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4 RESUMEN

El cacao, se cultiva en muchos paises, siendo Tabasco uno de los principales
productores nacionales, se le atribuyen efectos benéficos para la salud, ademas de
poseer un—agradable sabor. La importancia fitoquimica del cacao son los
flavonoides, *~los., cuales ejercen efectos antioxidantes y desinflamatorios al
consumirlo, dichos'flavonoides, estan presentes en hojas, semillas y cascaras de

semillas, etc.

Para muchos, la parte _aprovechable es la semilla y terminan por desechar la
cascarilla, siendo este un desecho agroindustrial, sim embargo, recientemente se
han descrito las propiedades”que podria ofrecer Teobroma cacao L. en materias
primas no utilizadas, Investigaciones recientes han ratificado que la ingesta de la
infusibn  de cascarilla aporta_. antioxidantes, previene enfermedades
cardiovasculares y cancerigenas. €abe sefialar que la produccion de alimentos
fermentados mejora las caractetisticas nutricionales y brinda efectos en la salud. La
fermentacién de los alimentos se*ha realizado de forma natural o con el empleo de
cultivos iniciadores como es el caso de la kombueha, la cual se produce a través de
la fermentacion aerdbica de té negrosy azucaf mediante una combinacién de un
consorcio microbiano, conocida como “eultivo simbidtico de bacterias y levaduras
(SCOBY).

Se elabor6 una bebida a partir de la cascarilla de cacao empleada como infusion a
través del proceso de fermentacion, en la cual se vio una méjora en los efectos sin

embargo se deben seguir evaluando sus efectos bioldgicos.

Palabras claves: Cacao, Cascarilla, Kombucha, Fermentacion.

Abstract:

Cocoa is cultivated in many countries, with Tabasco being one of the main national
producers, it is attributed beneficial effects for health, in addition to having a pleasant
flavor. The phytochemical importance of cocoa are flavonoids, which exert

antioxidant and anti-inflammatory effects when consumed, these flavonoids are
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present in leaves, seeds and seed shells, etc. For many, the usable part is the seed
and‘they end up discarding the husk, this being an agro-industrial waste, however,
the properties that Teobroma cacao L. could offer in unused raw materials have
recently been-described, Recent research has ratified that the intake of husk infusion
provides antioxidants, prevents cardiovascular and carcinogenic diseases. It should
be noted that the'production of fermented foods improves nutritional characteristics
and provides health.effects. The fermentation of food has been real naturally or with
the use of starter cultures such as kombucha, which is produced through the aerobic
fermentation of black tea and'sugar through a combination of a microbial consortium,

known as a symbiotic culture of bacteria and yeast (SCOBY).

A drink was made from cocoa husks used as an infusion through the fermentation
process, in which an improvement in the effects was seen, however, its biological

effects must continue to be evaluated:

Keywords: Cocoa, Cascarilla, Kembucha, Fermentation.
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5 INTRODUCCION

El cacae.se consume en el mundo por su agradable sabor y por los beneficios que
promueven en la salud. Los principales componentes fitoquimicos del cacao son los
flavonoides=por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Suraci et al.,
2018). Los flavonoides del cacao regulan la sintesis y degradacion de los lipidos, la
homeostasis de_la glucosa, reducen el riesgo de trastornos metabdlicos, (Diaz-
Valderrama et al., 2020)y ejercen propiedades neuro protectoras (Camandola et al.,
2019); ademas, mejara_la funcion endotelial, el aumento del flujo sanguineo y él

suministro de glucosa al cerebro (Alvarez Cilleros, 2020).

Actualmente, la cascarilla de eacao en la industria chocolatera se genera en grandes
cantidades, la cual es desechada por desconocimiento o poca valoracion como
materia prima (Claudia Alexandra, 2015). Hace mas de 2500 afios, los Mayas
notaron que la cascarilla poseia “propiedades medicinales y terapéuticas. Sin
embargo, con el desarrollo del.<comercio del chocolate la semilla de cacao desplazé

el uso de otras de sus partes.

Investigaciones recientes han ratificado gue la’ingesta de la infusion de cascarilla
aporta antioxidantes, previene enfermedades‘cardiovasculares y cancerigenas
(Teneda Llerena et al., 2019). En Ecuada@r se reporto.que la “cascara de cacao” es
abundante en magnesio y teobromina, Util para tratar la debilidad, diarrea e
inflamacion (Lopez Lopez, 2013). Ademas, su consumo sugiere ventajas debido a
su alto contenido en fibra dietética (Teneda Llerena et al;;” 2019). En México la
principal produccion de cacao se realiza en los estados de Chiapas, Oaxaca y
Tabasco. Debido a esto, nuestro trabajo busca caracterizar la infusion de cascarilla
de cacao (considerado un residuo agroindustrial), desarrollar~"una bebida
fermentada con efectos positivos en la salud y la generacion de un\ymodelo de

utilidad a mediano plazo.
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6 MARCO TEORICO.

6.1 FElavonoides

Los flavenoides son los principales metabolitos secundarios presentes en las
plantas, los cuales otorgan diversos efectos benéficos. Dentro de los flavonoides se
encuentran antecianinas, flavonoles y poliamidas. Las antocianinas y los flavonoles
se acumulan en\os.drganos vegetativos; los flavonoles se acumulan en embriones
de semillas y las proantocianidinas existen principalmente en la piel, la cascara y
las partes de las semillas que se consumen con menos frecuencia, por lo tanto, su
ingesta dietética no es~grande (Alvarez Castro & Orallo Cambeiro, 2003).
Recientemente, se ha despertado un interés por el consumo de flavonoides en la

dieta humana, debido a los eféctos-antioxidantes que estos metabolitos poseen.

El organismo humano no puede praducir flavonoides, por lo que deben obtenerse
mediante la alimentacién o en forma.de suplementos. Se estima que la ingesta
promedio de flavonoides es«deg 23 mg/diay siendo predominantes los flavonoles

especialmente los del tipo catequinas (Martinez-Flérez et al., 2002)

Por otra parte, se ha descrito que el cacao y sus-derivados contienen una fuente
rica de polifenoles, que constituyen del 12 a 18%.del grano entero. (Bravo, 1998).
La cocoa muestra un mayor contenido 'de/polifenoles, (65 mg/g) a diferencia del
chocolate blanco (15 mg/g) y el chocolate obscuro (36:5 mg/g) (Hii et al., 2009)

Quimicamente, los polifenoles son de bajo peso molecularycompuestos por dos
anillos de benceno (A y B) unidos a través de un enlace de~tres carbonos que
constituye un anillo heterociclico (C) (Figura 1), estos poseen umnamero variable
de grupos hidroxilo, incluyendo grupos funcionales como los ésteres, metil ésteres,
glucésidos, entre otros, poseen propiedades para la quelacion del hietro y otros
metales de transicion, también se comportan como captadores de radicales libres
(scavengers), sus propiedades antirradicalarias se dirigen hacia los radicales
hidroxilo y superéxido que participan en la cadena de peroxidacion lipidica (Ballester
Espigares, 2006)
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Figura 1. Estructuratsica.de los pglifegoles contenidos en el cacao.

