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RESUMEN

En la industria del cacao solo se aprovecha aproximadamente el 20 %, esto ha conducido
a buscar alternativas para el aprovechamiento de los subproductos, estos representan
aproximadamente el 80 % del fruto que poseen propiedades beneficiosas para la salud.
Este trabajo tuvo’como objetivo elaborar y caracterizar una bebida funcional a partir del
fermento de infusién de cascarilla de semilla de cacao (CSC). Al analizar el contenido de
metales pesados cons€ehfin de evaluar la seguridad del sustrato, los resultados indican
gue no se detectaron niveles de arsénico, plomo ni cadmio en el sustrato de CSC; sin
embargo, se identificd la(presencia de cobre dentro de los limites permisibles (<15
mg/kg), esto significa, el sustrato no representa riesgo para la salud. Los resultados
muestran que la fermentacion‘en”el dia seis presenta la mayor actividad y capacidad
antioxidante, esto se ha asociade al_contenido de polifenoles y flavonoides totales,
asimismo la secuenciacion metagenémica de la region intersecuencia ITS y del gen
ARNr 16s, identifico y determing, la “abundancia de microrganismos con potencial
probidtico como los géneros de hongos Brettanomyces (75.15 %) y Pichia (15.96 %), y
los géneros de bacterias fueron Acétobacter (13.28 %), Komagataeibacter (5.21 %), lo
que permite posicionar este fermento como una bebida funcional. En este sentido, el
consumo del fermento de infusion de casearilla de'semilla cacao tiene beneficios para la
salud, ademas de contribuir disminuyendo_el impacto~de desechos agroindustriales.
Cabe destacar que se identifico Sphingobium (0.78 %) un"género bacteriano que no ha
sido reportado antes en estos fermentos.
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XIl.

ABSTRACT

In the cocoa industry, only about 20% is used, which has encouraged the development
of other options for the revaluation of by-products, which constitute about 80% of the fruit
and exhibit beneficial health properties. This study aimed to produce and characterize a
functional beverage~from the fermentation of cocoa bean shell (CBS) infusion. When
analyzing the heavysmetal content to assess the safety of the substrate, the results
indicate that no levels'of arsenic, lead, or cadmium were detected in the CBS substrate;
however, the presence of.copper was identified within the permissible limits (<15 mg/kg),
therefore the substrate does notjpose a health risk. The results show that fermentation
on day six presents the highest antioxidant activity and capacity, which is linked to the
total content of polyphenols and flavonoids. Likewise, metagenomic sequencing of the
ITS interspace region and the 16S rRNA gene identified and determined the abundance
of microorganisms with probiotic potential, such as the fungal genera Brettanomyces
(75.15%) and Pichia (15.96%)y”and the bacterial genera Acetobacter (13.28%) and
Komagataeibacter (5.21%), which”allews this_ferment to be positioned as a functional
beverage. In this sense, the consumption of cocoa'bean shell infusion ferment has health
benefits, in addition to contributing to réducing the/impact of agro-industrial waste. It
should be noted that Sphingobium (0.78%),/a bacterial.genus that has not been reported
before in these ferments, was identified.
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INTRODUCCION

La busqueda de estrategias de produccidn sostenibles que beneficien la salud y el medio
ambiente €s.una prioridad mundial. Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) 2.1 y
3.4 de la Asamblea General de las Naciones Unidas (ONU) proponen reducir en un tercio
la mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles (ENT). El desarrollo de estas
enfermedades esta influenciado por la urbanizacion, el uso de antibiéticos, los alimentos
y bebidas altamenteprocesados y las desigualdades socioeconomicas (Max & Mashauri,
2024). Un cambio en la@diversidad microbiana en las ENT es un requisito previo para el
desarrollo de un estado de disbiosis en el microbiota intestinal humana (Logan et al.,
2016), es decir, una disminucion-de la diversidad y abundancia microbiana (Al Bander et
al., 2020; Hrncir, 2022).

La presencia de ciertas bacterias se_asocia con moléculas inflamatorias que interfieren
en la simbiosis (Tilg et al., 2020). (Las afecciones inflamatorias se asocian con la
obesidad, la aterosclerosis, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y la enfermedad inflamatoria
intestinal (Bandopadhyay & Ganguly, 2022;/Singh et al., 2021). Diversas bacterias
pueden desencadenar una cascada’ de vias .inflamatorias en las que intervienen
interleucinas y otras citocinas (Belizario~&s Faintuch, 2018). Sin embargo, esto puede
modificarse o0 mejorarse mediante el consumo de”alimentos ricos en probibdticos que
restauran el estado de eubiosis (Filidou et al.,.2024; Mayergas et al., 2021).

Ademas de contener nutrientes, las bebidas fermentadas contienen sustancias o
microorganismos vivos con efectos bioldgicos beneficiosos para la salud y la prevencion
de enfermedades (Temple, 2022). Los fermentos son una fuente de probidticos, como
en el caso del fermento del té negro, cuyo consumo se asocia con‘efectos terapéuticos
(Selvaraj and Gurumurthy, 2024). Otros tés, infusiones y sustratos han utilizado el cultivo
iniciador de este fermento de té negro mejorando su potencial probigtico, como en el
caso del té verde (Cardoso et al.,, 2020), infusiones de hierbas, la espegie vegetal
Malvaviscus arboreus (Silva et al., 2021), la soja y la leche de soja (Kanuri€.et al., 2018;
Tu et al., 2019) y el zumo de uva roja (Ayed et al., 2017). En este estudio, sedesarrollo
un fermento utilizando un residuo agroindustrial de la industria del chocolate y un SCOBY

utilizado en la fermentacion del té negro. Ademas, se lleva a cabo una caracterizacion



fisicoquimica y microbiologica del fermento, junto con una evaluacion de su actividad

antioxidante.

XV. MARCO TEORICO
XV.l Obesidad
En las ultimas cuatro décadas se ha triplicado la obesidad a nivel mundial y continua
aumentando en muchas'partes del mundo. De acuerdo con el Atlas Mundial de Obesidad
en 2023 se reportaron 890 millones de obesos adultos con una prevalencia en el mundo
de 16%, se estima que esta ciffa aumente a 25% para 2035 (WOA, World Obesity Atlas,
2023). La obesidad es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud
("OMS,” 2024). Lo anterior debide principalmente a un desbalance entre el consumo
calorico y el gasto energeético.
XV.Il Diagnéstico de la obesidad.
El indice de Masa Corporal (IMC)/es-un método de evaluacion facil y econémico para el
diagnostico de obesidad: se calcula dividiendo, el peso en kilogramos (kg) entre la
estatura en metros al cuadrado (m?), es"decir, peso._(kg)/estatura (m?) (“OMS,” 2024).
Este indice es un marcador indirecto de la/grasa, y existen mediciones adicionales, como
el perimetro de la cintura, que pueden ayudar a“diagnosticar la obesidad (Rivera
Dommarco, 2018). Ademas, a nivel mundial el IMC esta herramienta permite la deteccion
y monitoreo de la prevalencia de la obesidad, debido a que es igual para ambos sexos y
para los adultos de todas las edades (Wilding & Ralston, 2022). La OMS clasifica a los
pacientes adultos de acuerdo al IMC, es decir, IMC < 18.5 kg/m?, bajo peso; IMC 18.5 a
24.9 kg/m?, normopeso; IMC 25.0 a 29.9 kg/m?, sobrepeso; IMC.30.0 a 34.9 kg/m?,
obesidad Clase I; IMC 35.0 a 39.9 kg/m?, obesidad Clase II; y IMC > 40.0 kg/m?, Obesity
Clase lll (Weir & Jan, 2021).

El IMC de 30 kg/m? es el punto de corte para la obesidad, que se ha asogiado con
comorbilidades (Konstantinidi & Koutelidakis, 2019), principalmente debido a un_mayor
riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, hipertensién, dislipidemia, enfermgdad
cardiovascular (ECV) y algunos tipos de cancer (lacobini et al., 2019).



Figura-t. Categorizacioén de la obesidad de acuerdo al indice de Masa Corporal.
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Nota. La imagen representa el IMCyuna.razon numérica que se calcula con base al peso
y la estatura de las personas para conocer si€l peso de una persona es el adecuado,
esto de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), recuperado de (Soto
Ramirez & Pérez Bravo, 2011)

XV.1III Tipos de tejido adiposo

En la obesidad, la distribucion de la grasa corporal es un_factor determinante en el
desarrollo de los efectos perjudiciales del exceso de adiposidad. Cuando la ingesta
energética es mayor de lo necesario, se almacena en forma de grasa.y glucdégeno dentro
tejido adiposo subcutaneo (TAS) y en los 6rganos. El tejido adiposo visceral (TAV) esta
fuertemente asociado con la insulinoresistencia, la dislipidemia y la tension arterial alta,
independientemente del (TAS) y el IMC. Clasicamente, existen dos tipos de tejido
adiposo, el blanco y el marrén, que difieren en morfologia y funcién (Saxton‘et.al., 2019).
El tejido adiposo blanco (TAB) se distribuye ampliamente por todo el cuerpo humano, es
endocrinamente activo, proporciona almacenamiento de energia en forma de lipidos y

soporte mecanico para érganos y musculos circundantes, mientras que el tejido adipeso



marropATAM) produce calor tras la estimulacion B-adrenérgica o la exposicioén al frio, un
proceso’caenocido como termogénesis adaptativa (Busebee et al., 2023).

XV.IV Laobesidad y su asociaciéon con inflamacién

El exceso defacumulacion de grasa conduce a hiperplasia e hipertrofia de los adipocitos,
que se caracterizaspor la aparicion de adipocitos disfuncionales inflamados junto con la
infiltracion de células'inmunes en la fraccion vascular del estroma. De hecho, algunos
estudios han sugerido/que.el tamafio de los adipocitos, en lugar del numero, es un fuerte
predictor de disfuncién metabdlica. En este sentido, los adipocitos inflamados secretan
citocinas proinflamatorias, tanto locales como sistémicamente, que a su vez interrumpen
la funcion normal del microambiente circundante y de los 6rganos remotos. Desde este
punto de vista, el tejido adiposo,puede considerarse un 6rgano inmune y secretor, y la
obesidad como una enfermedad inmune inflamatoria (Kawai et al., 2021).

Una caracteristica unica de las respuestas de la expansion de TAB es una inflamacién
cronica de bajo grado que se asoCia con la,ebesidad y alteraciones en el metabolismo,
actualmente se ha denominado "metainflamagion". En los seres humanos, el TAB se
puede clasificar en dos depdsitos principales: el TAV y el TAS. Sin embargo, cada uno
tiene perfiles secretores unicos. De hechosel TAV_contiene mas macrofagos infiltrados
en comparacion con TAS en ratones y humanos obesos. Debido a lo anterior, el TAV
expresa mayores niveles de citocinas proinflamatorias‘'eomo como el factor de necrosis
tumoral- alfa (TNF-a) y la interleucina-6 (IL-6), mientras_que la secrecién de las
adipocinas leptina y adiponectina es mayor en los depédsitos_ de TAS, por lo que TAV
experimenta un grado mucho mas alto de hipertrofia que en TAS] esto se ha descrito en
humanos y en modelos animales. Ademas, la expresion de varios ‘receptores como la
angiotensina Il (ANG Il) y los B-adrenoceptores son mayores en el TAV. Es,probable que
estas diferencias expliquen las variaciones en la funcion endocrina y €hdesarrollo de

comorbilidades asociadas a la obesidad (Jin et al., 2023).



