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RESUMEN 

 

Los trastornos del espectro autista (TEA) son un grupo heterogéneo de 

padecimientos del neurodesarrollo que afectan la interacción social de quien los 

sufre. Los niños con TEA manifiestan más síntomas gastrointestinales debido a 

una desregulación de la microbiota intestinal (MI); el consumo regular de alimentos 

ricos en fibra dietética y antioxidantes (e.g. polifenoles) ayuda a normalizar la MI. 

Los subproductos agroindustriales del cacao como la vaina y la cáscara, son 

considerados fuentes de fibra dietética y antioxidantes. El objetivo del presente 

trabajo fue evaluar las características químicas (perfil bromatológico c/fibra 

dietaria), perfil antioxidante (compuestos fenólicos, CF), digestibilidad 

[bioaccesibilidad (BIA) y absorción aparente (Paap) in vitro de compuestos 

fenólicos] y efecto funcional-nutraceútico [fermentación ex vivo con inóculo fecal 

de niños con TEA y neurotípicos (NTO)] de un ingrediente (ING) a base de vaina 

fermentada (VF) y cascarilla (CA) de cacao. Como resultados se encontró que el 

ING es rica en carbohidratos (~67% w/w), fibra dietética (~47% w/w), CF (~2.4 

mgEAG.g-1) y flavonoides (4.5 gE rutina. g-1) totales y capacidad antioxidante 

[DPPH (3.3 g), ABTS (5.7g) equivalentes de Trolox.g-1]. Los CF y flavonoides de 

ING mostraron alta BIA y una parte importante de estos (particularmente catequina 

y epicatequina podría llegar intacta a colon) para al ser liberados en un 30% 

adicional, también se encontró que independientemente del inóculo fecal usado 

(TEA, NTO), estos inóculos difirieron en su actividad de ureasa (144% vs. 58%). El 

ING podría ser útil para la formulación de alimentos sólidos para personas con 

TEA, debido a que sus bioactivos antioxidantes podrían ser potencialmente 

beneficios para la salud colónica.  

 

Palabras claves: subproductos del cacao, trastorno del espectro autista, digestión 

gastrointestinal in vitro, fermentación colónica, microbiota intestinal. 

 

 



 

ABSTRACT 

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex heterogeneous group of disorders 

Autism spectrum disorders (ASD) are a heterogeneous group of 

neurodevelopmental conditions that affect the social interaction of those who suffer 

from them. Children with ASD manifest more gastrointestinal symptoms due to a 

dysregulation of the intestinal microbiota (IM); Regular consumption of foods rich in 

dietary fiber and antioxidants (e.g. polyphenols) helps to normalize IM. The agro-

industrial byproducts of cocoa, such as the pod and shell, are considered sources 

of dietary fiber and antioxidants. The objective of the present work was to evaluate 

the chemical characteristics (bromatological profile w/dietary fiber), antioxidant 

profile (phenolic compounds, CF), digestibility [bioaccessibility (BIA) and apparent 

absorption (Paap) in vitro of phenolic compounds for their nutraceutical function 

using a model [ex vivo fermentation with fecal inoculum from children with ASD 

and neurotypicals (NTO)] of one ingredient (ING) based on fermented pod (VF) 

and cocoa husk (CA). As results, it was found that ING is rich in carbohydrates 

(~67% w/w), dietary fiber (~47% w/w), CF (~2.4 mgEAG.g-1) and flavonoids (4.5 

gE rutin. g- 1) total and antioxidant capacity [DPPH (3.3 g), ABTS (5.7g) Trolox 

equivalents. g-1]. The CF and flavonoids of ING showed high BIA and an important 

part of these (particularly catechin and epicatechin could reach the colon intact) to 

be released by an additional 30%, it was also found that regardless of the fecal 

inoculum used (TEA, NTO) , these inocula differed in their urease activity (144% 

vs. 58%). ING could be useful for the formulation of solid foods for people with 

ASD, because its antioxidant bioactives could potentially be beneficial for colonic 

health. 

 

Keywords: cocoa by-products, autism spectrum disorder, in vitro gastrointestinal 

digestion, colonic fermentation, intestinal microbiota. 
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RESUMEN 

 
Los trastornos del espectro autista (TEA) son un grupo heterogéneo de 
padecimientos del neurodesarrollo que afectan la interacción social de quien los 
sufre. Los niños con TEA manifiestan más síntomas gastrointestinales debido a 
una desregulación de la microbiota intestinal (MI); el consumo regular de 
alimentos ricos en fibra dietética y antioxidantes (e.g. polifenoles) ayuda a 
normalizar la MI. Los subproductos agroindustriales del cacao como la vaina y la 
cáscara, son considerados fuentes de fibra dietética y antioxidantes. El objetivo 
del presente trabajo fue evaluar las características químicas (perfil bromatológico 
c/fibra dietaria), perfil antioxidante (compuestos fenólicos, CF), digestibilidad 
[bioaccesibilidad (BIA) y absorción aparente (Paap) in vitro de compuestos 
fenólicos] y efecto funcional-nutraceútico [fermentación ex vivo con inóculo fecal 
de niños con TEA y neurotípicos (NTO)] de un ingrediente (ING) a base de vaina 
fermentada (VF) y cascarilla (CA) de cacao. Como resultados se encontró que el 
ING es rica en carbohidratos (~67% w/w), fibra dietética (~47% w/w), CF (~2.4 
mgEAG.g-1) y flavonoides (4.5 gE rutina. g-1) totales y capacidad antioxidante 
[DPPH (3.3 g), ABTS (5.7g) equivalentes de Trolox.g-1]. Los CF y flavonoides de 
ING mostraron alta BIA y una parte importante de estos (particularmente 
catequina y epicatequina podría llegar intacta a colon) para al ser liberados en un 
30% adicional, también se encontró que independientemente del inóculo fecal 
usado (TEA, NTO), estos inóculos difirieron en su actividad de ureasa (144% vs. 
58%). El ING podría ser útil para la formulación de alimentos sólidos para 
personas con TEA, debido a que sus bioactivos antioxidantes podrían ser 
potencialmente beneficios para la salud colónica.  
 