Se han distinguido tres principales.grupos de_polifenoles contenidos en la cocoa,
del tipo flavan-3-ol (-), conocidos come flavonoides. En su forma monomérica estan
las catequinas (37%) y (-) epicatequina™con hasta un 35% de contenido de
polifenoles, asi como sus formas poliméricas, las .antocianinas (4%) y las

proantocianidinas (58%) (Vazquez-Ovando et al., 2016):

La Figura 2 muestra la estructura quimica de los flavanoles, son enantiomeros ya
que la posicion en el plano espacial del grupo —OH en la_(-)-epicatequina se
encuentra hacia atras y en la (+)-catequina hacia adelante del plano que forma la

molécula (Valenzuela B, 2007)
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Figura 2. Polifenoles del tipo Flavonoles contenidos efiel cacao. A) (-)-epicatequina. B) Catequina y C) Protoancionidinas

Se ha considerado que alimentes?como el yino, las frutas, el té verde, el té negro,
las cebollas, las manzanas, la‘pimienta(negra son las principales fuentes de
compuestos poli fendlicos, sin embargo, en les-Ultimos afos diversos autores
(Wollgast & Anklam, 2000) han demostfado que €l.ecacao y sus derivados son buena
fuente de estas sustancias. (Perea-Villamil et alg”2009). Inicialmente, fueron
consideradas sustancias sin efectos benéficos para lassalud humana, sin embargo,

se demostraron multiples efectos bioldgicos asociados con’la.actividad antioxidante.

6.2 Efectos asociados ala cascarilla de cacao.

A partir de las semillas de cacao se ha descrito su actividad biolggica (Figura 3). La
asociacion de los efectos del cacao corresponde a la actividad antioxidante de las
mismas, éstas se producen soélo a dosis altas, relacionando cen, diversas
actividades: antiinflamatorios, antivirales, antialérgicos y su papel protector frente a
enfermedades cardiovasculares, cancer y diversas patologias (Martinez-Flérez,
2002). Recientemente, se describe las propiedades que podria ofrecer Teobroma

cacao L. en materias primas no utilizadas, como la cascara y la cascarilla.

Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo. 12




Fruto de Teobroma cocoo Semilla de cacao tostada Semilla de cacao descascarillada

‘
Interés Comercial

am Agroindustrial

_ &3 T
s 0L gﬁ

1
‘&" B

Cascarila de Semilla de cacao

ﬁ

Figura 3. Proceso de obtencidn de cagearilla de semillas de Theobroma cacao. Figura de elaboracion propia.

(Teneda Llerena et al., 2019)_sefialo los beneficios nutricionales y bioldgicos de la
infusion de cascarilla del cacao:ka.cascarilla de cacao es abundante en magnesio,
acidos oleicos y linoleico, vitaminasty)pectinas. De acuerdo con (Sangrois et al.,
2014) la cascarilla representa aproximadamente alrededor de 12% del peso de la
semilla. La cascarilla posee un pigmente-denominado poliflavono glucésido, este es
muy requerido por ser resistente@a calor y luz, usado como colorante de alimentos
(Salem & Guillermo, 2013). En la“cascarilla gambién se han detectados taninos,
antocianinas y proantocianidinas, conecidos per su fuerte actividad antioxidante
(Joki¢ et al., 2018).

6.3 Beneficios de la fermentacion en los alimentos

La produccién de alimentos fermentados mejora las caractéristicas nutricionales y
brinda efectos en la salud. Los alimentos fermentados se definen como alimentos o
bebidas producidos a través del crecimiento microbiano controlade y la conversion
de los componentes de los alimentos a través de la accion enzimatica (Dimidi et al.,
2019). Existen varios mecanismos a traves de los cuales los alimentos fermentados
pueden ejercer efectos beneficiosos en la salud y la enfermedad, .centienen
microorganismos potencialmente probiéticos, como las bacterias del acide. lactico
las cuales generan péptidos bioactivos y poliaminas con efectos potenciales sobre
la salud cardiovascular, inmunitaria y metabolica (Pessione et al., 2005)

Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo. 13




Ademdés, la fermentacion puede convertir ciertos compuestos en metabolitos

biolégicamente activos (Filannino et al., 2015)

La fermentacién de los alimentos se ha realizado de forma natural o con el empleo
de cultivos iniciadores. En primer lugar, los alimentos se pueden fermentar de forma
natural, en los/que los microorganismos estan presentes de forma natural en los
alimentos crudos o.'en el entorno de procesamiento, y en segundo lugar, los
alimentos se pueden”fermentar mediante la adiciébn de cultivos iniciadores,
conocidos como fermentos dependientes del cultivo, por ejemplo, kéfir, kombucha
y natto (Rezac etal., “2018). Los iniciadores que se utilizan para iniciar la
fermentacion pueden ser naturales o comerciales seleccionados para estandarizar

las caracteristicas organolépticas del producto final (Yann & Pauline, 2014)

La fermentacién microbiana es un método de extraccidn para degradar y separar
las paredes celulares que contienen antacianinas, de modo que las antocianinas en
las células se disuelven completamentesen el extracto, aumentando asi el
rendimiento y la tasa de extraccion-de compuestos con actividad bioldgica. (Wang &
Zhao, 2005)

6.4 Fermentacién de infusiones herbales:

La kombucha es una bebida del fermento.del té negro que se origind en el noreste
de China alrededor del afio 220 A.C. y se consumié ampliamente durante la dinastia
Qin. Posteriormente, bebidas de té fermentado similaressSe.hicieron populares en
Rusia y Europa del Este (Vina etal.,, 2014). En las socieédades modernas, una
variedad de bebidas tipo kombucha estan disponibles comercialmente, aunque la
composicién microbiana y de metabolitos de estos productos junte‘con, los métodos

de produccion rara vez se informan (Coton et al., 2017)

La kombucha tradicional se produce a través de la fermentacion aergbica de té
negro y azlcar mediante una combinacion de bacterias y levaduras, conocida.como
cultivo simbidtico de bacterias y levaduras (SCOBY). La levadura convierie. la
sacarosa en etanol que las bacterias del acido acético convierten en acetaldehidosy
acido acético (Dufresne & Farnworth, 2000). La composicién microbiana y de

metabolitos de la kombucha varia segun la composicién exacta del SCOBY, la
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cantidad de sacarosa, el tipo de sustrato y concentracion de té (Acharya & Nummer,
2022)1as concentraciones de oxigeno, el tiempo de fermentacion (Loncar, E., 2006);
la temperatara (De Filippis et al., 2018) y el almacenamiento-duracion (Acharya &
Nummer, 2022)

Se ha demostrado en estudios con animales que, la kombucha ejerce efectos sobre
la glucemia en‘sangre, (Aloulou et al.,, 2012) en el estado de estrés oxidativo,
(Prasad et al., 2003) en‘la pérdida de peso inducida por la diabetes, (Morshedi et al.,
2006) en la nefrotoxicidad inducida quimicamente, (Gharib, 2009) en la disminucién
de hipercolesterolemia ‘(¥ann & Pauline, 2014) y tiene efectos en la ulceracion
gastrica (Banerjee et al., 2010). Es por esto que , en este trabajo se evaluara el
efecto de la fermentacion sobre-a infusion de la cascarilla de cacao en sus

parametros fisicoquimicos y micrebieldgicos.

