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Resumen

La fermentacion de granos de cacao es un proceso espontaneo de post cosecha
muy importante para el desarrollo de aroma y sabor a chocolate el cual involucra
un sin numero de actividades microbianas complejas. En el presente estudio se
identifican los microorganismos presentes en granos de cacao antes, durante y
después del proceso de fermentacién aplicando dos métodos: el analisis de se-
cuenciamiento de ADN vy la espectrometria de masas MALDI TOF/TOF. Dentro del
grupo de bacterias y levaduras predominantes identificadas por el primer método
se encontro a Lactobacillus plantarum (29%), L. brevis (18%), Bacillus cereus (15%),
Pediococcus acidilactici (12%), y Pichia kudriavzevii (100%). Asimismo se caracterizd
por huella de masas las secuencias peptidicas mas importantes de cada cepa iden-
tificada. Por otro lado, aplicando el segundo método, se identificaron 57 especies
de microorganismos, siendo el 73.7% especies bacterianas y el 26.3% especies
de levaduras. Adicionalmente se detectaron secuencias peptidicas de la proteina
vicilina responsable del aroma caracteristico de los granos de cacao fermentados
y a la proteina albumina de 21KDa.

Abstract

Cocoa beans fermentation is a spontaneous process of post-harvest very important
for the development of chocolate aroma and flavor, which involves a number of
complex microbial activities. In this work, we identify the microorganisms present
in cocoa beans before, during and after the fermentation process, applying DNA
sequencing analysis and MALDI TOF / TOF mass spectrometry. With the first method,
the predominant bacteria and yeast identified were Lactobacillus plantarum (29%),
L. brevis (18%), Bacillus cereus (15%), Pediococcus acidilactici (12%), and Pichia ku-
driavzevii (100%). The most important peptide sequences of each identified strain
by mass fingerprint were characterized too. By the second method, 51 species of
microorganisms being 73.7% bacterial species and 26.3% yeast species were identi-
fied. Additionally peptide sequences responsible Vicilin protein characteristicaroma
of the fermented cocoa beans and the albumin protein of 21KDa were detected.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie econd-
micamente importante, cultivada por mdas de 6 millones
de agricultores a nivel global, ademas es el medio de sub-
sistencia para mas de 40 millones de personas, y aproxi-
madamente entre el 80 - 90% de la produccién mundial
de cacao proviene de pequefios productores (Wickra-
masuriya & Dunwell 2018). Aunque, los granos de cacao
son la fuentes principal para la produccién de chocolate
y otros derivados, ellos no contienen los determinantes
del aroma y sabor del chocolate, sino que es necesario
un procesamiento post-cosecha (fermentacion, secado y
tostado) para la obtencién del sabor (Wickramasuriya &
Dunwell 2018, Lima etal. 2011, Camu etal. 2007 & Camu
etal. 2008).

El proceso de fermentacion es llevado a cabo por una
sucesion de varias especies de levaduras, bacterias acido
lacticas (BAL), bacterias acido acéticas (BAA) (Arana et
al. 2015, Bortolini et al. 2016) y, posiblemente, especies
de Bacillus, otras bacterias y hongos filamentosos (Ho et
al. 2014, 2015) que influenciarian en la calidad del pro-
ducto (Moreira et al. 2013 & Visintin et al. 2015). Al final
de la fermentacién se producen los precursores del sa-
bor como son los acidos organicos, azucares reducidos y
aminodacidos libres, asimismo la disminucion de polife-
noles y alcaloides presentes en el grano de cacao fresco
que dan lugar al amargor y astringencia desagradable
(Wickramasuriya & Dunwell 2018).

En el proceso fermentativo del cacao han sido repor-
tadas las levaduras Saccharomyces cereviciae (Ardhana &
Fleet et al. 2003, Lima et al. 2011, Moreira et al. 2013 &
Visintin et al. 2015), Hanseniaspora guilliermondii, Pichia
kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus (Ho et al. 2014,
2015); las bacterias acido lacticas Lactobacillus planta-
rumy L. fermentum (Camu et al. 2007, 2008; Lefeber et
al. 2011, Lima et al. 2011, Moreira et al. 2013, Ho et al.
2014, 2015 & Visintin et al. 2015), las bacterias acido
acéticas Acetobacter pasteurianus (Camu et al. 2008; Le-
feber etal. 2011), A. aceti (Lima etal. 2011), y otras como
Bacillus cereus, B. subtilis, B. pumilis (Ardhana & Fleet et
al. 2003; Lima et al. 2011).

La espectrometria de masas del tipo ionizacién/des-
orcion de laser asistida por matriz con tiempo de vuelo
(MALDI-TOF MS) es una técnica alternativa para la iden-
tificacion de microorganismos (Sun et al. 2006, Miescher
et al. 2016, Pedrozo et al. 2017) que tiene un nimero
de ventajas en rapidez, costo y eficiencia, cuando se le
compara con los métodos basados en el secuenciamiento
de ADN y cultivo tradicional (Bohme et al. 2013). Sch-
midt et al. (2009) mencionan que existen dos métodos
principales para el analisis de proteinas de bacterias por
MS. El método de perfil de proteinas intactas (IPP), que
determina las masas moleculares de proteinas intactas,
mientras que la combinacion de péptidos resultantes a
partir de proteinas digeridas por enzimas son analizados
mediante el mapeo de masas shotgun (SMM).

