación de grupos fenólicos; así como microorganismos 

que influyen en la formación de los compuestos sensoriales, debido a estas características 

productores perteneciente a esta zona geográfica pueden utilizar esta denominación de origen 

para diferenciar su producto de otros semejantes, confiriéndoles una ventaja competitiva 

frente a otros productos existentes en el mercado, ya que está denominación convierte al cacao 

producidor por la  Cooperativa Central de Productores Agrarios de Amazonas (CEPROA), en 

un producto con mayor atracción para los consumidores. 

Estudios realizados acerca de la diversidad microbiana que participa activamente en la 

fermentación de los granos del cacao, la sucesión microbiana y las principales funciones que 

cumplen en la mejora de la fermentación del cacao, indican que principalmente la diversidad 

microbiana presente se debe a la microflora natural generada en las diferentes etapas de la 

cadena de valor tales como la manipulación, el transporte, las cajas de fermentación, los 

materiales para tapar los contenedores de fermentación, tales como los costales, entre otros 

(Sandhya, Yallappa, Varadaraj, Puranaik, Ljaganmohan et. al., 2015). 

La microbiota presente en la fermentación espontánea del cacao está conformada por 

levaduras, bacterias ácido lácticas (BAL) y bacterias ácido acéticas (BAA), esenciales para el 

éxito en la fermentación de la pulpa del cacao. En el proceso de fermentación, la levadura 

fermenta los carbohidratos contenidos en la pulpa mucilaginosa del cacao transformándola en 
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etanol y CO2 (dióxido de carbono),  las bacterias ácido lácticas convierten el ácido cítrico y 

otros carbohidratos presentes en la pulpa del cacao en ácido láctico, produciéndose un ligero 

aumento del pH y las bacterias ácido acéticas oxidan el etanol y el ácido láctico producido por 

las levaduras y las bacterias ácido lácticas respectivamente originando ácido acético.  

Durante el proceso de fermentación producido dentro de las cajas de fermentación, se 

identifica un proceso clave que se produce cuando se da un aumento de la temperatura dentro 

de los granos de cacao, esto debido al metabolismo oxidativo microbiano del etanol hacia 

ácido acético, causando la muerte del embrión de los granos, desintegrando las membranas 

celulares y desarrollando conversiones enzimáticas de sustratos en el cotiledón de los granos 

de cacao. Todos estos procesos enzimáticos microbianos son los precursores de las 

características organolépticas, tales como sabor y color, de la fermentación completa del cacao 

(Thompson, Miller, López y Camu, 2013).  

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo general identificar y cuantificar los 

microorganismos de la fermentación espontanea del cacao fino de aroma Theobroma cacao 

L., en la Región Amazonas. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Ubicación 

El presente trabajo de investigación fue desarrollado en la Región Amazonas, en la 

Provincia de Bagua y en los distritos de Copallín, Aramango y La Peca. Del mismo modo, 

para efectuar el estudio se trabajó de la mano con los socios de la cooperativa 

APROCAM. 

Las muestras de cacao nativo (T. cacao L.), fueron recolectadas entre los meses de enero 

a mayo de 2019. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ubicación geográfica del área de recolección de muestras: distrito de 

Aramango, la Peca y Copallín, provincia de Bagua, región de Amazonas. 

2.2. Muestra 

Inicialmente se trabajó con granos de cacao criollo provenientes de Copallín, La Peca y 

Aramango, cosechadas y procesadas en el Centro de Beneficiado de APROCAM, entre 

enero y mayo del 2019, los cuales fueron colocados en cajas de fermentación de 600 kg. 

De ahí se obtuvo muestras de cacao de aproximadamente 100 gramos y que fueron 
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colocados cuidadosamente en bolsas de primer uso con cierre hermético para luego ser 

colocadas en nitrógeno líquido para su conservación y transporte hasta el Laboratorio de 

la UNTRM en la ciudad de Chachapoyas. 

2.3. Materiales y equipos 

Materiales de laboratorio  

• Vasos de precipitado de vidrio borosilicato clase A de 50 y 100 mL. 