Figura.2. Cambios del tejido adiposo en la obesidad
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Nota. Consecuencias endocrino-metabdlicas de la inflamacién del tejido adiposo debido

a factores relacionados al estilo de vida, mala alimentacion.y sedentarismo, esto induce
a la hipertrofia del tejido adiposo vy la infiltracion de céltlas inmunes productoras de
citocinas proinflamatorias. Adaptado de (Revelo et al., 2014):

El Atlas de la Federacion Internacional de Diabetes en 2021 (fIDFA, International
Diabetes Federation Atlas,” 2021), reporta que sin contar los riesgosjde mortalidad
asociados a la pandemia de COVID-19, se estima que aproximadamente 6;7 millones de
adultos de entre 20 y 79 afios murieron como resultado de la diabetes o sus
complicaciones en 2021. Esto equivale al 12.2% del total muertes a nivel mandial para
este grupo de edad. La obesidad, en particular cuando se asocia a una mayor distribucion
de la grasa abdominal e intraabdominal y a un mayor contenido de triglicéridos
intrahepaticos e intramusculares, es un factor de riesgo importante para la prediabetes y
DM2, ya que causa resistencia a la insulina y disfuncion de las células B (Klein et al.,
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2022). dna serie de estudios realizados en modelos de raton y en personas han
demostrado alteraciones en la biologia del tejido adiposo que vinculan la obesidad con
la resistenCia“a la insulina y la disfuncion de las células B (Garvey et al., 2022;
Shimobayashi-et al., 2018).
XV.V Obesidad e hipertensiéon
La Organizacion Mundial de la Salud define la hipertension (tensidn arterial alta), como
un trastorno donde la presion de los vasos sanguineos es cronicamente alta (de 140/90
mmHg o mas). En 2023 se estimo6 que este padecimiento causa anualmente 7.5 millones
de muertes en el mundo(y eontribuye a 13% de la mortalidad por todas las causas
("OMS,” 2023). La hipertension relacionada con la obesidad se inicia debido a la
compresion renal por la grasa“pefirrenal/sinusal y también mediante la produccion de
adipocitoquinas como leptina, resistina, IL-1B, IL-6, TNF-q, etc., (Parvanova et al., 2024)
que conducen a un estado proinflamatorio, a una sobreestimulacion en el Sistema
Nervioso Simpatico sistémico/renal y a\la activacion del Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona, estos factores aumentan la reabsorcion renal de sodio y retencidén de agua
lo que resulta en la expansion e hipertension del volumen intravascular (Mi-Hyang &
Sang-Hyun, 2023; Shariq & McKenzie, 2020).
XV.VI Microbiota intestinal, estado de eubiosis=disbiosis y su asociaciéon con
enfermedades metabdlicas
Los seres humanos albergan una compleja comunidad microbiana en el tracto
gastrointestinal, conocida como microbiota intestinal. Esta“comunidad mantiene una
relacion simbidtica con el hospedador, esta relacién se denomina estado de eubiosis y
es determinada por el equilibrio entre epitelio intestinal, microbiota“intestinal y sistema
inmune del huésped. El balance simbiético entre el microbiota intestinal y el sistema
inmune contribuye a mantener la homeostasis no inflamatoria. Este estado*de tolerancia
inmune se deriva de multiples mecanismos, como la barrera de moco que minimiza el
contacto entre el microbiota intestinal y las células del epitelio intestinal, y.la secrecion
de peéptidos antimicrobianos como lisozima, defensinas e inmunoglobulina™A (Di
Vincenzo et al., 2023). A pesar de la ausencia de inflamacion, el sistema inmune modula
y ejerce constantemente presion sobre el microbiota intestinal. De hecho, la ausencia.de

uno de sus componentes, como la inmunoglobulina A, puede conducir al crecimiento



excesivo de las bacterias anaerobias, o componentes del sistema inmunitario innato
(Karczewski et al., 2014).

También la mierobiota intestinal participa en diversos procesos metabdlicos al contribuir
enzimas que ne‘estan codificadas por el genoma humano (Rowland et al., 2018) que
utilizan para la produccion del complejo de vitaminas B (biotina, cobalamina, acido félico,
niacina, acido pantoténico, piridoxina, riboflavina y tiamina), vitamina K, aminoacidos,
neurotransmisores (acetilcolina, dopamina, serotonina, acido y-aminobutirico), acidos
grasos de cadena corta (AGEC) como el acético, lactico, propionico y butirico, estos
ultimos ademas de servir como.fuente de energia para la sintesis de moco por parte de
las células epiteliales del intestine; crean un ambiente acido que evita la proliferacién de
microorganismo patogenos (Rosende-Silva et al.,, 2023; Xiao et al., 2021; Zakaria
Gomaa, 2020), asimismo el microbiotaiintestinal humano es un elemento crucial para la
digestion, catabolizando polisacaridos, péptidos y, en menor medida, grasas a nutrientes
utilizables por el huésped (Oliphant-&Allen=Vercoe, 2019).

Con relacion a lo anterior el microbioma" se define.como el conjunto de genomas que
existen en un microbiota (Belizario & Faintuch, 2018)«EI| estudio del microbioma es una
herramienta demasiado util para la identificagion y cuantificacion de las especies que
componen en este caso el microbiota (Milani et al;,2017). Un cambio en la
heterogeneidad de géneros que constituyen el microbiota“intestinal, conlleva a una
transicion del estado sano de eubiosis a un estado patolégice de disbiosis, ocasionado
por diversos factores como mala alimentacion, susceptibilidad genética, uso de farmacos
(antibioticos), consumo de drogas, estrés, infecciones, consumo de alcohol,
contaminacion ambiental, entre otros. La disbiosis se ha asociado con el desarrollo o
aumento de la gravedad de enfermedades como obesidad, diabetes mellitus-tipo 1y 2
(DM1 y DM2), aterosclerosis, enfermedades cardiovasculares (ECV), enfermedad de
higado graso no alcohdlico (EHGNA) hasta su evolucion a esteatosis hepatica no
alcohdlica (EHNA), enfermedades neurodegenerativas y enfermedad inflamatoria

intestinal (Di Vincenzo et al., 2023).



XV.VIL Tratamiento terapéutico de la disbiosis intestinal.

Actualmeénte existen dos enfoques terapéuticos para el tratamiento de la disbiosis, el
enfoque que.involucra la administracidon de probidticos y prebidticos que se comercializan
en farmacias.=Y*por otro lado la terapia que incluye cambios en el estilo de vida, como
hacer ejercicio;-dormir mejor y una dieta saludable (Garcia Lucas et al., 2021; Santiago
P et al.,, 2015). Sin'embargo, una dieta saludable también mantiene un microbiota
deseable, esto incluye™la, ingesta alimentos prebidticos para sostener un microbiota
intestinal sano, que en~resumidas palabras son polisacaridos u oligosacaridos no
digeribles por el cuerpo humano, pero si por el microbiota, esto propicia el incremento en
la diversidad de bacterias benefiCiosas y promueve el estado de eubiosis (Gibson et al.,
2017).

Xv.viil Microbioma

Se define como el conjunto de genomas (ADN) de los microrganismos (bacterias, hongos
arqueas, y virus) que residen en _un habitat en especifico incluyendo las condiciones
ambientales de un determinado niche ecolégico.

XV.IX Probidticos

Este término se refiere a microorganismos: vivos que, cuando se administran en dosis
apropiadas, otorgan un beneficio de salud del “huésped contribuyendo al equilibrio
microbiano intestinal del huésped, por ejemplo: Bifidobacterium longum subsp. longum
AH1206, Lactobacillus acidophilus (Sanders et al., 2019) .Hasta ahora, los probidticos se
han investigado por su capacidad para superar el funcionamiento intestinal, el alivio de
la intolerancia a la lactosa, la mejora de la funcion inmunolégica, las acciones
anticancerigenas, antidiabéticas, antioxidantes, antienvejecimiento, y antimicrobianas
(Nataraj et al., 2020).

XV.XPrebiéticos

De acuerdo a la Asociacion Cientifica Internacional de Probioticos y Prebiotices (ISAPP)
los prebidticos hacen referencia a "un sustrato que es utilizado selectivamente por los
microorganismos huésped que confieren un beneficio de salud" (Sanders et al.{"2019).
Estos son componentes alimenticios no digeribles que contribuyen beneficios al huesped
al estimular selectivamente la proliferacion y/o actividad de ciertas bacterias en el ¢olon
con efecto de mantener el estado de eubiosis y la salud del huésped. Otros compuestos



gue no.€estan clasificados como carbohidratos pero que se recomiendan como prebidticos
son los-flavonoles derivados del cacao. Los prebiodticos generalmente no se hidrolizan en
el intestine’y.consisten en bajos grados de polimerizacion (2-20 unidades) en los que los
monomeros sen generalmente glucosa, galactosa, fructosa y/o xilosa. Los prebibticos
mas estudiados “incluyen fructooligosacaridos (FOS), isomaltooligosacaridos (IMO) y
xilooligosacaridos (X0OS) (Kumar Yadav et al., 2022).

Los prebidticos son generalmente ingredientes alimentarios que no solo estimulan la
proliferacion de microorganismos probioticos yacen en el intestino humano, sino que
también estimulan el sistema inmune. Estos microorganismos son capaces de modular
la microflora intestinal de forma_positiva y reducir las bacterias patogenas que liberan
compuestos toxicos en el intestinoghumano (Gibson et al., 2017).

XV.XI Simbiéticos

Los simbioticos se refieren a la mezcla'de prebidticos y probioticos para la mejora de la
salud humana o animal. Recientemente;la’ ISAAP ha actualizado el concepto de
simbidticos catalogandolos en dos(tipos, complementarios y sinérgicos. Un simbidtico
complementario consiste en un probioticoyun prebidtico que juntos confieren uno o mas
beneficios para la salud, pero no requiefen funciones codependientes. Un simbidtico
sinérgico contiene un sustrato que es utilizado selectivamente por microorganismos
coadministrados (Kumar Yadav et al., 2022).

XV.XlIPostbiéticos

También conocidos como metabibticos, biogénicos o simplemente metabolitos/
sobrenadantes libres de células (SFC, supernatant free-celly,“hace referencia a
metabdlicos bacterianos que poseen actividad biologica benéfica para el huésped. Estos
son productos o subproductos solubles resultado del metabolismo de_bacterias vivas o
liberados después de la lisis bacteriana. Dichos metabolitos solubles se han recolectado
de varias cepas de bacterias que incluyen acidos grasos de cadena corta . (AGCC),
enzimas, peptidos, acidos teicoicos, muropéptidos derivados de peptidoglicano,sendo y
exopolisacaridos, proteinas de la superficie celular, biosurfactantes, vitaminas,
aminoacidos plasmalogenos y acidos organicos (Nataraj et al., 2020).



Es por.ello, han llamado la atencion debido a su clara estructura quimica, parametros de
dosis seguras, larga vida util y el contenido de varias moléculas de sefalizacion que
pueden tener actividades antiinflamatorias, antimicrobianas, inmunomoduladoras,
antiobesogénieas, antihipertensivas, hipocolesterolémicas, antiproliferativas vy
antioxidantes (Aguilar-Toala et al., 2018).