7 JUSTIFICACION

El continuo desequilibrio energético /en la alimentacion encausa al desarrollo de
enfermedades crénicas crénico no transmisibles como: enfermedades del corazén,
diabetes mellitus tipo 2, enfermedades-cerebro vasculares, obesidad y cancer. De
acuerdo con el Observatorio Mexicano de ‘Enfermedades Crénicas no
Transmisibles, en el afio 2018, la diabetes fue es la segttnda causa de muerte en

poblacion mexicana.

El incremento constante del consumo de bebidas hipercaléricas y sus
consecuencias en la salud de la poblacién mexicana, ha despertado el interés en el
desarrollo de alternativas mas saludables. En los ultimos afos, el censumo de té
fermentado ha tomado popularidad debido a que se le ha relaCionado con
propiedades benéficas para la salud por su efecto antioxidante. No obstante, su
consumo en México es limitado y su proceso de obtencion es aun muy variable; por
lo tanto, son necesario estudios para la estandarizacion del procesor de
fermentacion, la caracterizacion de sus compuestos y el papel de la fermentacion

en estos productos.
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Al ser'Tabasco uno de los principales productores de cacao en México y contar con
varias‘industrias chocolateras, se busca innovar con en el uso de la cascarilla de
cacao, debido a que para las industrias es considerada un desecho agroindustrial.
En este sentido, en el presente estudio se busca elaborar una bebida fermentada a
partir de la‘\.cascarilla de cacao utilizando un consorcio microbiano disponible
comercialmente y. evaluar el efecto de la fermentacion con la finalidad de mejorar la
salud de la poblaciony a mediano plazo generar un modelo de negocio en la regiéon

Tabasquena.

8 HIPOTESIS

La fermentacion mejorara las caraeteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas de la

infusién de cascarilla de cacao.

9 OBJETIVO GENERAL

e Estandarizar el proceso de sfermentacién y determinar parametros

fisicoquimicos y microbiologicos. de' la infusién,de cascarilla de cacao.

10 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar el efecto de la temperatura en la preparacion deJa infusion sobre
los compuestos polifendlicos extraidos.

2) Evaluar el contenido de compuestos polifendlicos totales y pH~a)diferentes
temperaturas y tiempos de fermentacion de la infusion de cascarilla de
cacao.

3) Obtener la cantidad de biomasa, cenizas totales, minerales, azucares

reductores y proteinas en la infusién fermentada de cascarilla de cacao.
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4y Evaluar el crecimiento de bacterias y hongos totales en la bebida fermentada
de cascarilla de cacao.
5) DPeterminar la actividad antioxidante en la infusion fermentada de cascarilla

deacao por el método 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH).

11 MATERIALES“Y.METODOS
11.1 Material vegetal

En este estudio se utilizb como control el té negro (Camellia Sinensis) de la marca
Healthy SuperFood®. La ,cascarilla de Teobroma cacao, fue obtenida de los
productores de Cacep® Chogolates de la Hacienda Cacaotera “Jesus Maria”,
ubicada en la rancheria Sur“5? _Seccion, camino vecinal Comalcalco-Tulipan,

Comalcalco, Tabasco.

11.2 Consorcio microbhiana

Consorcio microbiano de Kombuéha de la marca MANDOLIN® Puebla, México.

11.3 Material quimico
NaOH, reactivo Folin-Ciocalteu, acido galieo, 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl-hydrate
(DPPH), &cido dinitro salicilico (DNS), agar dextrosa y papa.(APD), glucosa, extracto

de levadura, agar bacterioldgico, acido tartarico y Bacterids Acido-Lacticas 3M®.

12 METODOS

12.1 Efecto de la temperatura en la extraccién de compuestos
polifendlicos totales de la infusién.

Para la elaboracion de la infusion fermentada, en este proyecto se utiizO como

control un fermento a partir de té negro. De acuerdo con (Chakravorty et ak,2016)

las temperaturas de infusion a determinar fueron a 75 °C y a 95 °C, la preparacion

del fermento se realizO a una concentracion de 0.8% del material vegetal.

Posteriormente, se filtrd el contenido de la infusion y se afiadi0 sacarosa una
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concentracion del 10%. Para la eleccién de la temperatura en la fermentacién de la

infusién.de cascarilla de cacao el contenido de fenoles totales fue determinado.

12.2 Elaberacion de bebidas fermentadas.

Se realizo lafermentacion del té de té negro (control) y de la infusion de cascarilla
de cacao por medio de la inoculacion de colonia simbiética de levaduras y bacterias
(SCOBY, por sus siglas.en inglés) de la marca MANDOLIN® al 10%. La temperatura
de incubacion fue a 37.2C y a 3, 6, 9, 12 y 15 dias. Se determin¢ el pH, peso de

biomasa, densidad y contenido de compuestos polifendlicos. (Jones et al., 2017)

12.3 Determinacién de biemasa.

La biopelicula se obtuvo mediante la medicion de la biomasa (biopelicula flotante
de celulosa), la cual fue removida de.la superficie del liquido fermentado y se filtrd
de acuerdo con el método establecCido\previamente por MalbaSa y colaboradores
(2008).(Malbasa et al., 2008)

12.4 Determinacion de pH

El pH de las infusiones se midié mediante el uso.de un potenciometro de la marca
OAKTON, de acuerdo con la NOM-F-817-S-1978+de alimentos y bebidas. (DOF,
1978)

12.5 Determinacion de cenizas totales

El contenido de cenizas totales se realizo de acuerdo con lgestablecido en la norma
mexicana NMX-F-066-S-1978. Se coloco en crisoles de porcelana de peso conocido
alicuotas de cada muestra (30 °C y 37 °C), las muestras fueron llevadas a
calentamiento en una mufla, marca THERMO SCIENTIFIC a una temperatura de
200 °C por 24 horas. Posteriormente se colocaron en el desecador.~Pasado el
tiempo de secado se obtuvo la cantidad de minerales por diferencia de pesa en una

balanza analitica. Las muestras se realizaron por triplicado.
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12.6-Determinacion de azucares reductores.

El métado para la determinacion de azucares reductores se basa en la deteccidn de
la presencia del grupo carbonilo C=0 libre de azlcares reductores. (Jain et al.,
2020)

12.7 Determinacion de proteinas

Para la determinacién de proteinas se utilizé el método de Lowry et., al (1951). En
tubos de ensayo se.coloco 100 L de las infusiones. Posteriormente, se adiciono 1
mL de solucion cupro-alcalina (50 mL de Na2COs al 2%, tartrato de sodio al 0.02%
en NaOH 0.1 Ny 1 mL de CuSOa4 al 5% disuelto en agua destilada), la mezcla se
agité y luego se incubd por L0 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo se agregd 100 pL de ¢reactivo Folin-Ciocalteu 0.5 N, se agitdé y se dejo
reposar por 45 minutos a temperatura ambiente. Concluidos los 45 minutos, se tomé
lectura de las absorbancias a 550 nm &n el espectrofotdmetro (GENESYS 10UV).

Los resultados obtenidos fueren‘expresados en g/dL.