• Pipetas serológicas graduadas de vidrio borosilicato clase A de 2, 5 y 10 mL. 

• Micropipetas graduadas de 100 a 1000 uL (BOECO) 

• Probetas graduadas de vidrio borosilicato clase A de 100 mL. 

• Matraces de Erlenmeyer de vidrio borosilicato clase A de 500 mL. 

• Matraces de Erlenmeyer de vidrio borosilicato clase A de 1000 mL. 

• Balones de fondo plano de vidrio borosilicato clase A de 500 mL 

• Balones de fondo plano de vidrio borosilicato clase A de 1000 mL 

• Frascos de 500 ml Balones de fondo plano de vidrio borosilicato clase A de boca 

ancha tapa rosca celeste. 

• Espátula tipo cuchara de acero inoxidable 

• Gradillas para tubos de ensayo de 16 x160 mm 

• Tubos de ensayos de vidrio borosilicato clase A de 16 x 160 mm 

• Láminas para cámara de   Neubauer milimetradas. 

• Asa de Kolle con aro de nicrón 

• Viales de vidrio para conservación de cepas o viales de polipropileno autoclavables. 

• Bolsas de primer uso con cierre hermético 

• Bagueta de vidrio para agitación. 

• Bombilla o succionador de pipetas 

• Mechero de vidrio. 

• Algodón  

Medios de Cultivo 

• Caldo Sabouraud (MERCK) 

• Agar Cuenta Gérmenes o Plate Count Agar (MERCK). 
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• Agua peptonada 0.10% (MERCK). 

• Agar CYG (Medio carbonato-extracto de levadura-glucosa) (MERCK). 

• Caldo Acetobacter (MERCK) 

• Caldo MRS (MERCK) 

• Caldo YG (extracto de levadura-glucosa) (MERCK) 

Equipos  

• Incubadora ICULLE. 

• Estufa de convección forzada MEMMERT. 

• Microscopio óptico DM 500 LEICA. 

• Balanza de precisión SARTORIUS de 2100 g. 

• Multiparámetro: T°, pH y oxígeno disuelto 

• Autoclave digital de 20 litros 

• Agitador vórtex 

• Congeladora (-20°C) 

• Tanque de nitrógeno líquido 

• Cámara fotográfica digital 

Reactivos   

• Agua destilada. 

• Aceite de inmersión. 

• Set de coloración GRAM. 

• Alcohol yodado. 

• Ron de quemar 

2.4. Metodología 

En el presente estudio se usó métodos y técnicas microbiológica para aislar y cuantificar 

a los microorganismos presentes en la fermentación espontánea del cacao criollo (T. 

cacao). Las técnicas empleadas para la siguiente investigación fueron: 

a) Aislamiento de la microbiota presente en la fermentación del cacao criollo (T. cacao) 

fino de aroma. 
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b) Caracterización macroscópica y microscópica de la microbiota presente en la 

fermentación espontánea del cacao criollo.  

c) Recuento de la microbiota presente en la fermentación espontánea del cacao criollo. 

El procedimiento seguido para el desarrollo de la presente investigación según las 

técnicas microbiológicas empleadas fue el siguiente: 

Recolección de la muestra: 

Se recolectaron alrededor de 100 gramos de pulpa de cacao en baba cada doce (12) horas, 

posteriormente se extrajo los granos de cacao y se inició con la fermentación espontánea 

desde un tiempo cero hasta el séptimo día de duración del proceso, donde se obtuvo en 

total 15 muestras de cacao. 

Para la toma de muestra de los granos de cacao, se abrió el fruto de forma manual y en 

estrictas medidas de asepsia se extrajeron los granos de cacao en baba y se colocaron en 

un frasco estéril. Luego se consideró como tiempo cero el inicio del proceso de 

fermentación en las cajas ubicadas en el Centro de Beneficio de APROCAM. 

Para la recolección de muestras durante la fermentación desde la segunda toma de muestra 

a las 12 horas hasta el séptimo día, se realizaron con la ayuda de un cucharón de mango 

largo de fácil limpieza y desinfección, se recolectaron las muestras en la superficie y a 25 

cm de profundidad de la masa de fermentación en cinco puntos diferentes del cajón. 