En este trabajo, estudiamos la diversidad microbiana
presente durante el proceso fermentativo de los granos

de cacao empleando el secuenciamiento del gen ADNr
16S y la region ITS para la identificacion de bacterias y
levaduras respectivamente, asimismo se caracterizan
estos microorganismos a través de sus secuencias pepti-
dicas mediante la espectrometria de masas (MALDI-TOF
MS). Adicional se realiza un analisis metaprotedmico,
identificar otros microorganismos que puedan presen-
tarse en este proceso e identificar secuencias peptidicas
de precursores de aroma en el grano de cacao.

Material y métodos

Descripcion de la zona de muestreo y toma de
muestra.- La toma de muestras se realizé en octubre
2016 y diciembre 2017, en el centro de acopio de la Aso-
ciacion Regional de Productores de Cacao de Tumbes
(ARPROCAT), ubicada en el departamento de Tumbes,
provincia de Zarumilla en la Villa Ufia de Gato (3°32'18"S,
80°13'50"W).

Se evaluaron dos cajones fermentadores (var. Criollo
y Forastero), de los cuales se colectaban de 3 - 4 granos
de cacao cada dia durante los 8 dias que dur¢ el proce-
so de fermentacion y se depositaron en tubos Falcon®
que contenfan 30 mL de solucién Ringer (Visintin et al.
2015) y medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe). Ademas, al
final del proceso, se colectaron y almacenaron en bolsas
herméticas granos fermentados y secos. Las muestras
fueron procesadas en las instalaciones del laboratorio
IncaBiotec SAC.

Aislamiento y purificacion de microorganismos
presentes en el proceso fermentativo de los granos
de cacao.- Aplicando técnicas microbiolégicas conven-
cionales se procedi6 a realizar los aislamientos y puri-
ficaciones respectivas realizando diluciones seriadas,
siembra en placa por esparcimiento y siembra por es-
triado en superficie en medios de cultivo YPD (extracto
de levadura, peptona y dextrosa), MRS (Man, Rogosa y
Sharpe) y YGC (extracto de levadura, glucosa y carbona-
to de calcio), sembrandose en cada medio 25 puL de las
diluciones 10*y 10° (Melo et al, 2012). Las cepas puras
fueron duplicadas y una réplica se conservé a -20 °C con
15% de glicerol y la otra replica fue utilizada para su ex-
tracciéon de ADN genémico.

Extraccion de ADN gendmico bacteriano.- Se aplico
solucién salina tamponada con fosfato (PBS 1X) para la ex-
traccion de ADN gendmico, se centrifugé 1 mL de cultivo
bacteriano de 24 h de crecimiento a 10000 rpm por 2 min,
luego se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 el sedi-
mento con 500 pL de PBS 1X. Posteriormente se centrifu-
g6 a 10000 rpm por 2 min y se descart6 el sobrenadante.
El pellet resuspendido con 200 uL de TE 1X (Tris-EDTA)
se llev6 a ebullicién durante 10 min e inmediatamente se
coloco sobre hielo por 5min. Se centrifugd a 10000 rpm
por 2min. Se transfirié 100 pL del sobrenadante a un nue-
vo microtubo y se le afladié 1pL de ARNasa (0.1 mg/mL).
Se incub6 a 65 °C por 15 min y se conservé a -20 °C.

Amplificacién del Gen 16S ADNr mediante la PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa).- El ADN ex-
traido se utilizé para realizar la PCR y amplificar el gen
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ADNr 16S. El mix de reaccién 25 uM contiene Buffer
Taq 1X, MgCl2 a 1.5 mM, dNTPs a 0.2 mM, primer 27F
(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) a 0.36 uM y primer 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) a 0.36 puM (Galkiewicz,
2008), 0.5 U de Taq ADN polimerasa recombinante, 2 pL
de ADN y agua libre de nucleasas. La programacion en el
termociclador (BIOMETRA UNO-Thermoblock) fue: tem-
peratura de pre-desnaturalizacion de 95 °C por 5 min;
35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30 seg, hibri-
dacién a 58 °C por 45 seg y polimerizaciéon de 72 °C por
1 min 30 seg, ademas un paso final de Extension de 72 °C
por 4 min y conservacion a 4 °C.

Extraccion de ADN genomico de levaduras.- Se ex-
trajo ADN de levaduras a partir de 1 mL de cultivo puro
de 24 h de crecimiento y se empled el siguiente proto-
colo: se macera el cultivo celular y se le adiciona 100 pL
de buffer de lisis (200 mM de acetato de litio y 1% de
dodecil sulfato de sodio (SDS)), se mezclé suavemente e
incub6 a 70 °C por 15 min en bafio maria.

Se centrifug6 a 13000 rpm por 3 min. Se transfiri6é 90
uL del sobrenadante a un nuevo microtubo y se le adicio-
né 300 pL de etanol al 95%, se mezclé y se centrifugé a
13000 rpm por 1 min. Se eliminé el sobrenadante y el pe-
llet se resuspendi6 en 100 pL de solucién TE 1X. Luego
se centrifugd a 13000 rpm por 1 min. El sobrenadante se
transfirié a un nuevo microtubo, se agregd 1 pL. de ARNasa
e incubo por 30 min a 37 °C. El ADN se conservo a -20 °C.