12.8 Cuantificacion de polifengles hidrolizables por el método de Folin-
Ciocalteu
Se tomd 250 pL de cada disolucionpatréon de acido galico o del sobrenadante

procedente de la extraccion de los compuestos“polifendlicos en la muestra y se
colocé en matraces aforados de 25 mL. S€ afiadié 15 mL de agua destilada y 1.25
mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, el contenido de los matraces se homogeneizé y
se dej6 reposar ocho minutos en oscuridad. Transcurrido este tiempo, se adicion6
a cada matraz 3.75 mL de la disolucion de carbonato sédico al.#.5 %y se llevo a un
volumen de 25 mL con agua destilada. Se Homogeneizaron J@s, matraces y se
mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas. Concluido el
tiempo, se medio las absorbancias a 765 nm. (Garcia Martinez et al.,~2015). Los

resultados se expresaron en mg equivalentes de acido galico.

12.9 Determinacion de actividad antioxidante.
La determinacion se realizd por el método del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo
(DPPH). Es un método dutil, rapido y sencillo para determinar la capacidad

antioxidante de compuestos de origen natural.
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Se préepard una solucion de DPPH 100 pM en metanol y se colocd un mililitro en
cada-tubo, luego a cada uno se le adiciond la cantidad de 35 pL de la muestra de la
infusidnsCorrespondiente y se mezclé por agitacion. Las mezclas se incubaron por
30 minutos.a-temperatura ambiente en oscuridad. Transcurrido el tiempo se realiz6

las lecturas en‘un espectrofotometro a 517 nm (Kedare & Singh, 2011)

El porcentaje de.actividad antioxidante de las mezclas analizadas se llevé a cabo
con la siguiente formula:
Do° —-pMM

%WAA,= —— 5+ 100

Donde:
%AA= Porcentaje de actividad antiexidante.
DO°= Densidad 6ptica de la muestra sin compuesto

DOM= Densidad 6ptica de la mu€stra-con compuesto

12.10 Conteo de bacterias acido-lacticas.

Se emplearon placas de recuento de BacteTias Acido-Lacticas 3M®. Para la siembra
de las muestras el método de dilucion en placa fue utilizado,100 pL de las diluciones
correspondientes, se coloco en cada placa por duplicado.s:as placas se incubaron
a 30 °C en una estufa microbiol6gica marca ECOSHEL por 24-horas. Transcurrido
el tiempo de incubacion se llevo a cabo el conteo de unidades, formadoras de
colonias (UFC).

Para el recuento se utilizaron las placas de Bacterias Acido-Lacticas 3M®.)El método
de dilucién en placa fue utilizado. En cada placa se colocaron 100" uL de las
diluciones correspondientes, y se realiz6 por duplicado. Las placas se incubaron a
30 °C en una estufa microbiolégica marca ECOSHEL por 24 horas. Transcurrido el
tiempo de incubacion se llevo a cabo el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC).
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12.11.Conteo de bacterias acido-acéticas.

Se utilizé el medio GY (5% glucosa, 1% extracto de levadura y 1.5 % de agar
bacteriologic@)ycon natamicina (100 mg/L). La siembra de las muestras se realiz6
mediante el método de dilucidn en placa. 100 pL de las diluciones correspondientes
se colocaron en‘eada placa por duplicado. Las placas se incubaron a 30 °C por 72
hr. Concluido el tiempo de incubacién las colonias se contaron. (Vazquez et al.,
2014)

)

12.12 Conteo de levaduras:.

Se utilizé el medio ADP (Agar papa‘’dextrosa). La siembra de las muestras se realiz
mediante el método de dilucidn en placa. 100 pL de las diluciones correspondientes
se colocaron en cada placa por*duplicado. Las cajas se incubaron a 25 °C por 5
dias. Concluido el tiempo de incubacion las'colonias se contaron de acuerdo con la
NOM-111-SSA1-1994. (DOF, 1994)

12.13 Analisis estadistico
Los resultados se evaluaron mediante un‘andlisis de’varianza (ANOVA). Se realiz6
un andlisis de comparacién de medias empleado & _prueba de Tukey. Para el

analisis se utilizé el programa Prism 5.0.

13 RESULTADOS

13.1 Temperatura de extraccion de compuestos polifendlicos-de la
infusion de cascarilla de cacao
Para determinar la cantidad de compuestos fendlicos, se utilizo la técnica de.fenoles

gue se describe en la metodologia. Se realizaron dos extracciones, una a 75 y otra
a 95 °C por 10 y 15 minutos. En la extraccion de fenoles totales de los sustratos, de
té negro (control) y cascarilla de cacao, a la temperatura de 75 °C el té negro se

obtuvo la mayor extraccion a los 10 min. Por otra parte, en el caso de la cascarilla
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de cacao se observé valores muy similares en las condiciones evaluadas. (Figura
4).

Estandarizacién de temperatura y tiempo en la
preparacion de infusién de cascarilla de cacao
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Figura 4. Evaluacion de temperatura y tiempo optimo en la prepara€ion de la infusion de cascarilla de cacao. se
determind el contenido de fenoles totales en temperaturas de 75’y 95 °C con tiempos de extraccion de 10 y 15 minutos.
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Figura 5#Fermentacion del té negro y cascarilla de cacao durante 6 dias en dos temperaturas a 30 y 37 °C. Se determino

en lo§ dias 0, 1, 3y 6 los fenoles totales formados.

Despuésde establecer las condiciones de extraccion (95 °C/10 min) de la infusién,

se evaluo el efecto de la fermentaciéon en los compuestos polifendlicos. Los

resultados mostraron un aumento en los compuestos polifendlicos en

la

fermentacién (Figura 5). De hecho, no se observo diferencias estadisticamente

significativas en‘lasscondiciones de temperaturas evaluadas en la fermentacion.
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Figura 6 comportamiento del pH del té negro de infusion de'casearilla de cécao=se realizo fermentacion a una

temperatura de 30° y 37° C durante 6 dias.
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TC37°C
TN 30 °C
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Uno de los parametros considerados para €l consum@ humano de bebidas

fermentadas es su acidez, de acuerdo con la FDA el pH adecuado para él consumo

se encuentra en él rango de 2.5 — 4. En la grafica se observa durante el dia 0 como

las bebidas rondan por arriba de 5 y 6 de acidez. Sin embargo, alevaluar el pH

durante el tiempo de fermentacion se observo que en la infusion de'cascarilla de

37°C en el dia 1 tiene un pH de 4.3 y desciende a un pH de 2.6 en el dia'6<Por otra

parte, la infusion de cascarilla a 30 °C inicia con un pH de 4.4 y culmina con, un,pH

de 3.7. Pasando los el dia 6 el pH de las bebidas se encuentran por debajo de2.5.

De acuerdo con la FDA él consumo de bebidas fermentadas sugiere que las dos
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condiciones de fermentacion se encuentran dentro del rango adecuado, por lo que,

las determinaciones de este trabajo se realizaron Unicamente hasta él dia 6.