Las muestras se colocaron en bolsas de plástico resistentes y con cierre hermético y se 

transportaron en nitrógeno líquido hasta el laboratorio para su análisis microbiológico. 

Posteriormente las muestras en el laboratorio se sometieron a siembra y aislamiento de la 

carga microbiana. 

Aislamiento de microorganismo: 

Se preparó la muestra, pesando asépticamente 20 gramos de pulpa de cacao que fueron 

lavados en 90 ml de agua peptonada al 0.1% mezclados manualmente por un minuto. 

Enriquecimiento de la muestra en caldos de cultivo selectivos: Se tomaron 10 ml de la 

muestra preparada y se sembró en 90 ml de caldo papa dextrosa (para levaduras), caldo 
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acetobacter y caldo YG (para BAA) y caldo MRS y caldo M17 (para BAL). Se incubaron 

los frascos a una temperatura de 30 °C por 2 a 7 días. Se tendrá en cuenta que para la 

incubación de BAL se debe considerar un ambiente microaerofílico. 

Identificación y selección de las colonias microbianas: Se realizaron una coloración 

GRAM a las colonias que presentaron diferentes características fenotípicas, 

identificándose Bacilos GRAM positivos, Bacilos GRAM negativos y células ovoides 

típicas de levaduras. Finalmente, se verificó la pureza de los cultivos (cultivos axénicos), 

sembrándose nuevamente las colonias identificadas al microscopio en medios de cultivo 

selectivos y diferenciales para luego ser seleccionadas y conservadas en nitrógeno líquido 

en viales con medios de cultivo Agar Sabouraud (levaduras) y Agar extracto de levadura 

(bacilos bacterianos). Luego de ello se reactivaron todas las cepas seleccionadas para la 

identificación bioquímica. 

Recuento de microorganismo: 

Para el recuento se pesó 20 gramos de pulpa de cacao y se lavaron en 90 ml de agua 

peptonada al 0.1%, mezclando manualmente por un minuto. Luego se tomó 1 ml de la 

mezcla y se agregó 9 ml de diluyente agua peptonada al 0.1% hasta obtener la dilución 

10-2, continuándose con las demás diluciones seriadas.  

Posteriormente se sembró por duplicado 1ml de cada una de las muestras diluidas por la 

técnica de siembra por incorporación y 0,1 ml para la siembra en superficie en los medios 

de cultivo de Agar Sabouraud (para levaduras), Agar MRS y ROGOSA (para BAL) y 

Agar CYG, RAE, DMS y MEP (para BAA). Se tuvo en cuenta el pH comprendido entre 

4 a 5.6 de los medios utilizados. Las placas fueron incubadas por 2 a 7 días a temperaturas 

de 28 a 30°C, según la técnica de recuento de Romero et al. (2012) y Sengun et al. (2009). 

Para la incubación y aislamiento de los BAL, se deberá considerar en condiciones de 

microaerofilia. 

Recuento en placa de los microorganismos aislados: Luego, se realizó el recuento de las 

placas donde hubo crecimiento microbiano, identificando tanto levaduras como bacterias 

en los diferentes días de fermentación. Se realizó una coloración GRAM a las colonias 

que presentaron diferentes características fenotípicas, identificándose Bacilos GRAM 

positivos, Bacilos GRAM negativos y células ovoides típicas de levaduras. Se reportó el 
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recuento de microorganismos en unidades formadoras de colonia (UFC/ml o g). 

Finalmente, se verificó la pureza de los cultivos, sembrándose nuevamente las colonias 

identificadas al microscopio en medios de cultivo selectivos y diferenciales para luego 

ser seleccionadas y conservadas en nitrógeno líquido en viales con medios de cultivo 

Agar Sabouraud (levaduras) y Agar extracto de levadura (bacilos bacterianos). 

2.5. Análisis de datos 

Para realizar el análisis de datos, en la presente investigación, se aplicó estadística 

descriptiva con la finalidad de caracterizar las variables de estudio, así mismo se 

construyeron tablas y figuras para ilustrar los datos. 