Amplificacion de la region ITS (espaciador trans-
crito interno) mediante la PCR (Reaccién en cadena
de la polimerasa).- El ADN extraido se utiliz6 para rea-
lizar la PCR y amplificar la regién ITS. El mix de reaccién
de 25 pM contiene: Buffer Taq 1X, MgCl2 a 1.5mM; dNTP's
a 0.2 mM; primer ITS1 a 0.36 uM (TCCGTAGGTGAACCT-
GCGG) y ITS4 a 0.36 uM (TCCTCCGCTTATTGATATGC), 0.5
U de Taq DNA polimerasa, 2 pL. de ADN y completado con
agua ultra pura. La programacion del termociclador (BIO-
METRA UNO-Thermoblock) fue: temperatura de pre-des-
naturalizaciéon a 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
desnaturalizacién de 94 °C por 45 seg, hibridacién de 54
°C por 35 seg y polimerizacién 72 °C por 45 seg, ademas
extension final de 72 °C por 5 min y conservacién a 4 °C.

Secuenciamiento y andlisis de resultados.- Los
productos de PCR fueron confirmados en gel de agaro-
sa al 1.5%, luego fueron enviados a Macrogen Inc. para
su secuenciacion. Finalmente las secuencias fueron ali-
neadas con el banco de datos en linea Nucleotide BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National
Center for Biotechnology Information; https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Anadlisis protedmico mediante Espectrometria de
Masas del tipo Ionizacion/Desorcion de Laser Asisti-
da por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF MS

Huella de masas peptidicas de cepas aisladas por
Maldi MS.- Se emple6 el protocolo de lavado celular des-
crito por Schmidt et al. (2009) con previas modificacio-
nes. Luego, 1 pL de células son depositadas en la placa
MALDI OptiTof™ por triplicado, y se dejé secar. Se agregé
1 pL de soluciéon matriz de acido sinapinico (AS) y se dejé

secar. Para el caso de las levaduras, se aplicé un paso adi-
cional de lisis antes de ser depositado en la placa MALDI
OptiTof™. Los espectros de masa fueron obtenidos utili-
zando el espectrometro de masas MALDI-TOF (5800, AB
SCIEX System), los espectros fueron captados modo MS,
lineal positivo con una intensidad de 4500 dentro de un
rango de masas entre 2000 a 18000 m/z (Béhme et al.
2013, Quintela-Baluja et al. 2013).

Las masas en comun fueron analizadas en el progra-
ma en linea Speclust, (http://co.bmc.lu.se/speclust/ 189
cluster.pl) (Santos et al. 2015). Se examinaron cuatro es-
pectros por muestra con un error de medicién de +3Da
(Bohme et al. 2013).

Analisis de mapeo de masas Shotgun por MALDI
TOF/TOFE.- Para el siguiente analisis se empled el proto-
colo desarrollado por Schmidt et al. (2009) con previas
modificaciones (el acido alfa-ciano-4-hidroxi cinamico
(CHCA) se us6 como matriz).

Los péptidos tripsinados se obtuvieron a partir de un
sistema analizador proteémico MALDI-TOF/TOF (5800,
AB SCIEX System), los espectros fueron captados modo
MS, reflector positivo con un ldser Nd: YAG de 349 nm
con una intensidad de 2800 y una velocidad de 600 uM/
seg, 750 disparos dentro de un rango de masas entre 800
a 4000 m/z, y procesados en el software ProteinPilot™ v
4.5. Para la calibracion del equipo se utilizé un kit Mass
Standards AB SCIEX TOF/TOFTM Instruments.

Extraccion de proteinas totales (metaproteémica)
de los microorganismos presentes en los co-cultivos
de granos de cacao en fermentacidon.- Las muestras
contenidas en tubos falcon con medio MRS se incubaron
a 37 °C durante 24 h a 48 h. Luego se extrajo 1 mL del co-
cultivo, se deposité en un microtubo y se centrifugo para
obtener el pellet microbiano (se repitié lo mismo 3 veces
mas hasta ser concentrado). Luego se aplicé el protoco-
lo de extraccién de proteinas con Qproteome Bacterial
Protein Prep Kit de QIAGEN (www.qiagen.com) y se car-
garon en gel de electroforesis de poliacrilamida dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12% a 90V por 2h.

Tincién del gel.- Se us6é azul de Coomasie para el
revelado del gel. Luego fue sumergido en agua destila-
da por 20 min. Se cubri6 el gel con solucién de fijacién e
incubé por 30 minutos. Se lavo, se agregé la solucién co-
lorante y se incubé por 12 h agitdndose ocasionalmente.
Al gel lavado se le agregd la solucion de decoloracién y se
incubd por 15min (agitandose constantemente). Nueva-
mente el gel fue lavado y se dej6 en agua destilada. Final-
mente, se observaron las bandas y se cortaron con bistu-
ri segln sus pesos moleculares colocandose cada una de
las bandas en un microtubo de 0.2 mL (Lomonte 2007).