Palabras claves: subproductos del cacao, trastorno del espectro autista, digestión 
gastrointestinal in vitro, fermentación colónica, microbiota intestinal. 
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ABSTRACT 

Autism Spectrum Disorder (ASD) is a complex heterogeneous group of disorders 
Autism spectrum disorders (ASD) are a heterogeneous group of 
neurodevelopmental conditions that affect the social interaction of those who suffer 
from them. Children with ASD manifest more gastrointestinal symptoms due to a 
dysregulation of the intestinal microbiota (IM); Regular consumption of foods rich in 
dietary fiber and antioxidants (e.g. polyphenols) helps to normalize IM. The agro-
industrial byproducts of cocoa, such as the pod and shell, are considered sources 
of dietary fiber and antioxidants. The objective of the present work was to evaluate 
the chemical characteristics (bromatological profile w/dietary fiber), antioxidant 
profile (phenolic compounds, CF), digestibility [bioaccessibility (BIA) and apparent 
absorption (Paap) in vitro of phenolic compounds for their nutraceutical function 
using a model [ex vivo fermentation with fecal inoculum from children with ASD 
and neurotypicals (NTO)] of one ingredient (ING) based on fermented pod (VF) 
and cocoa husk (CA). As results, it was found that ING is rich in carbohydrates 
(~67% w/w), dietary fiber (~47% w/w), CF (~2.4 mgEAG.g-1) and flavonoids (4.5 
gE rutin. g- 1) total and antioxidant capacity [DPPH (3.3 g), ABTS (5.7g) Trolox 
equivalents.g-1]. The CF and flavonoids of ING showed high BIA and an important 
part of these (particularly catechin and epicatechin could reach the colon intact) to 
be released by an additional 30%, it was also found that regardless of the fecal 
inoculum used (TEA, NTO) , these inocula differed in their urease activity (144% 
vs. 58%). ING could be useful for the formulation of solid foods for people with 
ASD, because its antioxidant bioactives could potentially be beneficial for colonic 
health. 
 
Keywords: cocoa by-products, autism spectrum disorder, in vitro gastrointestinal 
digestion, colonic fermentation, intestinal microbiota. 
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I INTRODUCCIÓN 

 

         El trastorno del espectro autista (TEA) son un conjunto de problemas del 

neurodesarrollo, caracterizados por problemas de comunicación verbal e 

interacción social. Esto conlleva a que puedan tener diferentes formas de 

aprender, moverse o prestar atención, aunque es importante mencionar que no 

todas las personas con estos síntomas padecen TEA (CDC, 2022). Se 

desconocen aún las causas de los TEA, pero se sabe que diversos determinantes 

genéticos, dificultades en el desarrollo del tubo neuronal durante el embarazo, 

deficiencias nutricionales, así como disfunciones del sistema inmune y alergias, 

están relacionados con su desarrollo. Cabe señalar que, un alto porcentaje de 

personas con TEA presentan síntomas disfuncionales gastrointestinal (GI) 

particularmente hábitos intestinales alterados y dolor abdominal crónico (Leader et 

al. 2022). 

        Estudios recientes han demostrado cambios en la microbiota colónica de 

niños con TEA. Se cree que los síntomas GI pueden ser una manifestación de 

procesos inflamatorios y que el microbioma (microbiota + sus productos 

metabólicos ) juegan un papel crucial en el eje intestino-cerebro (Fattorusso et al., 

2019). Las intervenciones primarias psicológicas para niños en edad preescolar 

con TEA se centran en terapias de desarrollo y conductuales y cuando estos 

pacientes presentan problemas gastrointestinales (GI)  se recomienda el consumo 

de suplementos vitamínicos/minerales así como de incluir ácidos grasos 

esenciales, enzimas digestivas y una dieta sin gluten, caseína y soya (Adams et 

al. 2018; Lord et al. 2020). De igual modo, estudios recientes se han enfocado en 

evaluar el efecto de consumir prebióticos como la fibra y los galacto-

oligosacaridos, los cuales sugieren que éstos tienen un efecto en regular la 

microbiota y los síntomas GI, pero no existe evidencia para tales enfoques 

dietarios, especialmente para el uso de prebióticos (Grimaldi et al. 2017; Ng et al. 

2019). 
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El cacao y sus derivados son productos de gran importancia debido a sus 

propiedades benéficas a la salud, ya que diversos estudios han demostrado que 

su consumo se relaciona con la reducción de riesgo de padecer enfermedades 

cardiovasculares, ciertos tipos de cáncer, problemas neurológicos e incluso 

disminuir los síntomas de depresión y ansiedad (Kontogianni et al., 2020). Los 

compuestos relacionados con estos beneficios son polifenoles los cuales tienen 

propiedades antioxidantes y antinflamatorias; en relación a estos los compuestos 

como los flavonoles, también se les atribuye tener un efecto a nivel neuronal al 

regular síntesis de lípidos, en especial del colesterol y las lipoproteínas que juegan 

un papel importante la protección del cerebro al formar parte de las mielinas (las 

cuales son encargadas de impulsos eléctricos y transmisión de información entre 

neuronas) también incrementan la neurogénesis y el crecimiento de la conexión 

sináptica y la viabilidad neuronal (Mahley 2016; García-Cordero et al., 2021). 

           Los subproductos del cacao contienen cantidades importantes de fibra, 

polifenoles y antioxidantes; esto los hace  una buena opción como ingrediente 

para la formulación o adición a algún alimento nutraceútico que pueda tener 

efectos en la salud (Soares & Oliveira, 2022). Por una parte, los ensayos clínicos 

en población con autismo están limitados por el costo, el tiempo, los efectos del 

placebo, por lo que el empleo de modelos in vitro resulta de gran interés. Por lo 

tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la bioaccesibilidad los compuestos 

bioactivos del ingrediente (fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante) por 

medio de una digestión gastrointestinal in vitro y utilizando la fermentación in vitro 

en muestras fecales de niños autistas y neurotípicos, así como de ensayo del 

porcentaje de actividad de ureasa en cada tiempo de incubación.  
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II ANTECEDENTES 

2.1 Trastorno del espectro autista  

Los trastornos del espectro autista (TEA) se definen como un grupo de 

padecimientos neurológicos caracterizados por ciertos comportamientos 

aberrantes tales como la disminución en la interacción social, deficiencia en el 

lenguaje verbal y no verbal, y la repetividad comportamientos (Alcalá et al., 2022).. 