 

 



24 

 

III. RESULTADOS 

3.1. Identificación y cuantificación de microorganismos en la fermentación espontánea 

de cacao en el distrito de La Peca 

Tabla 1. Microorganismos identificados en la fermentación espontánea del cacao criollo 

del distrito de La Peca. 

Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

Acetobacter sp. Leuconostoc sp. Saccharomyces sp. 

Gluconobacter sp. Lactobacillus sp. Pichia sp. 

  Candida sp. 

  Hanseniaspora sp. 

Después del aislamiento de los microorganismos en el distrito de La Peca en el medio 

Sabouraud a levaduras, MRS para las bacterias ácido acéticas y YGC para bacterias ácido 

acéticas logrando identificar según la morfología de los microorganismos; en la tabla 01 

se observa que en el cacao en baba durante el proceso de fermentación se presentaron a 

las Bacterias Acido Acéticas de los siguientes géneros; Acetobacter sp. y Gluconobacter 

sp. a las bacterias acido lácticas; Leuconostoc sp. y Lactobacillus sp. y las levaduras 

Saccharomyces sp.; Pichia sp.; Candida sp.; Hanseniaspora sp.  

Tabla 2. Recuento de microorganismos aislados del proceso de fermentación espontánea 

del cacao criollo del distrito de La Peca. 

Día Tiempo (h)  Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

0 0 1.37E+04 1.67E+02 0 

1 12 3.97E+03 3.30E+00 2.20E+03 

1 24 1.95E+04 7.63E+04 1.76E+04 

2 36 6.98E+04 3.07E+05 2.30E+04 

2 48 1.67E+05 3.67E+05 1.30E+06 

3 60 1.73E+07 4.87E+08 6.60E+07 

3 72 3.55E+07 6.70E+03 8.00E+06 

4 84 7.82E+03 3.30E+02 1.41E+05 

4 96 1.70E+04 3.30E+04 3.00E+04 
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5 108 6.99E+04 1.67E+04 2.00E+05 

5 120 1.97E+05 3.30E+04 3.70E+05 

6 132 2.15E+05 1.00E+04 6.00E+06 

6 144 1.99E+05 8.00E+05 8.00E+07 

7 156 4.00E+07 1.67E+05 0 

7 168 3.43E+08 0 0 

8 180 In 6.70E+07 3.00E+07 

En la tabla 2 y figura 2 se muestra el recuento de microorganismos aislados en el proceso 

de fermentación del cacao criollo donde es observó la variación en las cargas microbianas 

durante el proceso. Estas variaciones están representadas mediante el crecimiento en los 

medios de cultivos para levaduras, BAA y BAL. 

 

Figura 2. Cargas microbianas en el proceso de fermentación de cacao (distrito La Peca) 

El día 0, tiempo 0 corresponde a la presencia de microorganismos del cacao en baba al 

momento del ingreso al cajón fermentador, en donde se observa la presencia de bacterias 

ácido lácticas, y bacterias ácido acéticas. A partir del día 1, tiempo 12 hasta el día 6 tiempo 

144, existe la presencia de levaduras, mismas que, junto a la presencia de bacterias ácido 

lácticas, y bacterias ácido acéticas muestran una dinámica propia de crecimiento.  
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Para los días 7, tiempo 156 y día 7 a las 168 horas transcurridos el proceso de 

fermentación, se observa que las levaduras y las bacterias ácido lácticas desaparecen, no 

así bacterias ácido acéticas aumentan de forma exponencial. El día 8, está relacionado a 

los datos de presencia de microorganismos encontrados al inicio del proceso de secado.  

3.2. Identificación y cuantificación de microorganismos de la fermentación espontánea 

de cacao en el Distrito de Copallín 

Tabla 3. Microorganismos identificados en la fermentación espontánea del cacao criollo 

del distrito de Copallín. 

Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

Acetobacter sp. Leuconostoc sp. Saccharomyces sp. 