Se ha descrito gue, la biomasa que se forma en la fermentacion esta asociada con
el aumento de lgs microorganismos, (Benalcazar Bassante, 2018), y que estos
microorganismos #Son considerados probidticos por afectar positivamente la
microbiota intestinal{(Wang & Zhao, 2005). En nuestros resultados de la evaluacion
de biomasa del té negroyspredomina la biomasa que se mantuvo a 30° C (0.2140 g)
en comparacion a 37 °C (0.1170 g). Ademas, en la infusion de cascarilla la biomasa
con mayor peso fue la obtenida.a 37 °C (0.3210 g) en comparacion con la formada
a 30 °C (0.2070 g). Sin embargo,.el peso de biomasa en la infusion de cascarilla de
cacao y de té negro a 30 °C fue similar, pero la obtenida de la infusion de cascarilla

de cacao tuvo menor cantidad de compuestos polifendlicos (Figura 7).
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Figura 7. formacioén de biomasa en temperaturas de fermentacion 37°y 30 °C durante seis dias en té negro e\infusion de
cascarilla de cacao. grafica del peso obtenido de tres experimentoOs realizados por duplicado (A). imdgenes
representativas de las biomasas obtenidas del té negro y de cascarilla de cacao (B).
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13.2.Determinacion de Minerales
En la_determinacion de cenizas totales, podemos hallar la cantidad de minerales

totales presentes en las muestras. En la tabla 1 se muestra los g/mL de cenizas
totales presentes en las bebidas elaboradas, ambas se sometieron en una mufla a
temperatural de 200 °C por 24 horas, las diferencias encontradas no fueron
estadisticamentegsignificativas. Por lo tanto, se determind el contenido de los
minerales de forma.individual en las condiciones planteadas para conocer las

diferencias en los niveles de los minerales (Figura 8).

Tabla 1. Determinacion de cenizas totales en bebida fermentada de té negro

y cascarilla de cacao.

Muestras 0 dias 3 dias 6 dias
(gr/mL) (gr/mL) (gr/mL)
TN 37 °C 0.0332% 0.0262 + 0.0217 +
0.001 0:0004 0.0007
TC 37°C 0.0311 + 0.0223 + 0.0218 +
0.001 0.0008 0.0005
TN 30 °C 0.0212 + 0.0086.+ 0.0144 +
0.0009 0.0005 0.001
TC 30 °C 0.0369 + 0.0310 £ 0.0285 +
0.001 0.0009 0.0007

Datos expresados como promedio + desviacion estandar.

El calcio puede ser importante para la calidad y la seguridad de la fermentacion ya
gue es un nutriente esencial para el crecimiento y la salud de las células ‘presentes.
La falta de calcio en el medio de fermentacién puede afectar negativamente el
crecimiento y la actividad de las bacterias y levaduras, lo que puede resultar en‘una
fermentacién incompleta y una menor calidad de la bebida. En la figura 8A podemaos

ver que en el dia cero la concentracién de calcio esta por arriba de los 8 mg/dL.
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Conferme pasan los dias de la fermentacion notamos una disminucion considerable
de calCio. Sin embargo se observa que la fermentacion en la temperatura de 37° C
presentd valores mas altos de calcio en comparaciéon con la fermentacién a 30°C
para ambas-sustratos. En la infusion de cascarilla a 37° en €l dia uno se observé
una cantidad ‘de calcio menor (0.85 mg/dL) en comparacion a la infusion de
cascarilla a 30° (0.96 mg/dL). Durante el dia 3 se observa una disminucion de calcio
en ambas infusiongs; pero en la infusion de cascarilla a 37° es mas notable la
disminucién que en la-infusion a 30° (0.51 mg/dL vs 0.82 mg/dL). Sin embargo, en
el dia seis hay un aumenta.significativo de calcio en la infusion de cascarilla a 37°,
mientras que en la infusion,a.30° hay un aumento, pero no es tan significativa (2.4,
mg/dL vs 1.09 mg/dL).
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Figura 8. Deteccion de minerales en té negro e infusion de cascarilla durante fermentacion en 6 dias en temperatira de
37y 30 C. determinacion de calcio (A), fosforo (B), magnesio (C), sodio (D), potasio (E) y cloro (F).

En la figura 8B se observa el comportamiento del fosforo, €l fosforo juega un papel
importante en muchos procesos biologicos, incluyendo la sintesis de acidos

nucleicos y la produccion de energia celular. La concentracion de fésforo del dia O,
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tantosen la infusién de cascarilla como en el té negro, es mayor en comparacion a
los dias posteriores a la fermentacion, ya que la cantidad de fosforo presente en la
infusionsde ‘cascarilla es mayor a 2mg/dL y la de té negro esta por arriba de los
4mg/dL. Pasando el dia 1 se observa una disminucién significativa en los niveles de
fosforo en las‘bebidas, sin embargo con el paso de los dias se observa un ligero
aumento en losiniveles de fosforo en las infusiones de cascarilla a 30° (en el dia 1
disminuyo a 0.15'mg/dL, aumentando a 0.27 mg/dL en el dia 6) y 37°C (disminuyo
a 0.12 mg/dL y aumentdya los 6 dias con 0.17 mg/dL).

En esta figura 8C encontramos que la mayor cantidad de magnesio es registrada
en el dia 0.Por otra parte observamos que ambas infusiones de cascarilla tienen un
comportamiento similar en los_ dfas 1 y 6. (TC 37° dia 1: 0.14 mg/dL, dia 6: 0.15
mg/dL vs TC 30° dia 1: 0.15 mg/dL; dia 6: 0.35 mg/dL). Sin embargo, en el dia 3
observamos que la manera en que‘el"magnesio se comporta es significativa ya que
en la infusion de 37° disminuye a 0.12 mg/dL mientras que en la infusién de
cascarilla a 30° aumenta a 0.35'mg/dL. Deymanera que entre ambas infusiones hay
una diferencia de 0.18 mg/dL aun.siendo ambas_del mismo dia.

En la figura 8D, en el dia 0 nos encontramos en‘un'rango de concentracion de sodio
de 4.0 mmol/L a 5.0 mmol/L. Posterior al/dia 1 de fermentacion se observo que el
comportamiento entre ambas condiciones es el mismo debido a que ambas
infusiones de cascarilla aumentan en los dias 3 y seis, sin embargo, el aumento en
la infusion de 37° C es mayor en que la de 30° C.

TC37° (DIA 3: 4 mmol/L, DIA 6:5 mmol/L) VS TC30° (DIA 3:(8 mmol/L, DIA 6: 3.1
mmol/L). Tanto el sodio como el potasio son electrolitos que juegan un papel
importante en la regulacion del equilibrio de liquidos en el euerpo y el
funcionamiento adecuado de los masculos y los nervios. En la figura 8k se registra
en el dia 0 una concentracion de 30 mmol/L de potasio, en todas las bebidas.
Posterior al dia 0, vemos la disminucion de potasio, aunque se observa que.en.el té
negro a 37° C se mantiene una mayor cantidad de potasio en comparacion del té,a
negro a 30° C. A diferencia del té negro, la infusion de cascarilla a una temperatura

de 37° posee una menor cantidad de potasio durante los dias 1y 3 (1: 0.93mmol/L;

Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo. 28




2: 0.72mmol/L) en comparacion de la infusion de cascarilla a 30 °C (1: 1.02mmol/L,
3: 0:88mmol/L). Sin embargo, se observa un aumento considerable en el dia 6 en
la infusién.de cascarilla a 37 °C (2.02mmol/L) mientras que en dia 6 de la infusion
de cascarilla-descendié (Immol/L) quedando en un valor menor que el del dia 1.