Las causas son predominantemente hereditarias, pero también existen factores 

externos ambientales, hábitos de vida de la madre que conllevan alteraciones 

neuroquímicas, neuroanatómicas y del neurodesarrollo, entre otras (Torres et al., 

2018). 

Las destrezas de aprendizaje, pensamiento y resolución de problemas de 

las personas con TEA pueden variar; hay personas con altos niveles de 

capacidad (dotadas) y personas que presentan dificultades. Actualmente, el 

diagnóstico de TEA incluye afecciones que solían diagnosticarse por separado; el 

trastorno del espectro autista, el trastorno generalizado del desarrollo (no 

especificado de otra manera) y el síndrome de Asperger (Crowell et al., 2019). 

2.1.1 Epidemiología y fisiología  

Se estima que 1% de todos los niños a nivel mundial son diagnosticados 

con TEA  ; estas estimaciones han ido aumentando con el tiempo y varían dentro y 

entre los grupos sociodemográficos (Zeidan et al. 2022). Hace pocos años, en el 

perfil epidemiológico de Salud Mental en México, se estima que alrededor del 60 5 

de la población pueda desarrollar TEA por factores genéticos y cada año se 

atienden hasta 305 casos en hospitales (Secretaria de salud, 2021). El estudio 

realizado en Guanajuato, México en el 2016, indicaron que 1 de cada 115 niños de 

8 años presentan esta condición (Fombonne et al., 2016). 

2.1.2 Trastornos conductuales y neurológicos  

         Los primeros signos y síntomas de TEA aparecen entre los dos o tres años 

de edad de años de edad. Sin embargo, en algunos casos el desarrollo puede 

incluso llegar a manifestarse antes, pero se pueden diagnosticar a la temprana de 

edad de 18 meses. Los signos más comunes que se pueden detectar en los niños 



 
 

4 
 

con TEA son el no responder cuando se le llama, no mirar a los objetos ni eventos 

que estén señalando a los padres, no mantiene contacto visual o establece muy 

poco contacto visual (Tabla 1) (CDC, 2022). Es importante saber que cada niño 

con es único y puede presentar alguno o varios signos. Los estudios enfocados en 

el campo de neurobiología (rama encargada de estudiar los cambios anatómicos y 

fisiológicos del sistema nervioso central), señalan que el problema comienza en el 

desarrollo neural. Este campo  se puede dividir en cuatro perspectivas principales; 

1) la perspectiva neuroanatómica, 2) la perspectiva neuro-social, 3) la perspectiva 

genética y 4) la perspectiva neuroquímica (Sanz-Cortes et al.,2014). 

 

Tabla 1. Signos y síntomas del trastorno del espectro autista 

Habilidades de 
interacción y 

comunicación social 

Comportamientos o 
conductas repetitivas 

Otras características 

A la edad de 9 meses 
no muestra 

expresiones faciales 
(felicidad, tristeza, 

enojo). 

Molestia y enojo cuando un 
orden es cambiado (juguetes, 

objetos). 

Atraso en las habilidades de 
lenguaje. 

No responde a su 
nombre a los 9 meses 

de edad. 

Repetición de palabras 
(llamado ecolalia). 

Atraso en habilidades de 
movimiento. 

Evita contacto visual. 
Mantener un comportamiento 

igual (jugar con los juguetes de 
la misma manera siempre). 

Atraso en aprender o tener 
una habilidad. 

Utiliza poco o ningún 
gesto a los 12 meses 

de edad. 

irritación o enojo por cambios 
pequeños. 

Hiperactividad, impulsividad. 

A la edad de 18 meses 
no señala algún 

interés. 
Tiene intereses obsesivos. Problemas para dormir. 

A los 60 meses de 
edad no canta, baila o 

actúa. 

Tiene reacciones inusuales a 
como las cosas suena, huelen, 

saben, ven o se sienten. 

Problemas gastrointestinales 
(constipación). 

Adaptado: CDC, (2022) 
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2.1.3 Alteraciones gastrointestinales 

 

Las alteraciones gastrointestinales (GI) son diferentes en niños 

diagnosticados con TEA en comparación a niños neurotípicos (NTO). Se ha 

documentado que los niños con TEA tienen cuatro veces más probabilidades de 

desarrollar problemas gastrointestinales que los NTO y, además, que el 

estreñimiento, la diarrea y el dolor abdominal son los más comunes (McElhanon et 

al., 2014). La dieta tiene un papel importante en la sintomatología de los niños con 

TEA. Se ha reportado que dietas bajas en gluten o caseína pueden mejorar los 

síntomas GI (Perrin et al. 2012); aunque estas recomendaciones y restricciones 

deben ser acompañadas de un nutricionista para llevar una  balanceada 

alimentación (Bandini et al., 2010). 

Se ha reportado que un gran porcentaje de niños  con TEA  presentan una 

disbiosis en la microbiota intestinal respecto a niños neurotípicos, esto debido a 

que el microbioma forma parte integral de la fisiología del humano como puede ser 

funciones relacionadas al sistema inmune (Murtaza et al., 2017). Estas 

alteraciones están relacionadas a una disminución de grupos de bacterias como 

en la relación Bacteroidetes y Firmicutes, las cuales son las más abundantes en el 

intestino por su parte, Bacteroidetes (Gram +) desempeña un papel importante en 

el control de colonización de bacterias patógenas, en cuanto a Firmicutes (Gram -) 

se ha visto que esta población se encuentra elevada en personas con riesgo de 

obesidad, hipertensión y problemas cardiovasculares (Durk et al., 2019). 