Gluconobacter sp. Lactobacillus sp. Pichia sp. 

  Candida sp. 

  Hanseniaspora sp. 

Se identificaron según la morfología de los microorganismos a las Bacterias Acido 

Acéticas; Acetobacter sp. y Gluconobacter sp. a las bacterias acido lácticas; Leuconostoc 

sp. y Lactobacillus sp. y por último a las levaduras Saccharomyces sp.; Pichia sp.; 

Candida sp.; Hanseniaspora sp.  

Se muestra el recuento de microorganismos aislados del proceso de fermentación 

espontánea del cacao criollo provenientes de Copallín, donde es reporta la variación en 

las cargas microbianas en el proceso de fermentación de cacao. Estas variaciones están 

representadas mediante el crecimiento en agar Sabouraud para levaduras, agar MRS para 

bacterias ácido lácticas; y agar YGC para bacterias ácido acéticas. 
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Tabla 4. Recuento de microorganismos aislados del proceso de fermentación espontánea 

del cacao criollo del distrito de Copallín. 

 

El día 0, tiempo 0 corresponde a la presencia de microorganismos del cacao en baba al 

momento del ingreso al cajón fermentador, en donde se observa la presencia de bacterias 

ácido lácticas, y bacterias ácido acéticas (ver fig. 3). A partir del día 1, tiempo 12 hasta el 

día 6 tiempo 144, existe la presencia de levaduras, mismas que, junto a la presencia de 

bacterias ácido lácticas, y bacterias ácido acéticas muestran una dinámica propia de 

crecimiento. Para los días 7, tiempo 156 y día 7 a las 168 horas transcurridos el proceso 

de fermentación, se observa que las levaduras y las bacterias ácido lácticas desaparecen, 

no así bacterias ácido acéticas aumentan de forma exponencial. El día 8, está relacionado 

a los datos de presencia de microorganismos encontrados al inicio del proceso de secado.  

 

 

Día Tiempo (h)  Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

     

1 12 3.97E+03 3.20E+00 2.20E+03 

1 24 1.85E+04 7.63E+04 1.76E+04 

2 36 6.78E+04 3.07E+05 2.30E+04 

2 48 1.57E+05 3.87E+05 1.30E+06 

3 60 1.73E+07 4.97E+08 6.60E+07 

3 72 3.35E+07 6.70E+03 8.00E+06 

4 84 7.82E+03 3.30E+02 1.41E+05 

4 96 1.70E+04 3.30E+04 3.00E+04 

5 108 6.89E+04 1.67E+04 2.00E+05 

5 120 1.97E+05 3.30E+04 3.70E+05 

6 132 2.25E+05 1.00E+04 7.00E+06 

6 144 1.99E+05 8.00E+05 9.00E+07 

7 156 4.00E+07 1.67E+05 0 

7 168 3.33E+08 0 0 
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Figura 3. Cargas microbianas en el proceso de fermentación de cacao (distrito de 

Copallín). 

3.3. Identificación y cuantificación de microorganismos de la fermentación espontánea 

de cacao en el Distrito de Aramango 

Tabla 5. Microorganismos identificados en la fermentación espontánea del cacao criollo 

del distrito de Aramango. 

Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

Acetobacter sp. Lactobacillus sp. Saccharomyces sp. 

  Hanseniaspora sp. 

Se identificó según la morfología de los microorganismos a las Bacterias Acido Acéticas; 

A. aceti a las bacterias acido lácticas; L. plantarum y por último a las levaduras S. 

cerevisiae, H. uvarum. 
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Tabla 6. Recuento de microorganismos aislados del proceso de fermentación espontánea 