En el grafico.8F podemos observar que en el té negro a 37° C hay mayor cantidad
de cloro desde elldia 0 en comparacion del té negro a 30°C. También podemos ver
como hay una disminucion y posteriormente se vuelve a ver un aumento llegando
casi a los valores inieiales. A pesar de que en ambas temperaturas ascienden

conforme pasan los dias, se’registra un mayor valor en el té de 37°.

Por otro lado, en las infusiones de cascarilla se reporta el mismo comportamiento,
es decir conforme pasan los dfas;la cantidad de cloro aumenta tanto en el TC a 37°
como en el TC a 30°, con la diferencia de que en la infusién de cascarilla hay mas

concentraciéon de cloro.

13.3 Determinacion de azucarés~reductores
Azucares.reductores

TN 37 °C
TC37°C
TN 30°C
TC30°C

Froe e

Dias

Figura 9. Determinacion de azucares reductores en té negro e infusion de cascarilla de cacao.

En la figura 9 vemos que la menor concentracion de azucar se registra en el dia.0

(té negro 13.03 y infusion cascarilla 7.12 mg/dL). Posterior al dia O podemos ver
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come“aumenta, conforme van pasando los dias de la fermentacién. La infusion de
cascarilla a 37 °C muestra una mayor concentracion de azUcares reductores que la
infusiénsa 30 °C. Los valores obtenidos a 37 °C se sitian entre 400 y 500 mg/dL,

mientras que-los obtenidos a 30 °C no superan los 400 mg/dL.

PROTEINAS TOTALES

0.8
—-- TN 37°C

TC37°C
=+ TN 30°C
-+ TC30°C

Dias

Figura 10. Determinacidn de proteinas en te negro-esiffusion de case@rilla durante la fermentacion.

Durante el proceso de fermentacion, algunas proteinas)pueden ser descompuestas
en aminoacidos mas simples por las enzimas producidas por los microorganismos
y sintetizar aminoacidos a partir de nutrientes disponibles’en-€l medio ambiente. En
la evaluacion de proteinas presentes en la bebida fermentada, en la figura 10 se
observo que en el dia 0 hay una menor concentracion de proteinas.en comparacion
al resto de los dias del proceso de fermentacién. En las infusiones de, cascarilla la
misma cantidad de proteina (0.1 g/dL en el dia 1y 0.2 g/dL en el dia' 3)..En el dia 6
aumento la cantidad de proteina en la infusion de cascarilla a 37 °C (0:3.g/dL), sin
embargo, la infusién de cascarilla a 30° presenta una mayor cantidad de proteina
(0.5 g/dL) en comparacion a la infusion de cascarilla a 37 °C. De hecho, al evaluar
la distribucién de los microorganismos en diferentes temperaturas de fermentacian
se observo diferencias en la distribucion de las bacterias y levaduras (Tabla 3). En

las levaduras en la infusion de cascarilla de cacao, presenta mayor numero de UFC
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(Unidad formadora de colonia) en comparacion al té negro, sin embargo, en la
cuantificacion de UYFC—de bacterias el té negro presenta mayor numero en
temperatura’ de fermentacién de 30°C, mientras que en la temperatura de 37 °C no

se observa.variaciones significativamente estadisticas (Tabla 3).

Tabla 2. Cantidddes”de bacterias y levaduras en bebida fermentada de

infusion de cascarilla‘de cacao y té negro.

BACTERIAS LEVADURAS
(Cog"UFC mL?) (Log UFC mL™?)
TN 30 °C 6.45+ 0.0020" 5.15+ 0.005
TC30°C 5.30+ 0.001*- " 5.65 + 0.006
TN 37°C 6.02 + 0.005 5.13+ 0.003
TC37°C 6.27 + 0.008 . Y 5.53+ 0.001

Valores expresados como promedio= desviacién estandar. Experimentos realizados por
triplicado. * prueba de t-student TN 30°Cws TC 307°C p < 0.05.
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Figura 44. Actividad antioxidante por el método del radical 2,2-difenil-1-picrihidracilo (DPPH) de los fermentos de té

negro e infusion de cascarilla de cacao a 30 y 37 °C.

Posteriormente, se determind la actividad antioxidante, se observdé que la
distribucion’de microorganismos en el té negro no afecta en la actividad antioxidante
(Figura 11).(Con respecto a la infusion de cascarilla de cacao se observo que los
microorganismos.gue se desarrollan en la temperatura de 37 °C en la fermentacién
de la cascarilla de.eacao favorece la actividad antioxidante. Inicialmente se present6
36.19% de actividadsantioxidante en dia O, transcurridos seis dias de fermentacion
bajo las temperaturasta~30 °C y a 37 °C, presentaron el 45.71% y 74.76% de
actividad antioxidante respectivamente. Por lo tanto, la fermentacion a temperaturas
de 37°C de la infusién de la€ascarilla de cacao aumento 2 veces el porcentaje de

la actividad antioxidante en 6 dfas'de fermentacion.

14 DISCUSION

En este trabajo, se observdé que~la=mejorgtemperatura para la extraccion de
polifenoles de la infusidbn de cascarilla de caeao:fue a 95 °C (Figura 4). Este
resultado concuerda con un estudio previo_en él gue-se comparo la extraccion de
polifenoles en diferentes marcas de té verde a distintasstemperaturas, encontrando
que a mayor temperatura se obtenia mayor cantidad de polifenoles. Estos hallazgos
sugieren que la infusion de cascarilla de cacao puede ser-aprovechada como una
fuente natural de polifenoles. Sin embargo, es necesario que“Se realicen otros
estudios que permitan caracterizar e identificar los compuestos polifendlicos

presentes.

Por otra parte, la fermentacion se asocia con él aumento de beneficios afla salud.
Se ha reportado, que la bebida fermentada de té negro conocida como Kembucha
contribuye con un microbiota saludable debido a que aporta microorganismos
probiéticos y compuestos polifenolicos (Chakravorty 2016). Sin embargo, dentre.de
las caracteristicas de la fermentacion son importantes las condiciones adecuadas

para el consumo humano, como los niveles del pH los cuales de acuerdo con la
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FDAsno deben ser menor a 2.5. En nuestros resultados (Figura 6), se puede
observar que tanto en la infusién de cascarilla fermentada a 37 °C como a 30 °C,
hay una<disminucion significativa del pH en el dia 6, el cual coincide con lo reportado
sobre él camportamiento del pH en la fermentacion del té negro, que oscila en un
rango de 3.5.a2.5 después de 7 dias (De Filippis et al., 2018). De hecho, la infusién
de cascarilla en las temperaturas evaluadas coincide con lo permitido por la FDA

para él consumo humano.

En nuestra bebida también se evaluaron las cantidades de nutrientes inorganicos
esenciales para él organismo, estos nutrientes se clasifican en macrominerales y
microminerales, segun la eantidad que se desea consumir. En este trabajo nos
centramos en los macrominerales,entre los que se encuentran el calcio, el fosforo,
el magnesio, el sodio, el potasiory el cloro. (Carbajal Azcona, 2017). Estos
elementos tienen funciones estructurales y reguladores de los procesos corporales
(OPS/OMS, 2016). Por ejemplo, €l calcio es importante para la salud G6sea y
muscular, y se recomienda una’ingesta deyl.2 mg/dia (Martinez de Victoria, 2016).
El sodio, por su parte, interviene\en el equilibrio hidrico y la presion arterial, y se
aconseja limitar su consumo a 2 g/dia en adultos;ya que un exceso puede provocar
hipernatremia (Asuncién Mar, 2021) y.enfermedades cardiovasculares (Caracas,
dic. 2015).