Se ha encontrado también una baja cantidad en los géneros de 

Lactobacillus (probióticos que promueven la salud intestinal) y Desulfovibrio la cual 

es una bacteria reductora de sulfato y está asociada a provocar inflamación 

intestinal, lo que se correlaciona con la gravedad de síntomas GI del TEA (Tomova 

et al., 2015). La gravedad del TEA aumenta debido a  una reducción de los ácidos 

grasos de cadena corta (AGCC), como son el ácido acético, el ácido propiónico y 
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el ácido butírico, los cuales son modulados por la microbiota intestinal (Adams et 

al. 2011).  

Los géneros bacterianos importantes para la degradación y fermentación de 

carbohidratos, incluidos Lactobacillus, Prevotella, Coprococcus y Veilonellaceae, 

se encuentran reducidos en pacientes con TEA (Kang et al. 2013). Otros géneros 

de bacterias tales como los Bacteriodetes se han encontrado con un alto 

porcentaje en muestras de pacientes con TEA, estas bacterias son productores de 

AGCC,  principalmente ácido propiónico el cual se ha reportado que  puede 

impactar en el sistema nervioso central y el comportamiento del autismo a través 

de la modulación del eje-intestino-cerebro (Sabit et al. 2021). 

En el estudio de Liu et al., (2019) encontraron niveles bajos de ácido acético 

y un nivel más alto de ácido valérico en muestras fecales de personas con TEA 

Cabe resaltar que el único desorden gastrointestinal fue el de estreñimiento, los 

resultados en las muestras encontradas fueron bacterias como Fusobacterium, 

Barnesiella, Coprobacter lo cual puede contribuir a la disminución de ácido 

butírico, el cual ejerce efectos nutricionales y antinflamatorios en el epitelio 

intestinal (Manrique Vergara & González Sánchez, 2017). Es por este motivo que 

la microbiota intestinal contribuye a la producción de ácidos grasos de cadena 

corta que forman parte de las alteraciones GI en TEA, por lo tanto, la regulación 

de la microbiota intestinal, especialmente de las bacterias productoras de ácido 

butírico, podrían ser una estrategia en la búsqueda de alternativas para el 

tratamiento del trastorno del espectro autista. 

       

2.1.4 Eje intestino cerebro en TEA 

 

La microbiota intestinal interactúa directamente con el sistema nervioso 

entérico (SNE); este tiene una autonomía considerable en comparación a otras 

partes del sistema nervioso (SNC) como el sistema nervioso simpático y 

parasimpático. Todos los componentes del SNC llevan  a  cabo una interacción 

funcional con los sistemas endocrino e inmunológico a través de la participación 
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de citocinas, neuropéptidos y otras moléculas de señalización (Ding et al., 2017). 

Otro mecanismo por el cual el cerebro interacciona con el intestino es por medio 

de señales bidireccionales a través del nervio vago.  Los compuestos como la 

serotonina y el ácido y-aminobutírico tienen  efectos directos sobre la liberación de 

péptidos intestinales con funciones moduladoras de células entero-endocrinas 

(Borre et al. 2014). 

Se ha mostrado que el microbioma intestinal está involucrado en la 

modulación de las funciones GI, así como en la capacidad de afectar la 

permeabilidad intestinal, la función inmune de la mucosa, motilidad y sensibilidad 

intestinal. Todos estos factores pueden contribuir a la disfunción cerebral y a la 

neuro-inflamación, según la vulnerabilidad genética de cada paciente (Wasilewska 

& Klukowski, 2015). (Ferguson et al., 2017) estudiaron la relación de los síntomas 

GI en niños con TEA y las respuestas inmunes de estrés y citoquinas. El estudio 

mostró que los niños con TEA tienen mayores síntomas GI relacionados con 

niveles más altos de cortisol después del estrés a diferencia de los niños NTO. 

Otras investigaciones han reportado la relación de problemas GI con problemas de 

sueño, ansiedad y estrés, posiblemente involucrando el eje hipotálamo-pituitario- 

suprarrenal y los circuitos basados en la amígdala (Smith & Vale, 2006).  

Afortunadamente, existe mucha evidencia que  muestra que la ingesta de 

probióticos, prebióticos, simbióticos, así como cambios en la dieta (e.g. restricción 

de alimentos y uso de suplementos) que pueden normalizar o mejorar las 

alteraciones asociadas a estos desordenes fisiológicos (Y. Chen et al., 2021; 

Chudzik et al., 2021; X. Liu et al., 2015; Peterson, 2020; Yan et al., 2020). 

 

2.1.5 Alteraciones nutricionales 

 

Una buena nutrición y un aporte adecuado de nutrientes a partir de la dieta 

pueden resultar en efectos benéficos para un desarrollo saludable, especialmente 

en las primeras etapas de vida. En el caso de TEA, se ha reportado que se 

presentan deficiencias importantes de nutrientes como son los minerales entre 



 
 

8 
 

ellos a destacar como el zinc, hierro, calcio, selenio, iodo, magnesio y cromo, por 

lo tanto, se recomienda evaluar cada caso para llevar una adecuada alimentación 

y suplementación (Cekici & Sanlier, 2019). También se ha encontrado en algunos 

estudios que los niños con TEA, presentan anemia debido a niveles bajos de 

hemoglobina y hematocritos, así como niveles bajos de vitamina D (Alkaissi & 

Ghawadra, 2015; Bener et al., 2017). Estas alteraciones nutricionales estan 

relacionadas al comportamiento repetitivo dentro de TEA, lo que conlleva a dietas 

restrictivas y repetitivas, presencia de comorbilidades, consideraciones de 

alimentación por parte de los padres las cuales pueden tener un impacto en la 

calidad y desarrollo del niño (Al-Kindi et al., 2020). Las preferencias de los niños 

con TEA, ha mostrado tener un impacto en su nutrición, ya que diversos estudios 

han mostrado en ser muy selectivos con los alimentos o de probar diferentes, por 

ejemplo, se ha visto una menor preferencia en alimentos como vegetales, 

pescado, aceite de oliva, así como de frijoles y legumbres (Alareefy et al., 2018).  