Decoloracion de bandas, saturacidon de la pieza
del gel con buffer tripsina, digestion y extraccién de
péptidos.- Se sigui6 el protocolo empleado por Shev-
chenko et al. (2006).

Extraccion metaprotedmica de granos de cacao
fermentados y secados.- Mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF/TOF, se hizo un andlisis metaproteo-
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mico de los granos de cacao fermentados y secos; asimis-
mo, se analizaron los péptidos precursores de aroma es-
pecificos del cacao del endospermo, producidos durante
el proceso de fermentacion, empleado el protocolo de
extraccion de péptidos descrito por Pirovani et al. (2008)
con previas modificaciones.

Los péptidos extraidos se migran en un gel de poliacri-
lamida al 12% a 90 voltios por 2 horas. Pasado ese tiempo
se sigui6 el mismo procedimiento para la tincién del gel y
corte de bandas descrito anteriormente. Seguido, se aplico
el protocolo de decoloracién de bandas, saturacion de la
pieza del gel con buffer tripsina, digestion y extraccion de
péptidos descrito por Shevchenko et al. (2006).

Analisis de secuencias peptidicas obtenidas por
espectrometria de masas MALDI TOF/TOF.- Las se-
cuencias peptidicas fueron alineadas con el banco de
datos del Protein BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Resultados

Identificacion de microorganismos presentes du-
rante el proceso fermentativo de los granos de ca-
cao.- Se identificaron 34 cepas bacterianas y 4 cepas de
levaduras durante el proceso de fermentacion. Las cepas
mas predominantes son Lactobacillus plantarum (29%),
L. brevis (18%), Bacillus cereus (15%) y Pediococcus aci-
dilactici (12%), y dentro de las levaduras esta Pichia ku-
driavzevii (100%). (Tabla 1).

Analisis protedmico mediante Espectrometria de
Masas de Ionizacion/ Desorcion de Laser Asistida
por Matriz con Tiempo de Vuelo (MALDI-TOF MS).

Huella de masa de cepas aisladas por MALDI TOF
MS.- Mediante espectrometria de masas se obtuvieron
los espectros de masas de péptidos representativos de
Lactobacillus plantarum, L. brevis, L. fermentum, B. ce-
reus, B. thuringiensis, Acetobacter pasteurianus subsp.
pasteurianus, P, acidilactici y P. kudriavzevii (Apéndice 1).

Tabla 1. Relacién y abundancia de especies identificadas durante
todo el proceso de fermentacion de los granos de cacao.

9
]

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus fermetum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus sp.

Bacillus cereus

Bacillus thuringiensis
Acetobacter papayae
Acetobacter pasteurianus
Pediococcus acidilactici

Pediococcus sp.
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Pichia kudriavzevii

Shotgun de las cepas aisladas por MALDI TOF/
TOF MS.- Por espectrometria de masas MALDI TOF/
TOF se obtuvieron secuencias de proteinas celulares de
L. plantarum, L. fermentum y Bacillus cereus agrupadas
segun las funciones las cuales desempeifian en las células.

(Tabla 2).

Tabla 2. Proteinas celulares detectadas por MS MALDI TOF/TOF en
bacterias aisladas durante el proceso de fermentacion de los granos
de cacao, agrupadas segun las funciones las cuales desempefian en

las células.

Proteinas

Funcién

Superficie celular

De unidn al peptidoglucano

Fam. Flil/YscN ATPasa

ABC transportador de unién al ATP
Transporte de Fe A

B-glucésido PTS

Histidina kinasa

Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Proteinas de membrana

Proteinas de membrana

Complejo de prot. de unidn a la membra. NuclearProteinas de membrana

Subunidad ATPasa tipo vacuolar

Cadena pesada de Dineina

Prot. De expresidn ATPasa mitocondrial

Asparagina sintasa

1-deoxi-D-xilulosa-5-P-reductoisomerasa

GTP pirofosfokinasa

Antranilato sintasa

Histidinol deshidrogenasa
Glicosiltransferasas
Fosfatidilserina descarboxilasa
Cocaina esterasa

L-sacaropina oxidasa

Helicasa cas3 asociada a CRISPR

MepB y Transposasa fam. IS30

2-oxoglutarato ferredoxin oxidoreductasa

Proteina de dominio TIR
Endonucleasa HNH

Cisteina proteasa

Proteina fam. Hu

Respuesta de unién al ADN
Ribonucledsido difosfato reductasa
ADN metilasa

Familia Lac |

Fam. TetR

Prot. Asociada al ARNns U3
Proteina nucleolar

R.T. de integridad de la pared celular
Factor de elongacién Tu

ARN helicasas

Aspartato-ARNt ligasa
Carboxipeptidasas

Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Proteinas de membrana
Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas

Vias metabdlicas
Sistema de defensa
Sistema de defensa
Sistema de defensa
Sistema de defensa
Sistema de defensa
Sistema de defensa
Proceso de replicacion
Proceso de replicacion
Proceso de replicacion
Proceso de replicacion
Proceso de transcripcion
Proceso de transcripcién
Proceso de transcripcion
Proceso de transcripcion
Proceso de transcripcion
Proceso de Traduccion
Proceso de Traduccion
Proceso de Traduccion

Proceso de Traduccion
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Metaproteémica de co-cultivos de granos de ca-
cao en proceso de fermentacion.