El magnesio (Mg) es un mineral esencial para el organismo, que participa en
numerosas reacciones enzimaticas y en la comunicacién entre las células nerviosas
y musculares (Council et al., 1989). También regula el ritmao“cardiaco, la tension
arterial, la respuesta inmunitaria, la salud 6sea y el equilibrio de la glucosa en sangre
(Bielik & Kolisek, 2021). ElI microbiota intestinal influye en la abseorcion y el
aprovechamiento del Mg. Un consumo adecuado de Mg podria favorecer una
microbiota mas diversa y equilibrada, 1o que a su vez podria prevenir trastornos
metabdlicos relacionados con el sindrome metabolico y la diabetes tipo ‘2:(Pluriti
et al., 2021).

Otros minerales que forman parte de los electrolitos son el sodio, el cloro y‘el

potasio. Estos electrolitos intervienen en el funcionamiento de la membrana celular
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y enda generacion de sefiales nerviosas y la activaciéon de enzimas que regulan
diferentes procesos metabalicos intracelulares (Soliz Rivero et al., 2021) Segun se
muestra”en® la figura 8 de los resultados, la bebida analizada contiene estos
mineralesgaunque en cantidades inferiores a las recomendadas para su ingesta.
Sin embarge,¥su contribucion puede ser utii como complemento de una dieta

equilibrada.

Por otra parte, se amalizaron los valores de azucares reductores durante la
fermentacién. Los azlcares reductores son carbohidratos o azucares naturales que
tienen un grupo aldehide,o0 cetona libre (Yana Yanqui et al., 2019). Estos azUcares
se consumen durante la fermentacion, una bebida no alcohdlica segun la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010, que estableceque debe tener menos de 2.0 % de alcohol etilico
en volumen (DOF, 2018). La mayerfa de los tés fermentados en el mercado tienen
menos de 0.5 % de alcohol. Esto se 'debe a la accion simbidtica de las bacterias y
las levaduras que forman la hebida fermentada. Las bacterias no pueden usar la
sacarosa, pero si la glucosa y‘la.fructosa,que son producidas por las levaduras al
romper la sacarosa. Por eso,‘\.las bacterias. y las levaduras se benefician
mutuamente. En nuestra infusion deeascarilla™“de cacao, usamos el consorcio
simbidtico de la marca MANDOLIN KOMBUCHA para fermentar el té endulzado.

Segun la NOM-051-SCFI/SSA1-2010, los*productos“preenvasados con mas del
10% de azucares libres afiadidos deben llevar la leyenda “exceso de azucares”.
Nuestra infusion de cascarilla de cacao se prepar6 con el 20% de sacarosa, pero
después de la fermentacion se redujo el contenido de azlcar! Esto se debe a que
las bacterias degradaron los productos secundarios que se formaron a partir de la
glucosa y la fructosa, que se liberaron al hidrolizarse la sacarosa. Por-€so, nuestra

infusidn de cascarilla de cacao se puede etiquetar como “reducido engazticar”.

De acuerdo a la NOM-086-SSA1-1994, “los productos con menor conténido de
azucar son aquellos a los que se les ha reducido parcial o totalmente el azdcar”,
(DOF, 1996). Estos productos se clasifican como “sin azucar” si contienen menos
de 0,5 g/porcion. Nuestros resultados muestran que la infusion de cascarilla de

cacao tiene 0,4 g por cada 100 ml.

Licenciatura en Quimico Farmacéutico Bidlogo. 34




En relacion con los niveles de proteinas después de la fermentacion (figura 10), se
encontrg que él contenido proteico es bajo y puede estar asociado con el tiempo de
fermentacion. De acuerdo con Jayabalan et al., reporté que la bebida fermentada
de té negro.después de 21 dias de fermentacion (presenta un 23 % de proteina con
presencia de.aminodcidos esenciales y no esenciales) y se podria utilizar como una

rica fuente de proteina microbiana (Jayabalan et al., 2010).

La palabra probiotice”_significa “a favor de la vida” y hace referencia a
“microorganismos vivos+#que, cuando se consumen en cantidades apropiadas,
confieren al huésped efectossaludables”. De este concepto se pueden enfatizar
tres caracteristicas fundamentales: la viabilidad de los microorganismos, su
cantidad de consumo y el benefi€io que proveen al huésped. (FAO & OMS, 2006)
Estos microorganismos ademas del-aperte en nutrientes pueden ser considerados
benéficos en alimentos y bebidas. " De acuerdo a Guzman Ortiz, en bebidas
comerciales se requiere una concentracion de 1 x 10 6 a 1 x 10 °® UFC/porcién de
cepas probidticas para hacer un-uso correctoqa la declaracion de la propiedad
"contiene probidticos”, en nuestros resultados la infusién de cascarilla de cacao a
una temperatura de 37 °C contiene Yos~microorganismos suficientes para ser
considerada una bebida que contiene probioticos (Tabla 3). Esta concentracion es
requerida debido a que la viabilidad de los microorganismas puede verse afectada
durante su paso por el tracto gastrointestinal (TGI), en~donde se enfrentan a
ambientes hostiles como cambios drasticos de pH, presenciasde enzimas y sales
biliares. (Guzman Ortiz, 2021)

La formacion de biomasa es una cualidad importante en un probidticosya que se ha
evidenciado que esta propiedad puede favorecer la supervivencia del
microorganismo ante las condiciones del tracto gastrointestinal. Al evaluar la
biomasa en la infusion de cascarilla de cacao, se observa que la biopelicuta erece
a ambas temperaturas, lo que indica que cumple con el requisito principal de"tun

probidtico (Figura 6). Ademas, se ha reportado que la biopelicula generada por
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algunos probidticos tiene efectos inmunomoduladores y capacidad de inhibir el
desarrollo de patdgenos. (Aoudia et al., 2016)

El microbiota intestinal es el término que define al ecosistema microbiano del
intestino, que=incluye especies nativas que colonizan permanentemente el tracto
gastrointestinal”y una serie variable de microorganismos vivos que transitan
temporalmente por el tubo digestivo. Las bacterias nativas se adquieren al nacer y
durante el primer ano«de vida, mientras que las bacterias en transito se ingieren
continuamente a traves-alimentos, bebidas, etc. Se habla de simbiosis cuando la
relacion entre dos 0 massespecies vivas conlleva beneficios para al menos una de
ellas sin que exista perjuicie‘para ninguna de las otras. La relacion del anfitrion con
su flora es de simbiosis: el anfittién proporciona espacio y nutricién y el microbiota
contribuye de modo importante ‘a“la fisiologia del anfitrion. (Aguilera Garca et al.,
2017). La alteracion en la compesicion del microbiota intestinal se denomina
disbiosis. La disbiosis predispone a enfermedades inflamatorias y se asocia con el
incremento de radicales libres y él'desarrollo del estado de estrés oxidativo. (Weiss
& Hennet, 2017)