          Se ha visto también que la dieta de los niños con TEA, predomina la ingesta 

de cereales, pasta, y productos lácteos, en comparación con niños neurotípicos, 

siendo menos preferencial grupos de alimentos como carne, huevos, y bebidas en 

general (Plaza-Diaz et al., 2021).Es importante considerar que estas alteraciones 

también pueden contribuir en aumentar la predisposición de sobrepeso y obesidad 

durante el crecimiento y desarrollo de niños con TEA (Marí-Bauset et al., 2015). 

 

2.1.5.1 Consideraciones dietarias 

 

Diversos determinantes del estilo de vida de la madre, se han asociado a 

más casos de niños con TEA. Por ejemplo, los hábitos alimentarios de la madre 

como el tabaquismo, y consumo de alcohol han demostrado tener efecto negativo 

en el neurodesarrollo, mientras que una ingesta adecuada de ciertos nutrientes y 

suplementos durante el embarazo pueden reducir el riesgo de TEA (Lyall et al., 

2014). La práctica y duración de la lactancia materna tienen un efecto protector 

para el desarrollo de TEA (Manohar et al., 2018). Por ello, es importante 
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mencionar que las deficiencias nutricionales pueden darse si la madre durante el 

embarazo no lleva una suplementación adecuada de vitaminas importante como la 

A, D, folato, B12, magnesio, omega- 3 y hierro. Durante el crecimiento y desarrollo 

estos déficits de nutrición en TEA pueden ser más común, debido a que los niños 

son muy selectivos al decidir qué comer y prefieren solamente algunos grupos 

como se mencionó anteriormente, causando así poca variación en su alimentación 

y por lo tanto de nutrientes (Nogay & Nahikian-Nelms, 2019). La tabla 2 muestra 

las consideraciones dietarias junto a las causas de deficiencias. 

 

Tabla 2.Deficiencias y consideraciones de nutrientes en TEA 

Nutriente Consideraciones dietéticas 

Vitamina B12 Se ha reportado bajos niveles de metionina, homocisteína 
y cisteína. Una suplementación con vitamina B12 puede 
mejorar la capacidad de metilación y mejorar condiciones 
clínicas en niños con TEA. 

Vitamina D La vitamina D es un agente liposoluble que forma parte de 
la proliferación y diferenciación de células, participa en la 
señalización de calcio y actúa como neuro protector. 
También participa en mecanismo antinflamatorio en el 
cerebro y regulación de serotonina. 

Omega-3* Los ácidos grasos en especial los de cadena larga como 
los omega-3 también tener un papel importante en el 
desarrollo neuronal e inflamación que pudieran estar 
relacionado con TEA. 

Folato Participa también en el metabolismo de la homocisteína y 
glutatión. Naturalmente se encuentra en alimentos como 
legumbres, espárragos. Una suplementación mejora la 
comunicación verbal en pacientes con TEA. 

Adaptado de: Cekici & Sanlier (2019). * Ácidos grasos 

 

2.2 Alimentos, macromoléculas y compuestos bioactivos alimentarios de 

interés en TEA 
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2.2.1 Antioxidantes 

 

Los compuestos antioxidantes desempeñan un papel importante en la 

prevención del desarrollo de diferentes enfermedades, como desarrollo de cáncer 

o enfermedades inflamatorias. El estrés oxidativo en TEA ha sido estudiado a nivel 

de membrana celular y por medio de la cuantificación de productos de 

peroxidación lipídica (como glutatión) y antioxidantes involucrados en el sistema 

de defensa contra especies reactivas de oxígeno (ROS), sugiriendo que este  

incide en el  desarrollo y cronicidad del TEA  (Manivasagam et al., 2020). 

En general, el estrés oxidativo es parte de la patogénesis de TEA. Esto 

puede deberse al resultado de la interacción de factores genéticos y ambientales, 

en la condición  de TEA se tiene alta cantidad  de radicales libres, por lo que es 

importante una dieta rica en antioxidantes (Liu et al., 2022).  Los antioxidantes de 

la dieta incluyen Vitamina E, Vitamina C, Betacaroteno, Licopeno, Selenio, 

Omega-3, Omega-6 y flavonoides. Los polifenoles también forman parte de 

antioxidantes fitoquímicos ya que estos se encuentran en frutas y vegetales 

(Pangrazzi et al., 2020). 

     El caco es considerado una fuente alta e importante en antioxidantes, en el 

caso de TEA, se realizó un estudio piloto donde participaron 12 niños de alrededor 

de 10 años diagnosticado con TEA, los cuales consumieron por 4 semanas 

chocolate negro (70 % de cacao y 30 % de azúcar orgánica de caña), los 

resultados al final del estudio fueron mostrados con la Escala de Calificación del 

Espectro del autismo en Comunicación, que de acuerdo a este criterio los niños 

mejoraron los comportamientos irregulares así como mejora de comunicación y 

socialización (Sadek et al., 2018). 

 

2.2.2 Fibra dietaria 

 

          La fibra dietaria es un carbohidrato no digerible y complejo que no puede ser 

digerido por las enzimas del intestino delgado pero si puede llegar al colón y ser 
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metabolizado por los microorganismo (Intakes, 2001). Se encuentro dentro de los 

alimentos como granos, cereales integrales, frutas y vegetales. Su consumo se 

relaciona a efectos benéficos a la salud, en especial para el intestino grueso 

(Akbar & Shreenath, 2023).La composición de la fibra se divide dependiendo su 

solubilidad en el agua, siendo soluble e insoluble y la cantidad varía dependiendo 

de la fuente del alimento. La fibra soluble consiste en una variedad de 

oligosacáridos como las pectinas, β-glucanos, y gomas solubles en agua. La fibra 

insoluble incluye a la celulosa, hemicelulosa insoluble en agua y lignina que se 

encuentran mayormente en la pared celular de plantas (Prasadi & Joye, 2020). 