El andlisis metaprote6mico se basé en identificar los
microorganismos presentes en los granos de cacao en
proceso de fermentacion a través de dominios conserva-
dos en sus secuencias péptidas. Partiendo de ello, se pu-
dieron identificar 37 especies de bacterias y 14 especies
de levaduras. (Tablas 3 y 4).

Metaprote6mica de granos fermentados y secos

Adicionalmente se lograron identificar 16 especies
entre bacterias y levaduras (Acetobacter y Saccharomyces
fueron los géneros mas abundante, respectivamente) a
partir de granos fermentados y secos. (Tabla 5).

Asimismo se detectaron secuencias peptidicas del
tipo globulinas y albuminas en el endospermo de los
granos. Algunos péptidos detectados pertenecian a la
proteina vicilina, responsable del aroma en los granos
fermentados (Tabla 6).

Tabla 4. Géneros de microorganismos detectados por MS MALDI
TOF/TOF en muestras de cacao en proceso de fermentacion.

Dias
Géneros 0 1 2 3 6 7
Lactobacillus 4 5 31 3 9 7
Acetobacter 5 4 24 5 8 4
Pediococcus 4 2 12 0 3 3
Bacillus 0 3 12 0 4 3
Saccharomyces 1 1 12 0 0 0
Hanseniaspora 2 4 12 2 6 4
Pichia 0 1 4 0 1 1
Otros 1 2 12 0 2 2

Tabla 5. Géneros identificados y su abundancia en granos fermentados y
secos de cacao. Las secuencias peptidicas fueron obtenidas por espectro-
metria de masas MALDI TOF/TOF.

Géneros Abundancia

Acetobacter 29
Saccharomyces 10
Eremothecium

Galactomyces

Zygosaccharomyces

7
3
Frauteria 2
1
Yarrowia 1

1

Kazachstania

Tabla 3. Abundancia de especies de bacterias y levaduras detec-
tadas por MS MALDI TOF/TOF en muestras de cacao en proceso

de fermentacion.

Dias
Especies 2
L. casei 3
L. plantarum 13

diolivorans
brevis
pentosus
hilgardii

fermentum

L.

L.

L.

L.

L.

L. rhamnosus

L. reuteri

L. zeae

L. paraplantarum

L. sakei

Lactobacillus sp.
pasteurianus
malorum
papayae
aceti

A.
A.
A.
A.
A. syzygii
A. fabarum
A. pomorum
A. senegalensis
A. orientalis
Acetobacter sp.
P. ethanolidurans
Pediococcus acidilactici
thuringiensis
subtilis

B.

B.

B. mojavensis
B. cereus

B. halodurans

B. pseudomycoides
Bacillus sp.

Pichia kudriavzevii
Saccharomyces cerevisiae
H. guilliermondii

H. uvarum

H. osmophila

H. valbyensis

Hanseniaspora opuntiae
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Otros
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Tabla 6.- Secuencias peptidicas de aroma presentes en granos de cacao fermentados detectados por espectrometria de masas MALDI TOF/TOF.

Secuencia peptidicas Proteinas
NNPYYFPK Vicilina
RSKFLDWMGVHLDR Proteina 44 que contiene repeticiones WD

LAINLLSQSPVYSNQNGR
RSDLDNGTPVIFSNADSKDDVVR
LVDNIFNNPDESYFMSFSQQR
ANSPVLDTDGDELQTGVQYYVLSSISGAGGGGLALGR

Vicilina
Vicilina
Proteina de semilla de 21 kDa

Proteina de semilla de 21 kDa
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Discusion

Bortolini et al. (2016) y Lefeber et al. (2011) trabajan-
do en la fermentacion del cacao reportaron como bacterias
acido lacticas dominantes a Lactobacillus fermentum segui-
do de L. plantarum. Por el contrario, en esta investigacion
L. plantarum fue la especie dominante, lo que concuerda
con los resultados de Melo et al. (2012) y Ho et al. (2015);
ademas, también fue identificada P. acidilactici dentro de
las bacterias acido lacticas. Bortolini et al. (2016) reporta-
ron como bacterias acido acéticas dominantes a Acetobac-
ter syzygii, A. pasteurianus, A. senegalensis; sin embargo en
esta investigacién fueron dominantes Acetobacter pasteu-
rianus y A. papayae. Visintin et al. (2016) y Ho et al. (2015)
también han reportado a A. pasteurianus como especie de
bacteria acido acética dominante en el proceso de fermen-
tacién de los granos de cacao.

Visintin et al. (2016) y de Melo et al. (2012) identifi-
caron levaduras amplificando la region ITS (Espaciador
de Transcrito Interno) encontrando a Saccharomyces ce-
revisiae como la levadura mas redundante en el proceso
de fermentacién. Por el contrario, aqui reportamos como
especie dominante a Pichia kudriavzevii, lo cual coincide
con los resultados obtenidos por Ho et al. (2015), Ho et
al. (2014), los cuales ademas reportan a otras levaduras
dominantes como Kluyveromyces marxianus y Hanse-
niaspora guilliermondii, ésta ultima detectada por noso-
tros mediante MS MALDI TOF/TOF).