Xv.Xii Alimentos funcionales

Otra alternativa es la ingesta de alimentos funcionales dentro del marco de una buena
alimentacion. Dentro degeste contexto un alimento funcional es un alimento o bebida que
ademas de cumplir con las/necesidades nutricionales, también demuestra actividad
biolégica y puede contener mieroorganismos (Temple, 2022). En este sentido se ha
comprobado que las uvas, cacaoste negro, curcuma, ajo, y algunos alimentos y bebidas
fermentos son alimentos funcionales«(Granato & Barba, 2020). En este proyecto nos
enfocaremos en el cultivo simbidtico'de bacterias y levaduras (SCOBY), este cultivo
simbidtico se caracteriza por ser, una, fuente de probibticos y es utilizado para la
elaboracion de la bebida hongo del-te (Antolak et al., 2021). Ademas de los probioticos
que residen dentro de la bebida de té negro fermentada (Qi Chong & Wen La, 2023), él
té negro por si mismo contiene moléculas bioactivas de naturaleza flavonoide como
catequinas (C), epicatequina (EC), epigalocatequina-3-galato (EGCG), epigalocatequina
(EGC), epicatequina-3-galato (ECG) (Jayabalan et al,.2014; Villarreal Soto & Beaufort,
2019), que se ha descrito poseen actividad antioxidante; antiinflamatoria, antitumoral,
hipocolesterolémica, antihipertensiva, hipoglucemiante, antimicrobiana, y
hepatoprotectora (Morales, 2020). También el té negro se considera una forma de té
completamente fermentado ya que el proceso de elaboraciénrea un tamano de
particula pequeno de las hojas de té y una mayor superficie para la‘oxidacion enzimatica
de polifenoles y catequinas. Durante la fermentacidn del té verde a té negro; las quinonas
reaccionan con las catequinas lo que lleva a la formacion de dimeros‘y.polimeros
conocidos como teaflavinas y tearubiginas, que son los principales compuestos de

polifenol presentes en el té negro (Cardoso et al., 2020; Kaewkod et al., 2019):

Aunque las levaduras y las bacterias, particularmente las bacterias del acido acético
(BAA), son los microbios mas predominantes en SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria
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and Yeast), la variacion en los recuentos de células microbianas también afecta la
cinéticade fermentacion, esto conduce un cambio en la diversidad de los metabolitos
producidos'y.en los efectos beneficos para la salud de la bebida fermentada de té negro.
Debido a lo anterior la calidad, la composicion quimica y los efectos totales de la salud
beneficiosos de. lasbebida fermentada de té negro dependen de varios parametros de
fermentacion, coma ‘la, comunidad microbiana de que constituye SCOBY, tiempo,
temperatura de fermentacion, y materias primas (Kitwetcharoen et al., 2023). En este
sentido el uso de otros\sustratos utilizando SCOBY como cultivo iniciador para la
fermentacion ya ha sido documentado, algunas infusiones herbales han sido utilizadas
durante muchos afios como bebidas promotoras de la salud, y de acuerdo a informes de
literatura, esta actividad prometora se puede mejorar después del proceso de
fermentacion con SCOBY (Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk, 2020). Otros ejemplos
incluyen infusiones de hierbas, flores 'de malva de cera (Malvaviscus arboreus), cafe,
hojas de roble, eucalipto, hojas de laurel, jugos de frutas, leche y productos de soja, que
han demostrado ser buenas alternativas para la fermentacion con SCOBY.

Los sustratos mencionados destacan debide a su'composiciéon quimica rica en moléculas
bioactivas, a las cuales se le ha relacignado varios: efectos fisioldégicos, ademas de
posibles efectos biolégicos asociados con actividadés~antioxidantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias, gastroprotectoras y anticarcinogénicas? De modo que, los estudios
para investigar las bebidas fermentadas con SCOBY preparada a partir de diferentes
sustratos han sido estimulados, principalmente para desarrollar nuevas bebidas con
propiedades mas atractivas (Alencar Silva et al., 2021; de Miranda & Fernandes Ruiz,
2022). Sin embargo, otros sustratos con diferentes niveles de nutrientes pueden influir
en el crecimiento de diversas especies de microorganismos. Ademas, la‘region de origen
del SCOBY presenta cambios en la composicion microbiana de este modo es.importante
destacar el impacto de los sustratos y la procedencia del SCOBY en su‘composicion
microbiana (Qi Chong & Wen La, 2023). Lo anterior concuerda con lo reportad@ por otros
autores, es decir, la bebida de té negro fermentada de diferentes origenes demuestra
cambios en la actividad antioxidante y concentraciones de polifenoles debido a_las
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difereneias en el microbioma, temperatura, y tiempo de fermentacion (de Oliveira et al.,
2022).

XV.XIV Composicion y actividad metabédlica del SCOBY.

Estudios previes han indicado que el té negro posee efectos antioxidantes,
hipoglucemiantes (Shahbazi & Hashemi Gahruie, 2018), antihipertensivos,
hipolipemiantes (Xia & Tan, 2018), antibacterianos, anticancerigenos y antiobesidad, que
se atribuian principalmente a sus abundantes polifenoles (She- Ching & Gow-Chin,
2007). El microbiota juegayun papel importante en durante la preparacion del té negro
fermentado, que implica (una” serie de reacciones que modifican los componentes
quimicos y, por tanto, afectan el sabor y las bioactividades del té (Hu & Shi, 2022). El
fermento de té negro es una bebida acida, ligeramente dulce y carbonatada proveniente
de la fermentacion aerdbica generada originalmente a partir de té negro, sacarosa y del
SCOBY (Landis & Fogarty, 2022). Elfermento del té negro es una combinacion de tres
tipos de fermentacion: alcohdlica, lactica y acética, esto debido a la presencia de varias
levaduras y bacterias que coexisten-en elmedio (Villarreal-Soto et al., 2018). Tanto el
inoculo inicial como el té en si contienen bacterias del acido acético (BAA), levaduras
osmdfilas y, a veces, bacterias del acido lactico' (BAL) (Laurey & Britton, 2020), estos
microorganismos se encuentran insertados)en una_red de celulosa que constituye la
matriz polimérica extracelular (biopelicula) que se encuentra en la interfase liquido-aire
(Laavanya & Shirkole, 2021). Se ha descrito que BAA como Komagataeibacter,
Gluconobacter y Gluconacetobacter , también BAL como Lactobacillus y Lactococcus
son los géneros bacterianos dominantes y los géneros de levaduras comunmente
identificadas incluyen Brettanomyces, Zygosaccharomyces, "Schizosaccharomyces,
Saccharomycodes, Kloeckera, Saccharomyces y Torulaspora (Villarreal-Soto et al.,
2018), del mismo modo se ha demostrado que la bacteria Komagataeibacter rhaeticus y
la levadura Brettanomyces bruxellensis son los microorganismo mas comunes en las
comunidades del fermento del té negro (Landis & Fogarty, 2022)...Durante la
fermentacion, la sacarosa del medio se hidroliza a monosacaridos de glucosa y fructosa,
por la enzima invertasa (B- fructofuranosidasa) de levaduras (de Miranda & Fernandes
Ruiz, 2022). Estas sintetizan etanol y didoxido de carbono como metabolitos provenientes
de monosacaridos de glucosa y fructosa (Tran et al., 2020). Luego las BAA metabolizan
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los productos de descomposicion de las invertasas de levadura, incluidas la glucosa, la
fructosary el etanol. Se sabe que las BAA convierten monosacaridos y alcoholes en varios
acidos organicos, como los acidos acético, galico, succinico y malico (Gomes et al.,
2018). Los generos Gluconacetobacter y Komagataeibacter son bacterias productoras
de la celulosa,‘acido gluconico y glucurénico mediante una reaccion de oxidacion con la

enzima glucosa deshidrogenasa (Ramachandran & Fontanille, 2006).

En resumen, la producciénide acido acético y etanol regulan el proceso de fermentacion.
Asimismo, el acido acética promueve que la levadura produzca etanol, mientras que el
etanol estimula el crecimiento y-1a produccion de BAA. Al mismo tiempo, las BAA son
responsables de la sintesis de.celulosa a partir de glucosa y fructosa, que soporta el
SCOBY (Qi Chong & Wen La, 2023)..Casi simultaneamente la oxidacion enzimatica de
la D-glucosa en la posicion C6 y el grupo aldehido de la B-D-glucosa en la posicion C1
mediada por BAA, da como resultado cantidades significativas de acido glucuronico y D-
glucano-d-lactona respectivamente« Este™Ultimo metabolito se hidroliza en acido
glucénico mediante enzimas microbianas (Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk, 2020).
Ademas de estos compuestos, el fermento de ténegro contiene polifenoles (catequinas,
teaflavinas y flavanoles), también acides Jorganicos. o AGCC (p. ej. fdlico, lactico,
carbonico, oxalico, malico, malodnico, tartarico, suecinico, piruvico, acidos citrico y
usnico), vitaminas solubles en agua (p. €j., B1, B2, B3, B6,B12 y C), asi como vitamina
E, enzimas (amilasa e invertasa), aminoacidos, proteinas, purinas y minerales (Kaashyap
& Cohen, 2021). En algunas circunstancias, las BAL metabdlicamente activas pueden
producir una cantidad significativa de acido lactico. Ademas de _los metabolitos antes
mencionados, otra parte de constituyentes quimicos presentes ‘en la,_ este fermento
provienen del propio sustrato, donde sus estructuras pueden modificarse’y transformarse

en nuevos componentes durante la fermentacion (Qi Chong & Wen La, 2023)s

Debido a lo anterior los alimentos fermentados pueden interferir con el microbioma
intestinal a través de su propio microbioma, aunque aun no esta claro como se producen
estos cambios o de otro modo mediante los nutrientes presentes en su matriz

(Leeuwendaal & Stanton, 2022). Se sabe que las células del coldn utilizan los AGCC
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producidos como fuente de energia, inclusive la produccion de AGCC por bacterias en
cualquier_nicho aumentara el nivel de acidificacion del medio ambiente, inhibiendo la
proliferacién.de bacterias menos tolerantes a los acidos, lo cual es ventajoso en los
intestinos ya/que las BAL generalmente inhiben el crecimiento de patdgenos a través de
este mecanisme (Pessione, 2012). Mas importante aun, se ha demostrado que los AGCC
estimulan la produccion de moco (principalmente compuesto de proteinas mucina) por
las células caliciformes“epiteliales del huésped que actua como fuente de energia y lugar
de union para los micrabios intestinales (van Paassen & Vincent, 2009). Asimismo, el
microbiota intestinal influye en’la biodisponibilidad de los polifenoles ingeridos a través
de enzimas bacterianas (p. ej.,-€sterasas, desmetilasas), transformandolas en formas
capaces de absorberse a través.deé la pared intestinal (Murota & Nakamura, 2018).
XV.XVCapacidad antioxidante de‘los polifenoles y flavonoides

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas representan un
gran grupo de al menos 10.000 compuestos diferentes que contienen al menos un anillo
aromatico con al menos un grupg@.hidroxilo“unido. Los polifenoles que se detectan con
mayor frecuencia en frutas y verduras son los‘acidos fendlicos y los flavonoides (Brglez
Mojzer & Knez Hrnc’ic’, 2016). Estos flavonoides, estructuralmente estan conformados
sobre un esqueleto de quince carbonos qué ¢onsta'de.dos anillos de carbono aromaticos,
benzopirano (anillos A y C) y benceno (anillo B),”se~subdividen en 13 clases, se
identifican de acuerdo el nivel de oxidacion y la secuencia‘de sustitucion del anillo C, de
manera similar las moléculas particulares de cada clase sesidentifican en funcion de la
secuencia de sustitucidon de los anillos Ay B; las clases mas descritas son antocianidinas,
flavonoles, isoflavonas, flavonas, flavanonas y flavanoles. La actividad antioxidante de
los flavonoides esta determinada en funcion del patron de sustitucion de los grupos
funcionales alrededor de la estructura de la estructura triciclica (anillos.A, By C) (Kumar
& Pandey, 2013). En este sentido, la configuracidn, sustitucion y numero.total-de grupos
hidroxilo son factores cruciales en los mecanismos de actividad antioxidante,.como la
capacidad de eliminacion de radicales libres y la aptitud de quelacion de’ cationes
metalicos. Se han propuesto tres criterios para explicar el comportamiento antioxidante
de los compuestos fendlicos, conocidos como criterios de Bors (Bors et al., 1990)./El
primero es la presencia de un grupo catecol en el anillo B (Bors 1), que aumenta la
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estabilidad del radical antioxidante resultante. El segundo es la presencia de un doble
enlace~2,3 combinado con un grupo 4-oxo en el anillo C (Bors 2), que facilita la
deslocalizacion de los electrones. El tercero es la presencia de grupos OH en las
posiciones 3¢5 en combinacidén con un grupo 4-oxo, que permite la deslocalizacién de
electrones mediante enlaces de hidrégeno (Bors 3). Los tres criterios de Bors se resumen
en la Figura 3 (Platzer et al., 2021).