La fibra soluble es utilizada por la microbiota colónica mejorando así 

síntomas gastrointestinales como constipación y diarrea. Lo anterior debido a que 

la fibra soluble retiene agua, produciendo un aumento de la masa fecal, lo cual 

ayuda a acelerar el tránsito intestinal y protege a la mucosa de otros patógenos 

(McRorie & McKeown, 2017). Algunas bacterias como Firmicutes y Bacteroidetes 

pueden degradar la fibra soluble en colon, debido a que las enzimas digestivas no 

pueden metabolizarlas  el intestino delgado, aunque si pueden parcialmente 

digerirla  a oligosacáridos o monosacáridos por medio de un sistema de 

degradación y metabolismo propio de las bacterias (Sabater et al., 2021).  

La fibra es metabolizada por ciertos grupos de bacterias. Una mayor ingesta 

de fibra se ha relacionado a la formación de ácidos grasos de cadena corta 

producidos por microorganismos, disminuyen el pH intestinal y protege contra 

bacterias como Enterobacteriaceae spp. y Escherichia coli (Power et al., 2014). Se 

ha visto que la una suplementación de fibra dietaria durante dos semanas pueden 

aumentar hasta un 20 % la diversidad de la microbiota (Johnson et al., 2021). 

            Al incrementar la ingesta de fibra dietaría aumentamos la producción de 

bacterias que producen AGCC, siendo estos importantes porque tienen una 

impacto en el sistema nervioso central; estos ácidos son considerados 

neuroactivos que llevan a una alteración relacionada al sistema inmune, 

regulación de expresión de genes (Taniya et al., 2022). 
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          Se ha encontrado que otros tipos de fibras como la inulina que se encuentra 

en una gran variedad de vegetales, frutas y granos pueden tener un efecto en la 

modulación de la microbiota; además se ha visto que su ingesta se relaciona con 

más presencia de Lactobaccillus y Bifidobacterium (Shanmugam et al., 2022). 

Dado lo anterior es posible recomendar la suplementación con fibra a niños con 

TEA, como una estrategia de modificar la microbiota.  

 

2.3 Alimentos nutracéuticos y funcionales 

 

2.3.1 Definición nutracéuticos, clasificación y ejemplos 

 

Los alimentos nutracéuticos son aquellos alimentos que contienen 

componentes que tienen un beneficio a la salud, que además previenen diferentes 

enfermedades (Cotabarren y Palla 2022).Los nutracéuticos se clasifican por su 

aplicación en tradicionales, fortificados, fitoquímicos, herbales, funcionales, 

suplementos dietarios, probióticos y prebióticos (Ruchi et al., 2017). Los 

nutracéuticos tradicionales son aquellos alimentos naturales que tienen un efecto 

en la salud, como mejorar el sistema inmune, disminuir el riesgo de enfermedades 

del corazón y algunos tipos de cáncer. Los tipos de nutracéuticos y sus efectos 

son resumidos en la Tabla 3. En cuanto a relación TEA, en un estudio de revisión 

Adams et al., (2021) recopilaron la información de ensayos clínicos para conocer 

la eficacia de la propiedades nutracéuticas de varios alimentos en niños con TEA 

los resultados mostraron mejoría en cuanto a los síntomas gastrointestinales así 

como en los comportamientos y problemas de memoria.   
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Tabla 3. Tipos de nutracéuticos y su clasificación 

Clase/tipo de 
nutraceútico 

Ejemplo Ingrediente 
Activo 

Ventajas 

Alimento Tomate Licopeno Actividad anticancerígena 
Salmón Omega 3 Disminución de riesgo 

cardiovascular y diabetes 
Soya Saponinas Antioxidante, detoxificación, 

enzimas, respuesta inmune,  
Leche 
fermentada 

L. acidophilus, 
bifidobacterum 
spp. 

Previene infecciones 
gastrointestinales, reduce los 
niveles de colesterol. 

Cúrcuma Curcumina Previene defectos en los 
tubos neuronales, y 
formación de células rojas 

Suplementos 
dietarios 

Vitamina A   Antioxidante, crecimiento, 
utilizado para tratar 
enfermedades de la piel. 

Calcio   Hueso, musculo, dientes, 
salud del nervio, previene 
osteoporosis. 

Hierro   Llevar oxígeno, producir 
energía. 

Vitamina D   Salud en hueso y dientes, 
ayuda en la absorción del 
calcio y en la salud 
musculoesquelético. 

Probióticos Lactobacillus 
acidophilus, 
Bifidobacterium 
spp.  

  Salud en el intestino, 
anticáncer. 

Prebióticos  Fructo-
oligosacaridos 

  Promueve el crecimiento de 
probióticos y de 
bifidobacteria. 

Inulina   Mejora el sistema inmune, 
absorción de minerales 

Adaptado de: Alali et al., (2021) 

2.3.2 Definición alimentos funcionales, clasificación y ejemplos 

 

        La actual definición de alimento funcional fue desarrollada por el centro de 

alimentos funcionales (FFC) en el 2012, en una conferencia en Santa Bárbara 

California, siendo la siguientes: “Alimentos naturales o procesados que contienen 
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compuestos biológicamente activos conocidos o desconocidos que, en cantidades 

definidas, efectivas y no tóxicas, brindan un beneficio para la salud clínicamente 

probado y documentado para la prevención, el manejo o el tratamiento de 

enfermedades crónicas” (Gur et al., 2018). 

Esta definición recalca la importancia de los compuestos bioactivos, que 

representan lo efectivo o funcional del alimento. Por ejemplo, el resveratrol en 

uvas, las zarzamoras ricas en antocianinas, los flavonoides que son una fuente 

importante de antioxidantes, las nueces ricas en minerales y ácidos grasos como 

omega-3, en conjunto, todos esto alimentos tienen un impacto importante en la 

salud (Ali et al., 2022). 

       Recientemente algunos estudios se han enfocado en evaluar compuestos 

bioactivos sobre el TEA, debido a sus componentes antinflamatorios, que pueden 

reducir el estrés oxidativo y comorbilidades asociadas a este síndrome. La Tabla 4 

muestra algunos flavonoides y sus características. Los flavonoides son 

fitonutrientes polifenólicos a los cuales se les ha estudiado su efecto 

antinflamatorio y propiedades antioxidantes; estos se encuentran en zarzamoras, 

moras, ajo, arándanos,  cebollas, té verde y cacao (Spagnuolo et al., 2018). 