Adicionalmente, reportamos la presencia de Bacillus
cereus y B. thuringiensis por ADNg y B. subtilis detecta-
do sélo por proteémica, mientras que Ho et al. (2014) y
Melo et al. (2012) reportaron a Bacillus subtilis dentro de
la microbiota presente en el proceso de fermentacién de
granos de cacao.

La identificacion de microorganismos a nivel de ADN
es un método muy costoso y que demanda de mucho
tiempo para obtener resultados; sin embargo, en los ulti-
mos aflos, la espectrometria de masas como técnicas de
identificacion ha demostrado ser un método rapido, sen-
sible y de bajo costo a comparacidn con otras técnicas.
Miescher et al. (2016) y Pedrozo et al. (2017) realizaron
estudios con espectrometria de masas MALDI TOF/TOF
para la identificacion de microorganismos en procesos
fermentativos de granos de cacao, y sus resultados coin-
cidieron con los nuestros, como por ejemplo Hansenias-
pora opuntiae, Pichia kudriavzevii, Saccharomyces cerevi-
siae, Lactobacillus plantarum, L. fermentum, Pediococcus
acidilactici, Acetobacter pasteurianus.

Andrés-Barrao et al. (2012) analizando el proteoma
expresado de Acetobacter pasteurianus, para estudiar la
fermentaciéon acido acética, encontraron proteinas de
shock térmico como GrpE, DnaK, DnaJ, GroES y GroEL,
las cuales ayudan a proteger a otras proteinas de la des-
naturalizacién (chaperonas). En nuestra investigacion,
estas proteinas, ademas de la chaperonina de 10KDa,
también fueron identificadas (Apéndice 2), detectandose
solamente en el grupo de bacterias acido acéticas confor-
madas por las especies Acetobacter pasteurianus A. papa-
yae, A. malorum, A. ghanensis y A. pomorum.

También detectamos por espectrometria de masas
MALDI TOF/TOF en el endospermo de granos de cacao
fermentados y secos, péptidos derivados de la proteina
globular de almacenamiento de la clase vicilina, los cua-
les han sido estudiados por espectrometria de masas en
diferentes trabajos (v.g. Janek et al. 2016, Kumari et al.
2016). Asimismo, se detectamos la presencia de péptidos
correspondientes a una proteina albimina de 21KDa.

Literatura citada

Andrés-Barrao C., M. Saad, M.L. Chappuis, et al. 2012. Proteo-
ma analysis of Acetobacter pasteurianus during acetic
acid fermentation. Journal of Proteomics, 75, 1701-
1717. https://doi.org/10.1016/j.jprot.2011.11.027.

Arana-Sanchez A, I. Segura-Garcia, M. Kirchmayr, et al. 2015.
Identification of predominant yeasts associated with
artisan Mexican cocoa fermentations using culture-de-
pendent and culture-independent approaches. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, 359-369.
https://doi.org/10.1007/s11274-014-1788-8.

Ardhana M., & G Fleet. 2003. The microbial ecology of co-
coa bean fermentations in Indonesia. International
Journal of Food Microbiology, 87-99, https://doi.
org/10.1016/s0168-1605(03)00081-3.

Bohme K, I. Fernandez, M. Pazos, et al. 2013. Identification and
classification of seafood-borne pathogenic and spoila-
ge bacteria: 16S rRNA sequencing versus MALDI-TOF
MS fingerprinting. Electrophoresis, 877-887. https://
doi.org/10.1002/elps.201200532.

Bortolini C., V. Patrone, E. Puglisi, et al. 2016. Detailed analyses
of the bacterial populations in processed cocoa beans
of different geographic origin, subject to varied fer-
mentation conditions. International Journal of Food
Microbiology, https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmi-
cro.2016.07.004

Camu N., T. De Winter, K. Verbrugghe, et al. 2007. Dynamics
and biodiversity of popilations of lactic acid bacteria
and acid acetic bacteria involved in spontaneous heap
fermentation of cocoa beans in Ghana. Applied and
Environmental Microbiology, 1809-1824. https://doi.
org/10.1128/aem.02189-06.

Camu N., T. De Winter, S. Addo, et al. 2008. Fermentation of
cocoa beans: influence of microbial activities and po-
lyphenol concentrations on the flavour of chocolate.
Journal Science Food Agriculture, 2288-2297, https://
doi.org/10.1002/jsfa.3349.

Ho V.T.T, J. Zhao & G. Fleet. 2014. Yeast are essential for co-
coa bean fermentation. International Journal of Food
Microbiology 205: 54-67. Australia. https://doi.
org/10.1016/j.ijfoodmicro.2013.12.014.

Ho V.T.T, J. Zhao & G. Fleet. 2015. The effect of lactic acid bacte-
ria on cocoa bean fermentation. International Journal
of Food Microbiology 205: 54-67. Australia, https://
doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2015.03.031

Janek K., A. Niewienda, ]. Wostemeyer, et al. 2016. The cleavage
specificity of the aspartic protease of cocoa beans in-
volved in the generation of the cocoa-specific aroma
precursors. Food Chemistry, 211, 320-328. https://
doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.05.033.

Kumari N., K. Kofi, S. Grimbs, et al. 2016. Biochemical fate of
vicilin storage protein during fermentation and drying
of cocoa beans. Food Research International 90, 53-
65. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2016.10.033.