La determinacion de la capacidad antioxidante'es util para valorar la calidad de un
alimento, la cantidad de antioxidantes) presemtes en un sistema, o0 la
biodisponibilidad de compuestos antioxidantes en eleterpo humano debido a que
ayudan a prevenir efectos adversos relacionados con los radicales libres. (Benitez-
Estrada et al., 2020) El estrés oxidativo surge por el aumento de ROS/RNS y una
disminucién de la habilidad de proteccion antioxidante, €aracterizado por la
reduccion en la capacidad de los sistemas enddégenos para combatir los ataques
oxidativos dirigido a blancos biomoleculares. Su gravedad se asocia\con varias
patologias, como enfermedades cardiovasculares, cancer diabetes y vejez. (Hidalgo
& Rubio, 2018) Los antioxidantes se encuentran presentes en alimentos y_ bebidas
a base de extractos vegetales, como es el caso de la bebida de té negro fermentada,
donde (Chakravorty 2016) reportd un incremento en la actividad antioxidante delté
negro después de unos dias de fermentacién, indicativo de ser una bebida rica €n

antioxidantes. Ademas, describe el aumento de mondmeros de flavonoides puede
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deberse al consorcio microbiano que se genera con los sustratos utilizados, dando
lugar-al_.aumento de fenoles totales y por consecuencia al aumento de la actividad
antioxidante. Podemos observar en nuestros resultados que la actividad
antioxidante-mostré un comportamiento similar en la fermentacion a 37 © C (Figura
11). En este'sentido, la bebida fermentada a partir de cascarilla de cacao puede ser
considerada candidata idonea como alimento funcional, debido a su contenido de
microorganismos “vives, capacidad de formacion de biopelicula, contenido de
fenoles totales y la actividad antioxidante. Sin embargo, es necesario continuar con
los estudios que permitamw caracterizar los microorganismos presentes y la

identificacion de metabolitos dé importancia bioldgica.

15 CONCLUSION

Finalmente, y de acuerdo a nuestros resultados podemos decir que nuestra infusion
de cascarilla de cacao tiene comportamiento similares a los que tiene la bebida
fermentada de té negro, esto bajo las condiciones previamente establecidas, por lo
gue determinamos que la bebida‘fermentada,a base de cascarilla de cacao puede
ser considerada candidata idonea /como “alimento funcional, debido a su alto
crecimiento de microorganismos vivosg#10s cuales en cantidades adecuadas pueden
ejercer efectos benéficos para la salud.del huésped, y de acuerdo a nuestros
resultados cumple con la cantidad minima neceSaria de probibticos para ser
considerado funcional. Ademas, al ser Tabasco uno de les-mayores productores de
cacao, nos permite darle un valor agregado a la produeeién del cacao, si bien
nuestro proyecto se realizo con el sustrato de cascarilla de cacae considerado para
la poblacion en general un “desechos agroindustriales” 10 /que nos permitid
aprovechar dicho desecho para innovar o aprovechar tal recurso y dar a,conocer los
efectos benéficos que tiene y que actualmente se ha desperdiciado.desde hace
mucho tiempo puesto que la poblacion desconoce los beneficios de la cascarilla de
cacao
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15,6LOSARIO:

Alimentos fermentados: alimentos o bebidas producidos a través del crecimiento
microbiano,controlado y la conversion de los componentes de los alimentos a través

de la accion.enzimatica

Antocianinas;“Pigmentos solubles en agua que pertenecen a la familia de los

flavonoides.
Biomasa: Fraccionbiodegradable de productos, desechos y residuos organicos.

Cacao: Fruta obtenida del” arbol cacao, cuyo nombre cientifico es Theobroma

cacao.
Catequinas: Sustancia antioxigante derivada de los polifenoles.

Consorcio microbiano: asociaciontatural de dos 0 mas poblaciones microbianas,
de diferentes especies, que actlanteonjuntamente como una comunidad en un

sistema complejo.

Crecimiento microbiano: incremento en el némero de células microbianas de una

poblacion.

Cultivo iniciador: preparaciones que contienen microorganismos vivos aplicados

con el objeto de hacer uso de su metabolismo microhiano.

Enantiomeros: compuestos con la misma secuencia de enlaces, pero con diferente

ordenacion en el espacio.

Fermentacion: proceso catabolico de oxidacion incompleta, totalmente anaerdbico,

siendo el producto final un compuesto orgéanico.

Flavonoides: Metabolitos secundarios presentes en los vegetales encargados de

brindar color a las frutas y verduras.

Infusion: Bebida que se prepara hirviendo o echando en agua muy caliente alguna
sustancia vegetal, como hojas, flores, frutos o cortezas de ciertas plantas, 'y

dejandola unos minutos de reposo.

Kombucha: Bebida fermentada de té negro.
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Levadura: Hongo unicelular que produce enzimas capaces de provocar la

fermentacion alcohdlica de los hidratos de carbono.

pH: medida que sirve para establecer el nivel de acidez o alcalinidad de una
disolucion
Polifenoles: grupe de sustancias presentes en las plantas con una alta capacidad

antioxidante.

Proantocianidinas: Sen polimeros de flavanoles-3, también conocidas como

"taninos condensados",'dotadas de potentes propiedades antioxidantes.

Probidticos: es un adjetivo gue se aplica a ciertos microorganismos presentes en

la flora intestinal.

Scoby: Combinacion de bacterias ylevaduras, conocida como cultivo simbiético de

bacterias y levaduras

Temperatura: es una magnitudteferida aJa nocién de calor medible mediante un

termémetro.
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El cacao ‘'sescultiva en muchos paises siendo el Estado de
Tabasco una de. los principales productores nacionales, se le
atribuyen efectes benéficos para la salud ademés de poseer un
agradable sabor. Lasimportancia fitoquimica del cacao son los
flavonoides, los cuales.ejercen efectos antioxidantes y
desinflamatorios al consumirlo, dichos flavonoides estan
presentes en hojas;semillasy cascaras de semillas, etc.

Para muchos, la parte aprovéchable es la semilla y terminan por
desechar la cascarilla; siendo este-un desecho agroindustrial, sin
embargo, recientemente se han descrito las propiedades que
podria ofrecer Teobroma cagao L. enmaterias primas no
utilizadas, Investigaciones recientes han‘ratificado que la ingesta
de la infusion de cascarilla aporta antioxidantes, previene
enfermedades cardiovasculares y cancerigenas. Cabe sefalar
gue la produccion de alimentos fermentados mejora las
caracteristicas nutricionales y brinda efectos en la'salud. La
fermentacion de los alimentos se ha realizado de forma natural o
con el empleo de cultivos iniciadores como es el caso de-la
kombucha, la cual se produce a través de la fermentacion
aerobica de té negro y azucar mediante una combinacion de‘un
consorcio microbiano, conocida como cultivo simbiético de

bacterias y levaduras (SCOBY).




Se elabor6 una bebida a partir de la cascarilla de cacao empleada
como infusion a través del proceso de fermentacion, en la cual se
vio una mejora en los efectos sin embargo se deben seguir

evaluando sus efectos biologicos.
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