Su mecanismo de acciomconsiste en eliminar ERO/ERN (Reactive Oxygen

/ Reactive Nitrogen Species) provenientes del metabolismo celular y prevenir el dafio a
moléculas biolégicamente relevantes, como el ADN, las proteinas, los lipidos de
membrana de las células (Sanchez & Laca, 2023).

Figura 3. Sitios de accion de los flavenoides que interactuan con los radicales libres

Nota. Relacion estructura-actividad de acuerdo a los criterios de Bors. Bors 1: grupo
catecol en el anillo B; Bors 2: enlace doble 2,3 y grupo 4-oxo en el anillo C;Bors 3: grupos
OH en la posicion 3 y grupo 5 OH en los anillos Ay C y grupo 4-oxo en el anillo-C.

XV.XVI Polifenoles y flavonoides de la cascarilla de semilla de cacao (CSC)
Se ha descrito que el cacao se encuentra dentro de los alimentos con mayor cantidad de

antioxidantes fendlicos, pero es particularmente rico en flavonoides, especificamente
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flavanoles, también Illamados flavan-3-oles. Ademas del grano de cacao, los
subproductos del cacao también muestran alto contenido de antioxidantes fendlicos
(Katz & Daughty, 2011). Por ejemplo, al comparar las semillas de cacao con la cascarilla
de semilla de-eacao (CSC), los valores del contenido total de polifenoles (CTP) de CSC
son similares a.descritos para semillas de cacao que oscilan entre 5,77 y 49,56 mg
EAG/g. Con respectoia otros tipos de subproductos del cacao, se ha descubierto que los
valores de CTP de las"mazorcas de cacao son ligeramente mas altos que los de CSC,
mientras que los valores, de contenido total de flavonoides (CTF) son casi 2 veces
mayores en CSC que en las mazorcas de cacao (Rojo-Poveda & Barbosa-Pereira, 2020).
Aunado a lo anterior, como resultado de pasos de procesamiento como la fermentacién

y el tostado, los compuestos fendlicos migran de los cotiledones de las semillas del cacao

Figura 4. Cascarilla de Semilla de Cacao (CSC), un subproducto agroindustrial

ala CSC, generando CSC enriquecidas.con polifenoles (Sanchez & Laca, 2023). Analisis
mas especificos, como la cromatografia liquida de alta rendimiento (HPLC) combinada
con deteccion ultravioleta o espeetroemetriarde masas, han demostrado que las
procianidinas y las catequinas son_los prinCipales polifenoles presentes en este
subproducto. En particular, (-)-epicatequina es el flavan-3-ol mas abundante vy
comunmente reportado contenido en CSCy seguido _por (+)-catequina y sus dimeros,
procianidina B1 (epicatequina-(4p — 8)-catequina), y precianidina B2 (epicatequina-(4p
— 8)-epicatequina) (Rojo-Poveda & Barbosa-Pereira, 2020). También se han encontrado
en el CBS otros polifenoles, como el acido protocatéquico, laQuercetina y sus derivados,
el acido cafeico, los dimeros, trimeros y tetrameros de procianidina, entre otros (Grillo &
Boffa, 2019).
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Granos de cacao

Cotiledon

Cascara de Pulpa Cascarilla de semilla de cacao

Nota. cacao Esta
imagen ejemplifica la parte de Teobroma cacao L. utilizada para realizar el fermento de
infusion de CSC.

XVI. JUSTIFICACION

La fermentacidén es un método antiguo, fun€ional y econémico utilizado para preservar
alimentos en todo el mundo, teniendo un papel importante en la sostenibilidad, el
aprovechamiento alimentario y en la produeciondde.alimentos funcionales. Asimismo, la
Organizacion de las Naciones Unidas eng2015, plante6 en el Objetivo 12 de la Agenda
2030 para el Desarrollo Sostenible (ODS),/garantizar, modalidades de consumo y
produccion sostenibles, accidn clave para mantener los.medios de subsistencia de las
actuales y futuras generaciones. Esto propone, la adopcion.de un modelo de economia
circular que implica promover practicas para la reutilizacion,zel reacondicionamiento y
reciclaje de productos para minimizar los residuos y el agotamiento de los recursos
(“ONU,” 2015).

De acuerdo al Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera en 2024 el.estado de
Tabasco fue el principal productor de cacao a nivel nacional (“SIAP,” 20241)..En este
sentido, durante el procesamiento del cacao, la semilla es separada de la cascarilla, esta
ultima no continua en el proceso de produccion del chocolate y se conviertefen un
subproducto agroindustrial con elevadas concentraciones de moléculas bioactivas
(flavan-3-oles), compuestos con propiedades promotoras para la salud. Debido a lo
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XVIL.

XVIIL.

XIX.

XX.

anteriory aunado a que no existen reportes del uso de la infusion de cascarilla de semilla
cacao en combinacion con los probioticos del cultivo simbidtico de bacterias y levaduras
(SCOBY)«para elaborar un nuevo alimento funcional destinado al tratamiento no
farmacoldgico-de la disbiosis intestinal, que ademas ayude a disminuir la gravedad o el
desarrollo de‘.enfermedades asociadas a este desequilibrio a través de los
microorganismos y ‘'moléculas bioactivas que contiene este fermento. Por lo tanto, con
este enfoque pretendemos aportar valor agregado a este desecho agroindustrial que
acuerdo con datos de la"Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural en 2021, cada afio
se producen aproximadamente 3,531 toneladas de cascarilla de semilla de cacao, como
resultado de la produccion de 29,429 toneladas de granos de cacao (“SADER,” 2021).
Esta cascarilla representa aproximadamente un 12% del peso de la semilla de cacao que
se genera en el estado de Tabasceo, tedo lo anterior abre la oportunidad para establecer
una estrategia para a partir de este subproducto desarrollar un nuevo alimento funcional

en beneficio de la sociedad.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ La fermentacion de la infusion de cascarilla de@emilla de cacao aumenta la actividad
antioxidante y favorece la presencia de microorganismos probiéticos?

HIPOTESIS
La fermentacion de infusion de cascarilla de semilla de«€acao incrementa la actividad

antioxidante y contiene microorganismos con potencial probiético.

OBJETIVO GENERAL

+ Determinar el microbioma por secuenciacion metagendmica y actividad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS del fermento de infusion de cascarilla
de semilla de cacao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Establecer el método para la obtencidn del fermento de infusién de cascarilla de
semilla de cacao.
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+ _DPeterminar caracteristicas fisicoquimicas del fermento de infusion de cascarilla de
semilla de cacao.

+ Analizar el contenido de fenoles y flavonoides totales del fermento de infusion de
cascarilla-de semilla de cacao.

+ Evaluariaactividad y capacidad antioxidante del fermento de infusion de cascarilla
de semilla de cacao por método DPPH y ABTS, respectivamente.

» Caracterizar elsmicrobioma del fermento de infusion de cascarilla de semilla de

cacao por métode~de secuenciacion metagenomica.

XXl. METODOLOGIA
XXI.1 Tipo de investigacion
Experimental
XXLII Materiales
XXI11.1 Material vegetal

En este estudio se utilizd la cascarillasde semilla de Teobroma cacao L., obtenida de los

productores de Cacep® Chocolates 'de la HaCienda Cacaotera “Jesus Maria”, ubicada
en la rancheria Sur 5a Seccidén, caminae vecinal Comalcalco-Tulipan, Comalcalco,
Tabasco para la elaboracion de la bebidafetmentadasAdemas, como control se empled
el Té Negro (Camellia sinensis) de la marca Healthy SuperFood®.

XXLILII Consorcio microbiano

Se utilizé el SCOBY de la marca MANDOLIN® Puebla, México.

XXILIL1I Material Quimico

El reactivo fendlico de Folin y Ciocalteu, acido galico (AG), alcohol etilico, acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox),
persulfato de potasio, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), 2,2'-azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonato (ABTS) y epicatequina (EC) se adquirieron de_Sigma-Aldrich
Chemical Company EE. UU. El nitrito de sodio, el cloruro de aluminio, el tartrato.de sodio
y potasio, el carbonato de sodio, la dextrosa anhidra y las soluciones tampondepH 4 y
7 se adquirieron de J.T Baker Chemical Company, EE. UU. El hidroxido de sodio, alcohol
metilico, agua destilada, agua inyectable, fenolftaleina, biftalato de potasio y la albumina

sérica bovina, estos ultimos reactivos y productos quimicos, fueron de grado analitico.
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XXLI1Il Preparaciéon del fermento de infusidn de cascarilla de semilla de cacao y
fermento de té negro.
La infusion fermentada de cascarilla de semilla de cacao se prepar6é de acuerdo a la
metodologiadestablecida para el fermento de té negro (control) por Cardoso et al. (2020)
(Cardoso et ak,“2020). Se adicionaron 12 g/L de cada sustrato en agua purificada
(Bonafont®, México)'a 95 °C durante 5 min y se eliminaron los residuos por filtracion.
Posteriormente, se anadieron 50 g/L de azucar (sacarosa) a la infusién/té. Después de
enfriar, se afiadié 3% (m/v)de SCOBY (MANDOLIN®, México) y 100 mL/L de fase liquida
de un lote de fermentacion antéerior. La fermentacion se realizé a 30 °C durante 10 dias.
XXL.IVObtencioén de las muestras
XXLIV.] Muestras para analisis fisicoquimico y de actividad antioxidante

Las muestras se transfirieron a ‘microtubos (1.5 mL, Eppendorf, Alemania) y luego
centrifugadas a 1,500 rpm durante 15minutos para después almacenarlas a -20 °C hasta
su posterior determinacién de proteinas, fenoles totales, flavonoides totales, azucares
reductores, ademas de la evaluacion de fatactividad antioxidante por método de 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido,sulfonico), (ABTS) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). Por otro lado, para el analisis de.acidez titulable y cenizas se separo la fase
liquida de cada fermento mediante filtracién (papelfiliro grado 1, Whatman, Inglaterra).
XXLIV.II Muestras para Anélisis Metagendmico

Se utilizaron 200 mL de la fase liquida de fermento de te_megro (control) y de infusion de
cascarilla de semilla de cacao fermentada para la obtencion del ADN de los
microorganismos presentes. Luego, se centrifugaron estos 200 mL a 1500 rpm durante
15 min, el sedimento resultante después de centrifugar se usé parada extraccion de ADN
genomico.