del cacao criollo del distrito de Aramango 

Día Tiempo (h)  Bacilos ácido-acéticos Bacilos ácido-lácticos Levaduras 

0 0 8.00E+00 2.70E+02 3.10E+04 

1 12 9.00E+00 2.80E+02 3.10E+04 

1 24 9.00E+00 2.80E+02 3.00E+04 

2 36 9.00E+00 3.00E+02 3.20E+04 

2 48 1.60E+01 3.30E+02 4.20E+05 

3 60 1.80E+01 4.10E+02 5.60E+05 

3 72 2.50E+02 4.70E+03 7.00E+06 

4 84 2.60E+02 4.70E+03 7.80E+06 

4 96 2.80E+02 4.70E+04 8.00E+06 

5 120 1.90E+03 3.60E+05 2.50E+04 

5 132 2.50E+04 4.00E+04 5.00E+04 

6 144 2.40E+04 4.10E+04 6.00E+04 

6 150 1.90E+06 8.00E+04 8.00E+03 

7 156 4.00E+07 6.70E+03 7.00E+03 

7 168 5.00E+07 5.70E+03 5.00E+03 

8 180 4.40E+08 5.70E+02 3.20E+03 

8 192 3.90E+08 5.00E+02 5.00E+02 

Se observa el recuento de microorganismos la variación en las cargas microbianas durante 

el proceso de fermentación de cacao. Estas variaciones están representadas mediante el 

crecimiento de levaduras en agar Sabouraud, bacterias ácido lácticas en agar MRS; y 

bacterias ácido acéticas en agar YGC. 
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Figura 4. Cargas microbianas en el proceso de fermentación de cacao (distrito de 

Aramango) 

El día 0, tiempo 0 corresponde a la presencia de microorganismos del cacao en baba al 

momento del ingreso al cajón fermentador, en donde se observa la presencia de bacterias 

ácido lácticas, y bacterias ácido acéticas. A partir del día 1, tiempo 12 hasta el día 6 tiempo 

144, existe la presencia de levaduras, mismas que, junto a la presencia de bacterias ácido 

lácticas, y bacterias ácido acéticas muestran una dinámica propia de crecimiento. Para los 

días 7, tiempo 156 y día 7 a las 168 horas transcurridos el proceso de fermentación, se 

observa que las levaduras y las bacterias ácido lácticas desaparecen, no así bacterias ácido 

acéticas aumentan de forma exponencial. El día 8, está relacionado a los datos de 

presencia de microorganismos encontrados al inicio del proceso de secado. 

En la tabla 6 se muestra la variación de las cargas microbianas durante el proceso de 

fermentación de cacao. Estas variaciones están representadas mediante el crecimiento de 

levaduras en agar Sabouraud, bacterias ácido lácticas en agar MRS; y bacterias ácido 

acéticas en agar YGC. Durante el análisis microbiológico se observó que el crecimiento 

de los microorganismos no se evidencia salvo en el tiempo 156, 168 y 180 el crecimiento 

bacterias ácido acéticas. 
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IV. DISCUSIÓN 

Se determinó la presencia y cuantificación de muestras de cacao procedentes de tres 

distritos de la provincia de Bagua donde mediante técnicas microbiológicas se aislaron y 

cuantificaron a los microorganismos tomados cada 12 horas durante el proceso 

fermentativo. De tal manera los resultados obtenidos son objeto de discusión en 

comparación a los trabajos de investigación que se muestran a continuación: 

Pese a que, investigaciones como las de Cleenwerck et al., (2008) realizadas en Ghana, 

identificó en la fermentación espontánea de cacao en la presencia de los siguientes grupos 

de bacterias: BAA y BAL; en la presente investigación se identificaron también: BAA y 

BAL, para los 3 distritos, mostrándose así que, en cacao en baba la fermentación está 

influenciada por al menos los grupos de bacterias BAA y BAL. 

Respecto a la presencia de bacilos ácido acéticos, identificados en la fermentación 

espontánea en cacao de baba en Ghana (Cleenwerck et al., 2008), guarda una mayor 

relación con la presente investigación por la coincidencia en la presencia de Acetobacter 

sp., así también, coincide por lo mencionado por Ardhana y Fleet (2003), para quienes 

Acetobacter y Gluconobacter se encuentran comúnmente en la fermentación de granos de 

cacao. 