540 REV. PERU. BIOL. 26(4): 540 - 542 (DICIEMBRE 2019)



MICROORGANISMOS DURANTE EL PROCESO FERMENTATIVO DE LOS GRANOS DE CACAO

Lefeber T., W. Gobert, G. Vrancken, et al. 2011. Dynamics and
species diversity of communities of lactic acid bacte-
ria and acetic acid bacteria during spontaneous cocoa
bean fermentation in vessels. Food Microbiology 28:
457-464. https://doi.org/10.1016/j.fm.2010.10.010.

Lima L.J.R.,, M.H. Almeida, M.]. Rob Nout, etal. 2011. Theobroma
cacao L., “The food of the gods”: quality determinants
of commercial cocoa beans with particular reference
to the impact of fermentation. Critical Reviews in Food.
https://doi.org/10.1080/10408391003799913.

Melo G., K. Teixeira, E. Gonzaga, et al. 2012. Spontaneous co-
coa bean fermentation carried out in a novel-design
stainless steel tank: Influence on the dynamics of mi-
crobial populations and physical-chemical properties.
International Journal of food Microbiology 121-133.
https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2012.11.018.

Miescher S., S. Freimiller & C. Gantenbein-Demarchi. 2016.
High-throughput identification of the microbial bio-
diversity of cocoa bean fermentation by MALDI-TOF
MS. Institute of Food and Beverage Innovation, Wan-
denswil, Switzerland.  https://doi.org/10.1111/
lam.12621.

Moreira 1., M. Pedrozo, W. Ferreira, et al. 2013. Microbial suc-
cesion and the dynamics of metabolites and sugars
during the fermentation of three different cocoa
(Theobroma cacao L.) hybrids . Food Research In-
ternational:9-17. https://doi.org/10.1016/j.foo-
dres.2013.06.001.

Pedrozo M, L. de Castro, P. Efraim, et al. 2017. Cocoa fermen-
tation: microbial identification by MALDI-TOF MS,
and sensory evaluation of produced chocolate. LWT-
FoodScience and Technology 77:362-369. https://doi.
org/10.1016/j.lwt.2016.11.076.

Pirovani C., H. Santos, R. Reboucas, et al. 2008. Protein ex-
traction for proteome analysis from cacao leaves
and meristems, organs infected by Moniliophthora
perniciosa, the causal agent of the witches’” broom
disease. Electrophoresis Journal, 2391-2401, doi.
org/10.1002/elps.200700743.

Quintela-Baluja M., K. Béhme, 1. C. Fernandez-No, et al. 2013
Characterization of different food-isolated Entero-
coccus strains by MALDI-TOF mass fingerprinting.
Electrophoresis.  34(15):2240-2250. https://doi.
org/10.1002/elps.201200699.

Santos T, J.L. Capelo, H.M. Santos, et al. 2015. Use of MALDI-
TOF mass spectrometry fingerprinting to characte-
rize Enterococcus spp. and Escherichia coli isolates.
Journal of proteomics 127: 321-331. https://doi.
org/10.1016/j.jprot.2015.02.017.

Schmidt F, T. Fiege, H. Hustoft, et al. 2009. Shotgun mass
mapping of Lactobacillus species and subspecies
from caries related isolates by MALDE-MS. Pro-
teomics:1994-2003. https://doi.org/10.1002/
pmic.200701028.

Shevchenko A, H. Tomas, . Havlis, et al. 2006. In-gel digestion
for mass spectrometric characterization of prote-
ins and proteomes. Nature:2856-2860. https://doi.
org/10.1038/nprot.2006.468.

Sun L., K. Teramoto, H. Sato, et al. 2006. Characterization of ri-
bosomal proteins as biomarkers for matrix-assisted
laser desorption/ionization mass spectral identifica-
tion of Lactobacillus plantarum. Rapid Communica-
tion in Mass Spectrometry:3789-3798. https://doi.
org/10.1002 /rcm.2801.

Visintin S., V. Alessandria, A. Valente, et al. 2015. Molecular
identification and physiological characterization of
yeasts, lactic acid bacteria and acetic acid bacteria
isolated from heap and box cocoa bean fermentations
in West Africa. International Journal of Food Micro-
biology:69-78.  https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmi-
€ro.2015.09.004.

Wickramasuriya A. & J. Dunwell. 2018. Cacao biotechnology:
current status and future prospects. Plant Biotech-
nology Journal 16:4-17. https://doi.org/10.1111/
pbi.12848.

Agradecimientos:

A Verdnica Sernaqué, Segundo Astudillo, Cesar Mogolldn, Cesar
Chanta, Petter Baca y Pedro Masias quienes apoyaron en la reco-
leccién de muestra y trabajo en laboratorio. A Rubén Carrasco y
Abimel Lépez ingenieros encargados de ARPROCAT. A Benoit Dirin-
ger y Mercedes Oyola que con sus observaciones contribuyeron a
mejorar el manuscrito.

Conflicto de intereses:
Los autores no incurren en conflictos de intereses.

Rol de los autores:

JM-G, ES-P: recoleccién y procesamiento de las muestras. JM-G,
ES-P, EM-D, EM-M: analisis de resultados, redactaron, revisaron y
aprobaron el manuscrito.