XXV Diseio experimental

Muestra problema: Infusién Cascarilla de Semilla de Cacao fermentada (CSC).

Control: Fermento de Té Negro (TN).

Se seleccionaron dos tipos de disefios experimental, el factorial y de series cranelogicas
multiples de acuerdo a (Hernandez Sampieri et al., 2014), este enfoque permite analizar
el cambio en la respuesta de la variable dependiente en funcion de la variable
independiente (0, 3, 6 y 10 dia de fermentacion) como se muestra en la Tabla 1, y
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compararon las observaciones del punto inicial (infusion/tea, dia 0) contra los resultados

observados durante el transcurso de la fermentacion (dia 3, 6 y 10).

Estas

comparaciones se realizaron de forma individual entre cada bebida fermentada evaluada

(muestra problema y control).

Tabla 1. Descripcion de las variables del disefio experimental

Factor (Variable
independiente)

Dias de fermentacion (0/ 3,6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Dias de fermentacion (0, 3, 6,
y 10)

Log Concentracion [mg/mL]

Liofilizado

Respuesta (Variable
dependiente)

pH

Acidez Total

Contenido Total de Azucar

Contenido/Total de Azucares
Reductores

contenido de Alcohol

Contenido.Total de Polifenoles

Contenido Total de Flavonoides

Actividad Antioxidante

Capacidad Antioxidante

Actividad Antioxidante

Unidad
experimental
Escala de pH (0-
14)

g de acido
acético/L

°Brix-g /dL

g/L

Porcentaje (%)

mg EAG/L

mg EEC/L

Porcentaje (%)

uM ET

Porcentaje (%)

*EAG Equivalentes de Acido Galico, EEC Equivalentes de Epicatequina, ET

Equivalentes de Trolox
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XXI.VIDeterminaciéon de Metales pesados (As, Cu, Pb y Cd) en la Cascarilla de
Semilla de Cacao
Se utilizo el método descrito por Jakubczyk et al. (2022) para la cuantificacion de As, Cu,
Pb y Cd en elsustrato de la muestra problema. Se pesaron 0,2 g de cascarilla de semilla
de cacao, posteriormente la muestra se transfiri6 a un vaso de precipitado, luego se
adicionaron 9 mL de'HNO3 al 65% y se dejé incubar por 30 min. Una vez finalizado el
tiempo, se agregaron 3'mL de solucion de H202 al 30%. Transcurrido esto, la muestra se
colocd en el recipientesde digestion y se calentaron en el sistema de digestion por
microondas (MLS 1200 mega; Milestone, Italia) durante 35 min a 180 °C (15 min de
rampa a 180 °C y se mantuvieron a 180 °C durante 20 min) para su mineralizacion. Al
final del proceso, la muestra se.retiré del microondas y se dejo reposar en la campana
de extraccion. Posteriormente, lagmuestra se afor6 a 50 ml con agua destilada y la
suspension se filtrd (papel filtro grade 390,84 g/m?, Munktell, Alemania) antes de la
determinacion por Espectroscopia @& Emision Optica con Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-OES, Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)
(Avio 500, PerkinElmer, EE.UU.). Se)tomd @n volumen de 2 mL de cada digestion.
Posteriormente, las muestras se enriquecieron ¢on.0,5 mg/L de Ytrio, un patrén interno,
1 mL de Triton al 1% y se afor6é a 10 mLycon acido nitrico al 0,075%. Las muestras en
blanco se prepararon afiadiendo 500 pL de HNO3 coneentrado a tubos sin muestra y
posteriormente se diluyeron de la misma manera descritasanteriormente. El estandar de
referencia XXI'y 7A (controles de calidad) se prepararon con-diferentes concentraciones
de elementos inorganicos de la misma manera que en el blanco y las muestras. Los
resultados se expresaron en mg/kg (Jakubczyk et al., 2022).
XXLVIiI Determinacién de pH
Los valores de pH de todas las muestras se determinaron de acuerdo”a*Ahmed et al.
(2020), utilizando un medidor electronico de pH (HI98107, Hanna Instruments; EE.UU.).
Los resultados se expresaron de acuerdo a la escala del pH (0-14) (Ahmed-et al., 2020).
XXLVIII Determinacion de Acidez Total
La acidez total de las bebidas fermentadas se determind de acuerdo con lo descrito en
la NMX-F-102-S. (1978); NMX-FF-010. (1982); Tran et al. (2020). Se empled una alicuota

de 10 mL de muestra y se afor6 a 50 mL con agua destilada libre de CO, luego se
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agregaron dos gotas de fenolftaleina al 1% como indicador de pH, la acidez se determind
por titutacién con NaOH 0,1N, hasta la presencia de un color rosa tenue. El resultado fue
expresade’como g de acido acético por litro (g AcOH/L). Utilizando la siguiente formula
1 (NMX-F-102-S, 1978; NMX-FF-010, 1982; Tran et al., 2020)

100) (M) V)

6
Vo

Acidez =
Donde:
Vo = Volumen en mL de lamuéstra
V1 = Volumen en mL de la disolucion NaOH 0.1 N consumida en la determinacion
N = Concentracion normal de la-disolucion NaOH
0.06 = Factor de conversion para AcOH
XXI.IXDeterminacién del Contenido Total de Azucares
La cantidad de azucares totales se4midio de acuerdo a Alencar et al. (2021) utilizando un
refractometro Brix digital (BM-05S;2Nohawk,/China). Esta metodologia consistid en la
calibracion previa del refractdmetro con 200 pL de agua destilada sobre el sensor optico;
posteriormente se limpidé el sensor,/y se afadieron 200 yL de muestra para la
cuantificacion del contenido de azucares totales. Los.resultados se expresaron como
grados Brix-gramos por decilitro (°Brix-g/dL).(Alencar‘Silva et al., 2021).
XXI.X Cuantificacion del Contenido Total de Azucares'Reductores
Para la evaluacion de los azucares reductores totales,Se, utilizO una técnica de
espectrofotometria descrita por Baliyan et al. (2022). Se preparo una solucion de tartrato
sodico potasico al 60% (solucidn A) en agua destilada y una‘selucion de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) al 5% en NaOH 0.75 M (solucion B). Posteriormente se preparé la
solucion DNS combinando las soluciones (A), (B) y agua destilada en una proporcion de
5:2:3. Como estandar se utiliz6 dextrosa (0 — 2 g/L). Para las determinaciones se
afadieron 20 yL de muestra (blanco, problema o estandar), 580 pyL de agua“destilada y
400 pL de solucion DNS a cada tubo de ensayo. La reaccidn inicio con el calentamiento
a 100 °C en bafo Maria (12501-10, Oakton, EE.UU.) durante 10 minutos. ‘Las
absorbancias fueron determinadas a 540 nm empleando un espectrofotometro (Genesys
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10S, Thermo Scientific, EE. UU.). Los resultados se expresaron como gramos por
decilitro(g/L) (Baliyan et al., 2022).

XXI.XIDeterminaciéon de Porcentaje de Alcohol

El contenidofde* alcohol se midié con un densimetro alcoholimetro (Yosoo, China), de
acuerdo con Jakubczyk et al. (2020); Reyes-Flores et al. (2023). Se coloco 250 mL del
fermento en una probeta graduada, el densimetro alcoholimetro se sumergio en el liquido
depositado y el resultado se ley6 en la escala de Gay-Lussac, expresandose los valores
en porcentaje de alcohal(% alcohol) (Jakubczyk et al., 2020; Reyes-Flores et al., 2023).
XX1.XII Determinacion. del Contenido Total de Polifenoles

El contenido fendlico total se,determind por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
de acuerdo a lo descrito por Reyes-Flores et al. (2023); Singleton et al. (1999). El acido
galico fue utilizado como estandary0.~ 1000 mg/L). Se utilizé6 10 uL de cada muestra o
estandar y se mezclaron con 25 pL\de reactivo de Folin-Ciocalteu 0.1 N, se dejo
reaccionar la mezcla durante 8 min, después se anadieron 75 puL de NaxCOsz al 7.5% y
90 pL de agua. Tras incubar a temperatura‘ambiente a lo largo de 2 h en oscuridad, se
midieron las absorbancias a 760 nm)utilizando_ un espectrofotometro (Genesys 10S,
Thermo Scientific, EE.UU.). Los resultados se¢expresaron como mg equivalentes de
acido galico por litro (mg EAG/L) (Reyes-Flores et'al.;#2023; Singleton et al., 1999).
XX1.XI1I Determinacién del Contenido Total de' Flavonoides

La cantidad total de flavonoides se cuantificé mediante”un ensayo colorimétrico con
cloruro de aluminio segun el método descrito por Kim et al., 2003; Tu et al., 2019; Zhishen
et al., 1999. Se utilizé epicatequina para elaborar la curva estandar (0 — 200 mg/L). Se
dispensaron 20 uL muestra, estandar o blanco, luego se mezclaron con 80 pL de agua
destilada y 75 pyL de NaNO: al 5%. Se incubd la mezcla por 5.'min_a temperatura
ambiente, luego se afiadieron 6 yL de AICI3 al 10%, después de 6_min*de reposo a
temperatura ambiente, se agregaron 40 yL de NaOH 1 M, 48 uL de agua destilada y se
observo el desarrollo de color rosado, se agitd la mezcla antes de leer la absorbancia a
510 nm utilizando un lector de microplacas (Multiskan EX, Thermo Scientificy EE.UU.).
Los resultados se expresaron como mg equivalentes de epicatequina por litfo {mg
EECI/L)

(D.-O. Kim et al., 2003; Zhishen et al., 1999).
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XXLXIV Determinacion de la Actividad Antioxidante a través del método 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

La actividad_antioxidante se examiné con un método espectrofotométrico utilizando el
radical sintétieor 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) de acuerdo Bekir et al. (2013);
Villarreal-Soto et“al. (2020). Se adicionaron 20 pL de muestra con 180 pL de disolucion
metanolica de DPPH0.2 mM. Posteriormente se agito la mezcla de reaccién y se incubo
a temperatura ambiénte durante 30 min en oscuridad. La disminucion de la absorbancia
se midio a 520 nm con un,lector de placas (Multiskan EX, Thermo Scientific, EE.UU.). El
blanco se realiz6 utilizando /€l mismo procedimiento mezclando agua destilada con
solucion de DPPH (Bekir et ak, 2013; Villarreal-Soto et al., 2020). Los valores de
absorbancia del blanco y de la muestra se usaron para calcular el porcentaje de inhibicidon
del radical libre DPPH mediante laformula 3:

100 (Abs blanco — Abs muestra)
Abs blanco

% actividad antioxidante =

Donde:

Abs blanco = Absorbancia del ensayo cen.solucion DPPH y agua destilada.

Abs muestra = Absorbancia del ensayo conssolucion DPPH y muestra.