En los microrganismos identificados como BAL los lactobacilos denominados con 

Leuconostoc, Pediococcus y Lactococcus en la presente investigación. Ardhana, (2003) 

estudió la ecología microbiana de la fermentación del grano (cultivares Forastero y 

Trinitario) en tres fermentadores comerciales en Java Oriental, Indonesia, en intervalos 

de 12 horas durante todo el proceso, concluyendo que los primeros 2-3 días de 

fermentación se caracterizan por el crecimiento sucesional de varias especies de hongos 

filamentosos, levaduras, bacterias de ácido láctico y bacterias de ácido acético. Las 

principales especies encontradas fueron P. citrinum, K. apis, S. cerevisiae, C. tropicalis, 

L. cellobiosus, L. plantarum y A. pasteurianus. Mientras que las últimas etapas de la 

fermentación estuvieron dominadas por la presencia de especies de Bacillus, en su 

mayoría B. pumilus y B. licheniformis, géneros coincidentes con la presente investigación.             
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En el grupo de las levaduras se identificó S. cerevisiae, H. uvarum, Saccharomyces sp, 

Pichia sp, Candida sp, Hanseniaspora sp., datos coincidentes con los encontrados por 

Nielsen et al. (2007), quien identificó durante las primeras 24 horas los mismos géneros 

mencionados. La Hanseniaspora sólo se le encuentra ocasionalmente en las fases 

posteriores, al igual que la presente investigación. 

Nielsen et al. (2007), identificó también las levaduras C. zemplinina, C. silvae, C. 

zemplinina, reportada en un tiempo entre 36 a 38 horas y a S. cerevisiae y P. 

membranaefaciens, dominando al final de la fermentación; géneros de levaduras 

coincidentes con la presente investigación, a nivel de Candida y Saccharomyces. El 

género Pichia sp. No se presentó en ninguno de los lugares ni en ninguno de los tiempos 

de fermentado de baba de cacao en la presente investigación. 

Miescher (2016), examinó la biodiversidad microbiana de la fermentación de granos de 

cacao por aislamiento de microorganismos en regiones productoras de cacao, seguido por 

MALDI-TOF MS en Suiza provenientes de Brasil, identificó Lactobacillus plantarum y 

Lactobacillus fermentum; géneros presentes también en la presente investigación para las 

3 zonas de estudio: La Peca, Copallín y Aramango.  

Pereira et al. (2012), realizaron una investigación de fermentaciones espontáneas de cacao 

en grano en recipientes de plástico y de acero inoxidable, informando que el BAL y las 

levaduras se desarrollaron simultáneamente, al igual que lo sucedido en esta investigación 

para el caso de los 3 distritos.  

Así también Pereira et al. (2012) menciona que las BAL alcanzaron una población 

máxima de 8 log UFC g-1 después de 12 h de fermentación; mientras que en esta 

investigación alcanzaron un promedio de 9 log UFC g-1 en promedio después de 12 horas 

de transcurrida la fermentación.  

Respecto a la cuantificación de BAA, mientras que en la investigación de Pereira et al. 

(2012), la población de BAA comenzó a desarrollarse después de 12 h con 5.20 log UFCg-

1 en depósitos cónicos y 6.36 log UFC g-1 de acero inoxidable, en la presente investigación 

se desarrolló AAB a las 48 horas con 5 log UFC g-1en cajas fermentadoras de madera.  
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Papalexandratou et al. (2011), mencionaron que los recuentos de levadura y BAL se 

mantiene en niveles altos a lo largo de las fermentaciones de la plataforma, al igual que 

en esta investigación donde a los 7 días se obtuvieron valores de hasta 3.20E+03 y 

4.40E+08 de   levadura y BAL respectivamente. 

Así mismo, Camu et al., (2007), identificaron   la dinámica del crecimiento de, BAL BAA 

y Levaduras, en donde, el recuento muestra un mayor crecimiento para BAL, no así para 

BAA y Levaduras donde la población disminuye ligeramente con la fermentación 

prolongada y a veces se estabiliza, tal como se muestra en los resultados provenientes de 

la fermentación espontánea en cajones de madera realizados en el presente estudio.  
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V. CONCLUSIONES 

En el grupo de las levaduras durante el proceso de la fermentación se identificó los 

géneros Saccharomyces sp, Hanseniaspora sp, Saccharomyces sp, Pichia sp, Candida sp, 

Hanseniaspora sp. 