Fuentes de financiamiento:

Proyecto de investigacion fue financiado por beca Ciencia Activa del
CONCYTEC en colaboracion con la Universidad Nacional de Tumbes
e Inca Biotec.

Aspectos éticos / legales:
Los autores declaran que no se violaron aspectos éticos. Los permisos
de colecta se solicitaron al presidente de ARPROCAT.

REV. PERU. BIOL. 26(4): 541 - 542 (DECEMBER 2019) 541



Final - Shots 800 - PEMO-07Nov-17; Run #9; Labe Final - Shots 800 - 10-07-17 FVM; Run #22; Label P5

100 466.9600(R467,5401) 2 100 9510.7393(R434,5805) 619
%0 0.
80 80
70 70
60 60
50 - R 50
40 /806 B418(RA1,5150) 40 7554.9009(R347,5256)
30 30. |5171p099.6865(R457,5211)
20 20 401181081 O O R e a6 13(R512,5140
10 o 6& igfo 2NN BS RS2 O, sasreaselrp
ol o
1999.0 52104 84218 116332 14844.6 18056. 1999.0 52104 8421.8 11633.2 14844.6 18056.0
Mass (m/z) Mass (m/z)
Final - Shots 800 - IB-13JUL17-MIJ; Run #34; Label L18 Final - Shots 800 - IB-13JUL17-MIJ; Run #34; Label L16
5193.2285(R288,52347)
17 100 £194.7993(R397,51786) 96
%
80
70
60
50
40
30 - 58 5
15231.8071(R358,5244)
ke “ S
[267.9473(R31 5 X
(R310338 1924(Ra0RS8 )7 207(R331,558) 101 2593 6274(RA9BEIMG (R687,629) 4 R, BE1.2192(R277,S5R)393 5791(R676,528)
5209.4 8419.8 11630.2 148406 18051.0 1999.0 5209.4 84198 116302 148406 18051.0
Mass (m/z) Mass (m/z)
Final - Shots 800 - IB21-08-17pkc; Run #16; Label L21 Final - Shots 800 - PEMO-07Nov-17; Run #9; Labe
100 6060.3213(R489,5489) 12841.6650(R1069,5249) 416 10029.3779(R632,5171)
90 6271.0107(R346,5183) 16
80 E 9979.8047(R611,S327) 12574.4180(R663,5132)
70. 4925.4185(R377,5338) 3487.167( 97,5101
60 2822.1289(R839,5100) (R391,5100) 487 1670(R397.5101)
8470.1055(R479,8224) ) 5
50 7432.9382(R434, 3402 4082(R525,5155 99, 56¢ P oy Gy 7402(R359,851)
40 6560 4926(F- gg/(’ 24119965 18
30 j4 (1 (RB46,52)
20
10.

1999.0 52104 84218 116332 14844.6 18056.0 1999.0 52104 8421.8 11633.2 14844.6 18056,
Mass (m/z) Mass (m/z)
Final - Shots 800 - PEMO-07Nov-17; Run #9; Labe Final - Shots 800 - IB21-08-17pkc; Run #16; Label M7
100 7969.7368(R539,5391) 25 100 6178.7227(R318,5798) 720
%
2
80 9612.0088(R638,5291) 80
70 70 H
60 60 §039.5659(R307,5466)
50 50
b s k“g{)’ (R713,589; 40
30 3976.8003(R566,535) 76p4.4058(HIRHISHASRTIS, 989) 30
10468.5693(R770,542) 4 (R .
% {14+ JRC (R ok BoeriRe55 Boas 426 Rapog a0 10535504 517 20 2030.9333(R242, 5401 o
10 WMM.»W
ol ! o
1999.0 52104 84218 11633.2 14844.6 18056. 1999.0 52104 842138 11633.2 148446 18056.0
Mass (m/z) Mass (m/z)

Apéndice 1. Espectro de masas de péptidos representativos de cepas aisladas durante el proceso de fermentacion de granos
de cacao. A) Lactobacillus plantarum, B) L. brevis y C) L. fermentum, D) Bacillus cereus, E) B. thuringiensis y F) Acetobacter
pasteurianus subsp. pasteurianus, G) Pediococcus acidilactici y H) Pichia kudriavzevii. El eje de abscisas representa la relacion
masa/carga (m/z) y el eje de ordenadas representa la intensidad de picos en unidades arbitrarias (a.u.).

Apéndice 2. Proteinas celulares del género Acetobacter detectadas
por MS MALDI TOF/TOF en el proceso de fermentacién de los granos
de cacao.

Transposasa

Endonucleasa HNH

S12 proteina ribosomal 30S

Ribonucleasa E/G

MutY especifica de glicosilasa de ADNA/G
Permeasa transportadora de ABC de aminodcidos
Isocitrato deshidrogenasa

Aconitasa

proteina de quimiotaxis que acepta metilo
Transduccion de sefial del sensor de membrana Histidina Kinasa
Proteina inducible por dafios

Proteina de secrecion

Glicosil transferasa

ARN helicasa

ADN helicasa

Porina de carbohidratos

Chaperonina Gro€l

chaperonina de 10KDa

Chaperona molecular DnakK

Chaperona molecular Dnal
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