XXI.XV Determinacién de la Capacidad Antioxidante a través del método 2,2’-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) (ABTS)

La capacidad antioxidante de las muestras se determiné porsu.capacidad para inhibir el

radical 2,2'-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato (ABTS™), de acuerdo a los descrito

por Re et al. (1999); Cardoso et al. (2020). El cation radical ABTS™ §e generé mezclando

7,0 mM de solucién de ABTS en H20 y 2,45 mM de solucion de persulfato de potasio

(K2S208) en H20 (concentracion final) y dejando reposar la mezcla en~layoscuridad a

temperatura de laboratorio durante 12-16 h antes de su utilizaciéon. A continuacion, la

solucion de ABTS™ se diluyé con agua destilada hasta alcanzar una densidad optica

(DO) de 0,70 £ 0,02 a 734 nm, y el factor de dilucion resultante se utilizé para‘preparar

la solucién de reaccion. Se utilizé 2 yL de muestra con 198 pL de solucion de ABTS™ e

inmediatamente, se incubd la mezcla a temperatura de laboratorio durante 6 min-<en
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oscuridad. Por ultimo, se midio la reduccion del radical ABTS™ a 734 nm con un lector
de microplacas (Multiskan EX, Thermo Scientific, EE.UU.). También se realiz6 un blanco
utilizando<€l mismo procedimiento mezclando agua destilada con solucién de ABTS™ La
férmula empleada para calcular el porcentaje de inhibicion de radicales libres ABTS™ fue
la misma que la. ttilizada para el ensayo de actividad antioxidante por el método DPPH.
Se utilizé Trolox para construir la curva estandar (0 — 10 uM), y los resultados se
expresaron en uM equivalentes de Trolox (uM ET) (Cardoso et al., 2020; Re et al., 1999).
XXIL.XVI Determinacidn de la concentracion inhibitoria media (IC50) del
liofilizado de la fase liquida del fermento de infusién de CSC.
Para la liofilizaciéon de las bebidas fermentadas se empled el método reportado por
Mariana et al. (2022), 200 mL de.ebidas fermentadas se centrifugaron a 4,000 rpm por
15 min, y posteriormente el sobrenadante se resgardd en un ultracongelador a -30 °C
durante 72 h. Después de este tiempa] para el proceso de secado se utilizé un liofilizador
(10N/C, Scientz, China) a -55 °C, a una presion de vacio < 20 ymHg durante 72 h. Las
muestras liofilizadas se almacenarenspostériormente a -20 °C, sin exposicion al oxigeno
ni a la humedad. Posteriormente;, ‘para lafevaluaciéon de la actividad antioxidante
mediante el método DPPH, los productos ligfilizados se reconstituyeron en agua
destilada para la preparacion de solucion madre~y.se determind la concentracidon
inhibitoria media (Clso) mediante un analisis.de regresion no lineal de acuerdo a Bekir et
al. Donde el valor obtenido es el porcentaje de inhibicion en funcion del log
[concentracién] utilizando el software estadistico (Prism 5, GraphPad, EE.UU.). La Clso
se expresd en miligramos por militro (mg/mL), definida como la concentracion del
material de ensayo necesaria para inducir una disminucion del 5@%_de la concentracion
inicial del radical DPPH (Bekir et al., 2013; Mariana et al., 2022).
XXLXVII Caracterizacion del microbioma de una bebida fermentada a partir de
cascarilla de semilla de cacao
Para determinar la composicién bacteriana y fungica de los fermentos elaborados, se
analizaron las regiones hipervariables V3 y V4 del gen ARN ribosomal 16s (ARNr 16s)
de bacterias (lllumina, 2013) y la regién intersecuencia ITS1 e ITS2 de hongos (White et
al., 1990)
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XXIL.XVI.I  Extraccion ADN gendmico
Se utilizé_un total de 200 mL de bebida fermentada en tubos Falcon estériles y se

sometieron ascentrifugacion a 7000 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se
desecho el sobrenadante, el sedimento resultante se resuspendié en 10 mL de solucion
salina tamponada_con fosfato (PBS), posteriormente se introdujo en tubos estériles y se
centrifugd a 13 000 rpm, por 10 minutos a temperatura de laboratorio. A continuacion, se
desecho el sobrenadante y el sedimento resultante se utilizé para la extraccion de ADN.
La extraccion de ADNgse realizd de acuerdo con el protocolo especificado por el
fabricante del kit (QlAampPower Fecal Pro-DNA, Qiagen, Alemania). Tras la extraccion,
se utilizé 1 yL de cada muestra de ADN para su cuantificacion en un nanofotometro
(NP80, Implen, Alemania).

XXI.XVIILII  Preparacion de las bibliotecas, secuenciacion de amplicones gen ARNr

16s y de la reqidn secuencia transcrita interna (ITS)

Las bibliotecas para la secuenciacidon "de amplicones bacterianos se prepararon
utilizando los cebadores especificos» para©ia region V3 y V4 del gen 16S rRNA F-5
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCAGCAG 3 y R-
5GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTA

TCTAATCC 3’ (lllumina, 2013). La region ITS1 del ARN ribosémico se amplifico
utilizando los cebadores ITS1F 5-GAACCAGCGGATGGATCA-3 e ITS2R 5-
GCTGCGTTCTTCATC- GATGC-3, como se ha descrito"anteriormente (White et al.,
1990). Ademas, los cebadores utilizados en la PCR (Polymerase Chain Reaction) inicial
abarcan una region correspondiente a los adaptadores lllumina. La presencia de este
adaptador permite realizar una segunda PCR, en la cual se acoplan las secuencias de

indexacion de acuerdo a procedimientos descritos anteriormente (Fuhrman, 2012).

En la segunda PCR, la indexacion se realiza utilizando oligonucledétidos_duales unicos
para cada muestra. El volumen de amplificacion fue de 25 yL, 12.5 ng del ADN. extraido
se empled como molde en la reaccion inicial de PCR, y la mezcla maestra (KAPA HiFi
HotStart ReadyMix PCR Kit, Roche, Sudafrica) estuvo compuesta de 0,5 U de ADN
polimerasa de alta fidelidad, 0.3 mM de dNTP, 2.5 mM de MgCl., 1 uM de cada iniciador
y 1X de tampon enzimatico para PCR. La primera reaccién de PCR realizé a 95 °C por 3
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minutos; seguida de 25 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos y 72 °C
por 30'segundos, y una extension final de 72 °C por 5 minutos. La segunda reaccion de
PCR se llevosa cabo en las siguientes condiciones: 95 °C por 3 minutos, 10 ciclos de 95
°C por 30 segundos, 66 °C por 30 segundos y 72 °C por 30 segundos, y una extension
final de 72 °C por.6 minutos. La concentracion final de ADN del conjunto de bibliotecas
se estimé utilizando' un nanofotémetro (NP80, Implen, Alemania). El conjunto de
bibliotecas normalizado“se secuencio en el sistema (NovaSeq, lllumina, EE. UU.) y se
utilizé un protocolo de extremos pareados de 250 pb.

XXI.XVILIII  Anélisis Bioinformatico

El analisis de datos de la secuenciacion de amplicones del gen ARNr 16s e ITS se realizo

utilizando un software bioinformatiCo (Geneious Prime Version 2025.1.3, Dotmatics, EE.
UU.). En primer lugar, los datos de secuencia sin procesar se filtraron por calidad con
FastQC (Andrews, 2010), que eliminaflas lecturas con una puntuacion Phred media <30,
y las secuencias se importaron al pipeline Geneious (“Geneious Academy,” 2025; Kearse
et al., 2012) para obtener las unidades taxonomicas operativas (OTUs). A continuacion,
se filtraron las secuencias con un(tamafio de amplicon de entre 150 y 260 pb y se
agruparon en OTUs. Se asigno la taxonemia¢a_nivel de especie y género a cada
caracteristica de OTU mediante la alineacion conas<bases de datos SILVA 16S rRNA
version 13.8 (Quast et al., 2012) y fungal ITS/UNITE"version 7.0 (Nilsson et al., 2019),
utilizando una longitud de palabra de 24 y un umbral de similitud del 98 %.

XXXV Analisis estadistico

Todos los datos registrados son el resultado de tres experimentos independientes y los
resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar’(x + DE).

Se empleo la prueba de ANOVA de una via para determinar las diferencias intergrupales
seguido de una prueba Tukey post hoc. Los valores de p < 0,06 se consideran
estadisticamente significativos. Todas las pruebas se realizaron utilizando el software
estadistico (Prism 5, GraphPad, EE. UU.).
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XXIL.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla:2. Pefrfil nutricional

Cascarilla de semilla

Tamario de porcion de cacao Té negro (Camellia
1009 (Theobroma cacao L sinensis) *
var. criollo) *

Contenido energético

(Kcal) 365 0
Carbohidratos (g) 24 0
Proteinas (g) 22 0
Grasas (9) 20 0

* Los datos provienen de las'etiquetas de los productos.

Como se observa en la Tabla 2, la ‘cantidad de macronutrientes en el sustrato de
cascarilla de semilla de cacao (CSC) es mayer, con respecto al sustrato de té negro (TN).
El té negro utilizado no posee contenido energético, similar al té negro utilizado en otros
reportes (de Oliveira Duarte et al., 2024; Ruiz et al., 2023)#Sin embargo, un reporte de
TN con macronutrientes (Jayabalan et al., 2007), indica\ favorecer la formacion
metabolitos de la fermentacion. Estas diferencias en los niveles desmacronutrientes entre
los sustratos, se asocia positivamente con el crecimiento de los microorganismos que
llevan a cabo en la fermentacion (Dysin et al., 2023; Ojo & de Smidt, 2023). En este
sentido, la cascarilla de semilla de cacao presenta condiciones que sugieren favorecen

el crecimiento de los microorganismos.

29



Tabla“3. Contenido de metales pesados en la cascarilla de semilla de cacao

Limite permisible

Muestra Elemento [mg/kg]
[mg/kg]
As <LD 0.5
Cascarilla de Cu 0.144 15
semilla de cacao Pb <LD 1
Cd <LD 0.9

Las concentraciones se determinaron mediante espectrometria de emision optica con

plasma acoplado inductivamente\(ICP-OES). El limite de deteccién (LD) es [0,001

mg/kg]. Los limites permisibles desacuerdo a (Assa et al., 2018; Batallas Valarezo et

al., 2021; Ordofiez-Araque et al., 2020)

El sustrato de CSC, como subproducto.de Ia industria del chocolate, ha sido objeto de

estudio en relacion con la migracién*de compuestos de la semilla a la cascarilla durante

las etapas de fermentacion, secado y tostado (Adabel Gonzalez-Alejo et al., 2019). Con

el fin de evaluar la seguridad del sustrato, se-realizo‘un.analisis del contenido de metal
pesados. Los hallazgos presentados en la Tabla 3, indican que no se detectaron nivel
de arsénico, plomo ni cadmio en el sustrato de CSC; sinyembargo, se identificd
presencia de cobre.