 

 

 

 

 
 
 
 
Tabla 4.Composición de fitoquímicos, compuestos activos, fuente de alimentos y 

sus efectos fisiológicos 

Fitoquímicos Compuesto activo Fuente de alimento Efecto fisiológico 

Antocianinas Malvidina Zarzamora, uvas 
negras, granadas 

Actividad 
antiinflamatoria 
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Flavonoles Hesperetina, 
naringenina 

Frutas cítricas 
(limones, naranjas) 
uvas 

Antioxidante, 
antiinflamatorio 

Flavavonones Apigenina, luteolina Apio, perejil, fresco, 
aceitunas, orégano, 
pimientos y romero 

Supresión del estrés 
oxidativo a través de 
efectos en NF- kB; 
ofrece apoyo 
cerebral, protección 
y aumentos en la 
memoria 

Flavanoles Epicatequina, 
catequinas, 
procianidinas 

Té, uvas, lentejas, 
cacao, duraznos, 
manzanas cherries, 
moras, fresas y 
zarzamoras 

Propiedades 
antioxidantes, 
captadores de 
radicales libres.  

Isoflavones Diadzeina Semilla de uva, 
productos de soya 

Actividades 
antioxidantes y 
neuro protectoras. 

Adaptado de: Spagnuolo et al., (2018). 

 

 

 

2.4 El cacao 

 

El cacao (Theobroma cacao L.), es materia prima del chocolate, pertenece  

a la clase de Magnoliopsida, orden Malvales, género Theobroma y especie Cacao 

(Kongor et al. 2016). El cacao se encuentra en su estado salvaje desde Perú hasta 

México; algunos botanistas reconocen y creen que el cacao que proviene del rio 

amazona y este se ha expandido en dos largos grupos: Criollo y Forastero (de 

Souza et al. 2018). En la Figura 1 se puede observar de derecha a izquierda la 

planta, fruto en árbol y fruto del cacao.        
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A)                         B)                                   C) 

Figura 1.Aspecto del árbol de cacao A). Aspecto de la fruta de árbol de cacao. B). 
C) Aspecto de la fruta de cacao Adaptado :de Souza et al., (2018). 

 

 

2.4.1 Producción 

 

La producción mundial de granos de cacao ha llegado a superar los 4 

billones de toneladas, en 2022 la mayoría de producción se localiza en el este de 

África (70%); los siguientes países que le preceden son Brasil, Camerún, 

República Dominica, Ecuador, México, Nigeria y Perú (Anón. 2022).El principal 

producto del procesamiento de la semilla de cacao es el chocolate, pero también 

utilizado como materia prima para otros productos para elaborar o incorporarse en 

alimentos.  

El aroma y sabor de Theobroma cacao es único y no existe otro compuesto 

o alimento que pueda parecer tener esta característica (Sousa et al. 2016). Las 

variedades de las especies que son más utilizadas comercialmente para realizar 

chocolate son el Forastero, Criollo y Trinitario, los cuales se distinguen por sus 

características morfológicas, sabor y zona geográfica (Wahyuni et al. 2021). Por 

una parte, Forastero y Trinitario son considerados de menos calidad, pero suelen 

crecer más ampliamente a nivel mundial. En cuanto a Criollo, este ha sido 

considerado como uno de los mejores debido al sabor dulce que tiene en sus 



 
 

17 
 

semillas, siendo menos amargo y más aromático que las otras dos variedades 

(Figura 2) (Tezara et al. 2016). 

La variedad de trinitario es una forma hibrida entre Criollo y Forastero, 

utilizando de 10 a 15 % en la producción industrial de chocolate. El estado de 

Tabasco es uno de los principales productores de cacao, en especial de la 

variedad criollo, constituyendo alrededor del 5% de la producción mundial aparte 

de ser más costoso debido a su calidad (Agropecuarios, 2018). Mientras tanto 

Forastero, el cual está clasificado como regular, es el menos costoso, por lo que 

su uso es alrededor del 80% en industrias donde se producen grandes cantidades 

de chocolate (Josué et al. 2016). 

 

Figura  2.Diferentes variedades de granos de cacoa: a) Criollo, b) Forastero, c) 
Trinitario 

    Adaptado: Josué et al., (2016). 

 

 

2.4.2 Proceso de granos de cacao 

 

El procesamiento de los granos de cacao es complejo y altera tanto las 

funciones químicas como físicas al poder obtener el sabor y textura de la semilla. 

Los primeros procesos incluyen la fermentación y secado; el proceso secundario 

incluye convertir los granos del cacao en productos terminados a través de un 



 
 

18 
 

proceso de tostado, alcalización y conchado (Figura 3) (Aprotosoaie, Luca, y 

Miron 2016). 

 

 

Figura 3.Procesamiento de los granos de cacao 

Adaptado: Aprotosoaie et al., (2016) 
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2.4.3 Subproductos de la industria del cacao 

 

2.4.4 Vaina 

 

           La vaina de cacao es considerado el mayor residuo de la producción de los 

granos de cacao, debido a que solo se obtiene un 33% de grano de buena calidad 

mientras que el 70% es desperdiciado del proceso (Oddoye et al., 2013). La vaina 

de cacao se considera como recurso subexplotado alimentariamente debido a su 

contenido alto en fibra dietética, lignina y antioxidantes bioactivos como son los 

polifenoles. Su recuperación y bioconversión a productos de valor agregados para 

la elaboración de alimentos pueden tener un gran enfoque en la sostenibilidad y 

producción de cacao (Yapo et al., 2013).   

 

2.4.5 Producción 

 

          Se deriva del procesamiento de cacao y por cada kilogramo de cacao en 

grano obtenido, se generan hasta más de 10 veces de este producto y anualmente 

se produce 11 millones de toneladas alrededor del mundo (Okiyama et al., 2017). 