En el caso de las bacterias ácido lácticas aisladas se identificaron los géneros 

Lactobacillus sp, Leuconostoc sp. Lactobacillus sp. 

En cuando a las bacterias ácido acéticas aisladas los microorganismos identificados 

pertenecían a los géneros Acetobacter sp y Gluconobacter sp. 
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VI. RECOMENDACIONES 

Realizar la identificación molecular de las cepas aisladas.  

Identificar las actividades bioquímicas de cada especie dentro del proceso de 

fermentación y su importancia en la generación de sabor y aroma del chocolate.  
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ANEXOS 

Anexo A. Método para tinción 

Tinción Gram:  

Para lograr la tinción Gram, primero se agrega el cristal violeta, de tal manera que se 

cubra el extendido bacteriano a su totalidad, luego se deja actuar por 60 segundos. 

Seguidamente se agrega el Lugol, solo la cantidad suficiente y se deja actuar por 60 

segundos, a continuación, se enjuaga con agua y se agrega una o dos gotas de alcohol-

acetona e inmediatamente se enjuaga con agua corriente. Posteriormente se agrega 

Safranina, solo la suficiente, y se deja actuar durante 60 segundos, luego se enjuaga con 

agua y se deja secar a temperatura ambiente, para finalmente observar en un microscopio 

óptico con un objetivo 100X usando aceite de inmersión. 

Anexo B. Galería fotográfica 

 

Fotografía 1. Toma de muestra de cacao en fermentación 
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Fotografía 2. Muestras de cacao fermentado en bolsas de primer uso cada 12 horas 

 

Fotografía 3. Preparación de materiales y medios de cultivo 

 

Fotografía 4. Procesamiento de las muestras de cacao recolectadas de las cajas de 

fermentación en APROCAM 
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Fotografía 5. Proceso de reactivación de los cultivos microbianos seleccionados 

 

Fotografía 6. Recuento de colonias de microorganismos de granos de cacao fermentado 

 

Fotografía 7. Medios de cultivo líquidos para la reactivación de las cepas aisladas y 

seleccionadas para el cultivo iniciador 



46 

 

 

Fotografía 8. Observación de las características culturales de las colonias y recuento de 

levaduras 

 

Fotografía 9. Observación de las características culturales de las colonias y recuento de 

bacterias 
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Fotografía 10. Observación microscópica de levaduras seleccionadas como cepas puras 

Fotografía 11. Observación microscópica de bacterias seleccionadas como cepas puras 

(BAL) 

 

Fotografía 12. Observación microscópica de bacterias seleccionadas como cepas puras 

(BAA) 
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Fotografía 13. Observación microscópica de levaduras de Saccharomyces cerevisiae, 

células grandes, ovaladas, algunas en gemación 

 

Fotografía 14. Observación microscópica de bacilos Gram negativas, bacilos cortos y 

pequeños 

 

Fotografía 15. Observación microscópica de cocos Gram positivos, forma de 

agrupación diplococo y tétrada. También se observas células aisladas. 
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Fotografía 16. Observación microscópica de cocobacilos Gram positiva 

 

Fotografía 17. Observación microscópica de bacilos Gram positivos, se observan 

células individuales y en cadenas 

 

Fotografía 18. Observación microscópica de levaduras, formas ovoides y grandes 
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Fotografía 19. Observación microscópica de bacilos pequeños Gram negativos 

 

Fotografía 20. Observación microscópica de bacilos cortos y gruesos Gram positivos, 

 

Fotografía 21. Observación microscópica de bacilos pequeños Gram positivos 
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Fotografía 22. Observación microscópica de levaduras, células ovoides y medianas 

 

Fotografía 23. Conservación de microorganismos seleccionados para el cultivo iniciador  
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Fotografía 24. Diagrama de la metodología utilizada para realizar las diluciones para la 

siembra en los 3 medios de cultivo diferenciales (Siembra por triplicado) 