De acuerdo a Assa et al. (2018) describe el limite permisible del*cobre para product
derivados del cacao es de 50 mg/kg (Assa et al., 2018). Por lo tante, se concluye que

concentracion de cobre en este sustrato no representa un riesgo para la salud.

es
es
la

(o1
la
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Tabla 4. Cambios en el pH, acidez titulable, contenido total de azucares, contenido total de

azucares reductores y contenido de alcohol durante el proceso de fermentacion

. Contenido  Contenido .
Puntos en el Acidez Contenido
. . Total de Total de
Tipo de tiempo de Total de
_ . pH . Azucares Azucares
bebida fermentacion [g acido . Alcohol
. [°Brix- Reductores
(Dias) acético/L] [%]
g/dL] [g/L]
4.80 + 041+ 5.50 £
0 0.10+0.00 0.0+0.0
0.19 0.04 0.08
Fermento
de infusion 3 3.68 1.29 511+ 0.16 £ 0.16 £
de 0.26™" 0.20™ 0.13 0.01™1 0.05
cascarilla 3.37 UE: 4.86 + 0.31% 0.30 +
. 6
de semilla 0.15" 0.197" 0.23" 0.02"" 0.15
de cacao
10 2.98 + 5.284 461+ 097 042+
0.1571 0.35™" 0.3571 0.06™"" 0.08
585+ 0.50 + 5.47
0 0.09+0.01 0.0%£0.0
0.32 019 011
3 342+ 1.33 % 5.00 £ 0.27 £ 0.12
Fermento 0.2372 0.1472 0.2772 0.04772 0.04
de té negro 6 3.18 3.66 = 4.84 + 0.45 % 0.20 %
0.11772 0.34772 0.3972 0.0372 0.10
10 3.03 391+ 448 + 0.70 £.0. 0.28 £
0.0972 0.18772 0.36772 0272 0.13

Los resultados fueron expresados como la media + DE (n = 3). * p<0.05, ** ps0.01, ***

p<0.001 indican medias que son estadisticamente diferentes entre la infusién/té y-os

diferentes tiempos de fermentacion, determinado por ANOVA de una via seguido de la'prueba

post hoc de Tukey. 'Infusion, 2Té.
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En la evaluacién de las caracteristicas fisicoquimicas de la fermentacion de acuerdo a la
Tabla 4, se detect6 una disminucion significativa del pH, acompanada de un aumento
notable en la-acidez titulable a lo largo del proceso fermentativo. De acuerdo con
(Kitwetcharoenet al., 2023), se recomienda no exceder diez dias de fermentacion o evitar
que el pH descienda por debajo de 2.5 para garantizar la seguridad en el consumo
humano de este tipo'defermentos. En nuestras condiciones experimentales, observamos
que, en el dia 6 de fermentacion, en el fermento de infusién de CSC presentaba valores
de pH y acidez titulable mas apropiados para el consumo humano en comparacion con
el dia 10. Es relevante sefalar.que un pH inferior a 2.5 puede propiciar el desarrollo de
acidosis metabdlica (Ojo & de Smidt, 2023), mientras que un pH superior a 4.2 aumenta
el riesgo de contaminacién con mieroerganismos indeseables (Nyhan et al., 2022).

En la literatura sobre la evaluacién dehfermento de infusion de CSC, se ha encontrado
un solo un reporte que refleja valores similares de pH (3.3) en el dia seis de fermentacion
(de Oliveira Duarte et al., 2024). En-cuantota /dos valores de pH y acidez total nuestros
resultados para el fermento de TN/ son congruentes con los de otros estudios previos
(Kaewkod et al., 2019; Kallel et al., 2012;"Vazquez-Cabral et al., 2017) . Sin embargo, las
discrepancias observadas en los valores de pH-y.acidez titulable de los fermentos
pueden atribuirse a la variabilidad en la compasicién micrebiana, la cual esta influenciada
por las caracteristicas geograficas de cada region (Antolak’et al., 2021; Kitwetcharoen et
al., 2023).

Al evaluar el contenido y metabolismo de la sacarosa, observamos una disminucion
significativa en su concentracidon hasta el décimo dia de fermentacién; tanto en fermento
de TN como en el fermento de infusion de CSC. Este descenso es acompanado de un
incremento considerable en el contenido de azucares reductores. Aungue ambos
fermentos presentaron un consumo similar de sacarosa, el fermento de infusién de CSC
genero una mayor cantidad de azucares de acuerdo a la Tabla 4, congruente~con lo
reportado por Oliveira Duarte et al. (2024) (de Oliveira Duarte et al., 2024). Ademas, un
estudio realizado en condiciones similares (Cardoso et al., 2020), reporta que el fermento
de TN mostr6 una disminucion parecida en la concentracion de sacarosa (3.5 g/dL), con
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una mayor produccion de azucares reductores (2.5 g/L) al décimo dia de fermentacion.

Estos hallazgos son consistentes con el comportamiento de otros fermentos de TN que

presentansdiférentes concentraciones iniciales de sacarosa (Ramakrishnan, 2022;

Reyes-Flores.etal., 2023; S. Wang et al., 2020).

De acuerdo a lo indicado por (Nummer, 2013), el porcentaje de alcohol en el tipo de

fermentacion evaluade™no.debe exceder el 0.50%. En nuestra evaluacion del contenido

alcohalico, el porcentaje~no supera el limite permitido como se observa en la Tabla 4.

Estos resultados son consistentes con los reportados por (Cardoso et al., 2020; Reyes-

Flores et al., 2023; S. Wang et al., 2020) para el fermento de TN al décimo dia de

fermentacidon, donde se registraron niveles de alcohol de 0.04%, 0.03% y 0.49%,

respectivamente.

Tabla 5. Contenido total de polifenoles; flavonoides y potencial antioxidante de las

bebidas fermentadas

Puntos en el Contenido Contenido
Tipo de tiempo de Totalde Jotal de DPPH ABTS
bebida fermentacion Polifenoles Flavonoides [%] [UM ET]
(Dias) [mg EAG/L] [mg'EEC/L]
293+ 212 +
Fermento 0 169.5 + 2.97 57.09 £ 8.84
2.30 0.14
de
i i 37.6 £ 3.15+
infusion 3 182.0+14.39  56.77 + 2.58
de 1.64 0.07™"
cascarilla 41.0 & 3.26 +
6 184.9+1276 54.12+4.02
de 1.717¢70.13™
semilla
374 + 2077 *
de cacao 10 183.4+£13.79 53.89+1.17
2.25" 021
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73.1% 8.53 =

0 350.1 £ 35.24 106.5 +9.94
3.10 0.10
3 4059 + 137.6 £ 89.8 + 940 +
Fermento 19 822 4112 1512 0.38
de té
4150 + 136.7 £ 919+ 9.71 ¢
negro 6
22.2972 11.07"2 1.2072 0.7472
10 404.3 + 1305 ¢ 894 + 8.30 +
18.49"2 8.7772 3.98772 0.41

Los resultados fueron expresados como la media + DE (n = 3). * p<0.05, ** p<0.01,
*** p<0.001 indican medias queSon estadisticamente diferentes entre la infusion/té y
los diferentes tiempos de fermentacion, determinado por ANOVA de una via seguido

de la prueba post hoc'de Tukey. 'Infusion, 2Té.
EAG Equivalentes de Acid6/Galico, EEC Equivalentes de Epicatequina, ET

Equivalentes de Trolox, DPPH 242-difenil-1-picrilhidrazilo, ABTS 2,2'-azinobis-3-etil-

benzotiazolina-6=sulfonato

En la evaluacién del contenido de polifenoles y flavoneides totales, como se observa en
la Tabla 5, existe un incremento significativo en estos“Cempuestos unicamente en el
fermento de TN a partir del tercer dia fermentacion. Nuestros resultados concuerdan con
los reportados en otros estudios (Cardoso et al., 2020; Reyes-Flores et al., 2023; Saimaiti
et al., 2022), que documentan valores similares en de poliféenoles al sexto dia de
fermentacion (1090, 700, 206 mg EAG/L, respectivamente) y el contenido de flavonoides
(136 y 80 mg EQ/L) (Chakravorty et al., 2016; Sun et al., 2015), coincidiendo en que la
fermentaciéon aumenta la concentracion de estos compuestos. Por otrolado, no se
encontraron diferencias significativas en la cantidad de polifenoles y flavonoides totales
entre la infusion y el fermento de infusion de CSC de acuerdo a la Tabla 5. Sin,embargo,
al evaluar la actividad y capacidad antioxidante, se detectd un aumento significativo en

el efecto antioxidante durante el proceso de fermentacion en ambas bebidas analizadas,
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alcanzando la maxima actividad y capacidad antioxidante en ambos fermentos en el dia
6.

En lo quesrespecta a la actividad antioxidante del fermento de TN, nuestros resultados
son coherentes-con diversos estudios (Ahmed et al., 2020; Selvaraj & Gurumurthy, 2024;
Tzu-Ying et al.;.-2045) que informan valores similares en el sexto dia de fermentacion,
alcanzando 86, 88,y,.90%, respectivamente. Estos hallazgos sugieren que el fermento de
infusion de CSC también podria experimentar un aumento en su actividad antioxidante,
posiblemente debido ala-produccion de metabolitos postbidticos como el acido ascorbico
y el acido D-sacarido 1/4-lactona (DSL), los cuales han demostrado propiedades
antioxidantes en investigaciones previas (Antolak et al., 2021; Kitwetcharoen et al.,
2023). Sin embargo, una limitacién de este estudio es que no se evalud el contenido
especifico de estos compuestos en el fermento. Ademas, es relevante sefalar que no
existen reportes previos sobre la actividad antioxidante del fermento de infusién de CSC,
lo que abre un campo prometedor para‘futuras investigaciones.

Es importante destacar que no se-han reportado estudios previos sobre la actividad
antioxidante del fermento de infusion de GSC, lo cual representa una oportunidad
significativa para futuras investigacionesen.estefambito. En este contexto, se liofilizaron
los fermentos en ambas condiciones al sexto dia“de.fermentacion, y se determiné la
concentracion inhibitoria media (Clso) com@_se observa-en la Figura 1. Los resultados
determinan que la Clso del fermento de té negro es 2.1.weces mas potente que la del
fermento de infusion de CSC. En términos cuantitativos, s€ _encontré que la Clsg del
fermento de TN liofilizado es de 8.7 mg/mL, mientras que la del fermento de infusion de
CSC es de 17.3 mg/mL. Este resultado es diferente con el valor.reportado previamente
(Clso de 1.27 mg/mL) para el fermento de TN en el sexto dia de fermentacion
(Chakravorty et al., 2016)

De acuerdo, a las propiedades fisicoquimicas descritas anteriormente, se.eligio el dia

seis de fermentacion para la caracterizacion de los microorganismos.
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Figura 5. Curva concentracion-respuesta del liofilizado de la fase liquida del fermento
de infusion de CSC

1004
£ ——- CSC
§ 80- - — TN
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© Clso 8¢7 mg/mL K
E 40 Emax81.0 %
2 Clsp 17.3 mg/mL
g E, . 74.0%
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Nota. Este grafico representa el efecto antioxidante,-destacando los efectos maximos
similares del fermento de infusién de CSC comparadoe-con el control TN.

Tabla 6. Clasificacion taxondmica de hongos y bacterias en las bebidas

fermentadas
% Abundanciarelativa
Identificacion Feggecf;tgcgfnllgfgzlon Fermento de té
semilla de cacao negro
Brettanomyces bruxellensis 35.37 24.00
Brettanomyces anomalus 31.24 3917
Brettanomyces spp. 8.57 9.77
Pichia ethanolica 6.73 6.80
Pichia spp. 5.77 6.10
Pichia deserticola 3.46 3.44
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Aspergillus sydowii 0.06 -

Aspergillus tennesseensis 0.06 -
Otros microorganismos 8.74 10.72
Acetobacter tropicalis 5.90 -
Acetobacter musti 4.38 -
Acetobacter spp. 3.0 5.87
Komagataeibacter medellinensis 3.37 -
Komagataeibacterrhaeticus 0.67 -
Komagataeibacter nataicola 0.67 -
Komagataeibacter oboediens 0.17 -
Komagataeibacter spp. 0.33 15.77
Sphingobium yanoikuye 0.78 0.50
Pseudomonas monteilii 0.52 0.50
Agrobacterium rubi 0.78 -
Kozakia spp. 0.78 -
Bacillus amyloliquefaciens 0.26 -
Rhizobium rosettiformans W3 0.17 -
Bacillus zhangzhouensis 0.17 -
Methylophilus spp. - 0.17
Neorhizobium galegae - 0.14
Otros microorganismos 78.05 77.05

Los resultados, en la Tabla 6, demuestran la diversidad ‘taxonémica de los
microorganismos presentes en las bebidas fermentadas evaluadas< Al analizar los
fermentos se observé que el género mas abundante fue Brettanomyces (72.94, 75.15 %
en el fermento de TN y de infusién de CSC, respectivamente), seguido de Pichia (16.34
,15.96 % en el fermento TN y de infusion de CSC, respectivamente) lo que coinecide con
reportes previos para el fermento de TN (Huang et al., 2022; Reva et al., 2015) y de
infusion de CSC (de Oliveira Duarte et al., 2024; Santos et al., 2025), sin embargo,/a
abundancia en la composicién fungica identificada fue diferente a las reportadas por otras
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investigaciones para el fermento de TN (Arikan et al., 2020; Chakravorty et al., 2016;
Gaggia-etaal., 2019), en donde los géneros Candida y Zygosaccharomyces fueron los
mas abundantes. Por otra parte, es relevante mencionar que la levadura Brettanomyces
exhibe efecto~probidtico porque posee gran resistencia a la temperatura corporal
humana, a condicCienes gastrointestinales, y una gran capacidad de adhesion al epitelio
intestinal, asi como, actividad antioxidante que esta asociado al contenido de (1—3),
(1—6)-pB-D-glucano Yy #racciones proteicas que se encuentran en las paredes celulares
(Areal-Hermida et al., 2024; Jaehrig et al., 2007). Otra levadura identificada en los
fermentos de TN y de infusion de CSC es Pichia, este género tiene potencial probiético
porque puede prosperar @©n’, el tracto gastrointestinal, ademas de producir
exopolisacaridos que inducen lasapoptosis en células de cancer colorrectal, asimismo
este género produce una micocinaro.oxina asesina con actividad antimicrobiana contra
patdogenos como Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas alcaligenes (Bajaj et al., 2013;
Rahbar Saadat et al., 2020; Shrathizet al?;'2022; Tullio, 2024), esto puede explicar la
ausencia de estas bacterias en los fermentos @valuados como se observa en la Tabla 6.
Por otro lado, el género Aspergillus solo fue identificado en el fermento de infusion de
CSC en una abundancia <1 %, este genero ha sido“identificado en otro reporte en el
fermento de TN (Huang et al., 2022), ademas se ha“descrito su presencia en otros
alimentos fermentados como lafun, kisra khao mak y ogi{Tamang et al., 2016), se sabe
que este género aporta carbohidrasas que favorecen el proceso de fermentacién tales
como a-amilasa, amiloglucosidasa, celulasa, B-galactosidasa; hemicelulasa, invertasa,

lipasa, maltasa, pectinasa y proteasas (da Silva Vale et al., 2023} Tamang & Shin, 2016).

En cuanto a la diversidad bacteriana, se encontré que en el fermento de\TN el género
mas abundante fue Komagataeibacter (15.77%) seguido de Acetobacter (5.87 %),
coincidiendo con lo reportado previamente para este fermento (Harrison & Curtin, 2021;
Huang et al., 2022), mientras que para el fermento de infusién de CSC Acetobagcter fue el
género mas abundante (13.28%) seguido de Komagataeibacter (5.21%),~le~que
representa un patron inverso al reportado para este mismo fermento (de Oliveira Duarte
et al., 2024), sin embargo, este patrén es congruente con lo descrito por otras
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investigaciones en el fermento de TN (de Oliveira Duarte et al., 2024; Phung et al., 2023),
estos dos_géneros pertenecen al grupo de bacterias acido acéticas (BAA), responsables
de la sintesis "de acidos organicos, como acido glucurdnico, acido gluconico, acido
ascorbico, acido succinico a partir de glucosa y fructosa, ademas de sintetizar acido
acético a partirdel.etanol producido por las levaduras (Kitwetcharoen et al., 2023). Estos
resultados se pueden correlacionar con los presentados en la Tabla 4 en donde se
expresan los niveles de\produccidon de etanol. La produccion de etanol en el caso del
fermento de infusion de~CSC fue de 0.3%, cuando la abundancia de Acetobacter es
mayor con respecto al control’y produce 1.7 g de acido acético/L, mientras que en el
fermento de TN fue 0.2% cuando la proporcion de Komagataeibacter es mayor con
respecto al fermento de infusion.de CSC y se produce 2.1 veces mas acido aceético, lo
que sugiere una mayor capacidad del Komagataeibacter para producir acido acético
(Gomes et al., 2018; Qiu et al., 2021){ Lo anterior justifica por qué el fermento de TN es
mas acido comparado con el fermento de infusion de CSC en el dia 6. Asimismo, en la
Tabla 4 se muestra que el fermento-de TN"€xhibe 2.2 veces mas el efecto antioxidante
respecto al fermento de infusién de'€SC, esto puedo explicarse a la mayor proporcion
de Komagataeibacter en el fermento de TN; esta’bacteria ha sido previamente asociado
con la produccién de DSL una molécula con actividad.antioxidante (Chong & La, 2023;
Kitwetcharoen et al., 2023). Otro rasgo de_las BAA*identificadas es su capacidad de
producir biopeliculas de celulosa. Adicionalmente se identificaron algunos géneros con
una abundancia <1%, entre ellos se detectd la presencia de_Sphingobium yanoikuye,
Pseudomonas monteili en ambos fermentos. También seidentificaron los géneros
Methylophilus y Neorhizobium unicamente en el fermento de TN. Para el caso del
fermento de infusion de CSC se determindé la presencia ‘de bacterias como
Agrobacterium, Kosakia, Bacillus, y Rhizobium, en esta misma proporgion: Actualmente
este seria el primer reporte de la presencia de Sphingobium yanoikuye, Methylophilus,
Neorhizobium, Agrobacterium y Rhizobium en estos fermentos, con exeepcion de
Rhizobium que ha sido reportado en otro fermento de TN (Huang et al., 2022) . Aunque
la proporcion de estas bacterias es pequeia es relevante sefialar que algunas especies
de Sphingobium y Pseudomonas tienen la capacidad de degradar diferenies
contaminantes, incluidos hidrocarburos (Fahde et al., 2023; Lobo et al., 2024; Lopez et
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al., 2022; Sato et al., 2023). Debido a la presencia de contaminacién por hidrocarburos
en Tabasco (G. Chan-Quijano et al., 2020; Pérez Mufioz et al., 2019), esto sugiere que
la bacteria*Sphingobium yanoikuye es propia de esta region geografica, por lo tanto, esta
es la causa de-la presencia en la bebida, aunque en baja proporcion, lo que puede indicar
que el consume de esta bebida puede ayudar a disminuir la cantidad de hidrocarburos
en las poblaciones ‘expuestas a estos contaminantes. Ademas, se ha descrito la
presencia del género Pseudomonas en otros fermentos de TN en una abundancia similar
a la determinada en ambos fermentos evaluados (Andreson et al., 2022; Huang et al.,
2022). Cabe de senalar, las _bacterias Neorhizobium y Agrobacterium conservan como
ancestro comun el género Rhizobium (Mousavi et al., 2014), como se habia mencionado
antes este género ha sido deserito_previamente en otro fermento de TN (Huang et al.,
2022). Asimismo, el género Kosakia_pertenece a las BAA (He et al., 2022) y el género
Bacillus se ha utilizado como probioticolen alimentos y bebidas fermentadas, debido a
su tolerancia y capacidad de supervivencia en el tracto gastrointestinal, incluida la
capacidad de formar biopeliculas—y producir antimicrobianos como bacteriocinas,
sustancias inhibidoras similares a(las bacteriocinas (p. ej., subtilina y coagulina) y
antibioticos (p. ej., surfactina y bacilisina) (Elshaghabee et al., 2017), ambas bacterias
han sido reportadas por otros autores en el fermento de TN (Andreson et al., 2022;
Kaashyap & Cohen, 2021; Phung et al., 2023) y en elnfermento de infusién de CSC
unicamente se ha identificado previamente el género Bagillus (de Oliveira Duarte et al.,
2024).

El proceso de fermentacion es el producto de la relacion simbiGtica entre bacterias y
levaduras, uno de los pasos iniciales es la utilizacion de la sacarosa. Las cepas de
levaduras descritas anteriormente secretan la enzima B-fructofuranosidasa capaz de
hidrolizar la sacarosa, liberando glucosa y fructosa al medio (Antolak et al, 2021), lo que
resulta en la produccion de didxido de carbono, glicerol y etanol por estas mismas
levaduras, utilizando la fructosa como sustrato preferente mediante glucolisis (d, Kim &
Adhikari, 2020; Laurey & Britton, 2020). A su vez, las BAA utilizan el etanol producide por
las levaduras para sintetizar acido acético, a cambio, el acido acético estimula ja

produccion de etanol por las levaduras (Chong & La, 2023). La actividad antimicrobiana
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del etanol y el acido acético, combinada con la disminucion del pH durante la
fermentacion, previene la contaminacion por bacterias patogenas o moho. Al mismo
tiempo las"BAA utilizan fructosa, glucosa, etanol y glicerol para producir una red de
celulosa (B. Wang et al., 2022). Ademas del acido acético y la celulosa bacteriana, las
BAA son responsables de la produccion de acido glucuronico y acido gluconico a partir
de la oxidacion enzimatica de la glucosa (Antolak et al., 2021; Ojo & de Smidt, 2023;
Selvaraj & Gurumurthy;\2024). A pesar de no determinarse la presencia de estos dos
ultimos acidos, se ha considerado como perspectiva una futura evaluacion de los

mismos.

Por lo descrito anteriormente se determina que si se cumplié la hipétesis, es decir, la
fermentacion de la infusidon de cascarilla de semilla de cacao increment6 la actividad

antioxidante y favorecié el crecimiento«de microorganismos con potencial probiético.

XXIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La fermentacion en el dia seis de lasinfusidén de cascarilla de semilla de cacao, presentd
la mayor actividad y capacidad antioxidante, esto esta relacionado con su contenido de
polifenoles y flavonoides totales. Asimismo, se estudié el microbioma debido a que los
fermentos son considerados una fuente.de. probiéticos, teniendo en cuenta que la
actividad probiotica es un efecto biolégico. La secuenciacion de alto rendimiento
determind la presencia de microorganismos con potencial probidtico como hongos de los
géneros Brettanomyces y Pichia y bacterias del género Acetobacter y Komagataeibacter,
estos hallazgos posicionan al fermento de infusién de cascarilla.de semilla de cacao
como una bebida funcional. También, fue identificado el género bacieriano Sphingobium,
cabe destacar que este microorganismo no ha sido descrito su presencida\en este tipo de
fermentos, ademas no existen reportes que describan su potencial probidtico, lo cual
abre la puerta para futuras investigaciones. Esta investigacion tiene unasperspectiva
cientificamente relevante en el contexto del desarrollo de una nueva bebida~funcional,
que promieve el beneficio de la salud de los consumidores y simultaneamente se alinea
con la reduccidon de los impactos ambientales y la garantia del uso eficiente ‘de-los
desechos agroindustriales.
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XXV. ANEXOS
XXV.I'GURVAS DE CALIBRACION

Figura 6. Contenido Total de Aztcares Reductores
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Figura 7. Contenido Total de Polifenoles
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Figura“8. Contenido Total de Flavonoides
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Figura 9. Capacidad Antioxidante por el Metedo ABTS
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