 

2.4.6 Composición química 

 

             La vaina de cacao comprende el epicarpio, el mesocarpio, la parte 

esclerótica y el endocarpio. En cuanto a su composición química, esta puede 

variar dependiendo de los métodos de extracción, procedencia y métodos. La 

Tabla 5 muestra la composición química de la vaina de cacao. Consiste 

principalmente de materiales fibrosos, que incluye la fibra dietética, que se divide 

en soluble (FDS) que incluye pectina, β-glucano y oligosacáridos y algo de 

hemicelulosa; fibra insoluble (FDI), que incluye 19.7-26.1% celulosa, 8.7-12.8% 
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hemicelulosa, 14-28% lignina y 6.0-12.6 % de pectina. El epicarpio está 

compuesto principalmente de lignina, mientras que el mesocarpio contiene 

principalmente (~50%) celulosa y el endocarpio es rico en sustancias pécticas (Lu 

et al., 2018; Sobamiwa & Longe, 1994).   

 

2.4.7 Composición nutracéutica 

 

          Otros componentes importantes son los compuestos fenólicos, ya que estos 

varían entre 2.1 a 57 mg/g equivalente a ácido gálico, pero estos pueden variar 

dependiendo de la región, origen, variedad, genotipo de la planta, tiempo de 

cosecha, el estrés en el árbol de cacao, así como el solvente para la extracción 

(Soares & Oliveira, 2022). 

         

Tabla  5. Composición química y nutraceútica de la vaina y cascarilla de cacao 

Componentes (g/100g) Vaina       Cascarilla 

Humedad 1.08-14.1   1.9-13.3 

Cenizas 7.30-13.0    5.9-11.42 

Proteína 4.85-9.1 10.30-27.40 

Lípidos 0.77-4-7 1.50-15.1 

Carbohidratos totales (de los 
cuales): 

17.50-49.7   7.85-70.25 

Fibra total 18.59-37.4 39.25-66.33 

Fibra dietaria soluble 27 7.03-16.91 

Fibra dietaria insoluble 9.6 28.34-50.42 

Pectina 12.6 7.62-15.59 
Contenido total fenólico (g ácido 

gálico/100 g)  4.6 3.12-94.95 

Adaptado: (Vriesmann et al.,2011; Campos-Vega et al., 2018; Rojo-Poveda et 

al.,2020; Delgado-Ospina, et al., 2021; Rebollo-Hernanz et al.,2021)  
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2.4.8 Cascarilla 

 

2.4.8.1 Producción 

 

La cascarilla de cacao es el principal subproducto que se forma en el 

proceso de tostado. La cascarilla representa alrededor del 12- 20% de la semilla 

del cacao, estos se encuentran recubriendo exteriormente el grano. Se estima que 

la producción de este subproducto se encuentra alrededor de 900 mil toneladas; 

por lo cual es utilizado por algunas  industrias como un producto en el mercado 

(Grillo et al. 2019). 

 

2.4.8.2 Composición química 

 

           La composición de la cascarilla del cacao puede variar por su origen y su 

procesamiento.  En relación con el contenido de proteínas (mayoritarios) sus 

conteniendo alrededor de un 15 g/100 a comparación de la vaina y el 

mucilago.Los carbohidratos son el principal componente, en el mucilago es la 

parte donde más se concentra estos, la Tabla 5 muestra la composición química 

de la cascarilla (Campos-Vega et al.,2020). 

 

2.4.8.3 Composición nutracéutica y antioxidante  

 

              Respecto a su composición nutraceútica y antioxidante de la cascarilla de 

cacao contiene varios compuestos bioactivos como fibra dietética, polifenoles 

(quercetina, quercetina-3-O-glucósido, catequina y epicatequina), metilxantinas 

(cafeína, teobromina y teofilina) y ácidos grasos como ácido oleico y ácido 

linoleico (Rojo-Poveda et al., 2020). Debido a estos compuestos bioactivos, sus 

extractos pueden ser utilizados para la formulación de nuevos productos o para 
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propósitos nutracéuticos (Hernández-Hernández et al., 2019). La Tabla 5, muestra 

la composición nutraceútica de la cascarilla de cacao. 

 

2.5 Prebióticos 

 

2.5.1 Definición y generalidades 

 

        La declaración de consenso de la Asociación Científica Internacional de 

Probióticos y Prebióticos (ISAPP) actualmente define a los prebióticos como un 

sustrato que es utilizado selectivamente por los microorganismos del hospedero 

confiere un beneficio para la salud. Aunado a esta definición, los prebióticos deben 

utilizarse de forma selectiva y tener evidencia adecuada de su beneficio para la 

salud del hospedero objetivo; en cuanto a los prebióticos dietéticos estos no deben 

ser degradados por las enzimas del hospedero objetivo (Gibson et al., 2017). 

Los prebióticos pueden estimular el crecimiento de bacterias como 

Coseburia spp., Eubacterium spp., Akkermansia spp. Christensensella spp., 

Propionibacterium spp., y Faecalibacterium spp a través de una alimentación 

variada incluyendo especialmente los grupos de vegetales y cereales integrales 

que contienen fibra. Esto beneficia a su vez la generación de  AGCC que regulan 

la función de la barrera epitelial, mucosa intestinal, inmunidad, inflamación así 

como los niveles de la glucosa y lípidos (Blaak et al., 2020).  

Los prebióticos se encuentran en pequeñas cantidades en alimentos como 

el esparrago, ajo, cebolla, frijoles, leche de vaca, tomate entre otros. Debido a esto 

las industrias se han dedicado a producirlos utilizando lactosa, sucralosa y almidón 

como materia prima (Khangwal & Shukla, 2019). También se consideran 

prebióticos aquellas sustancias a base de carbohidratos derivadas de plantas 

como inulina (oligosacáridos, glucanos) así como de fuentes que no son 

carbohidratos, como polifenoles, ácidos grasos, otros micronutrientes. En el caso 

de los polifenoles en plantas, vegetales y frutas, la mayoría de estos compuestos 
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pueden llegar intactos al colon para ser utilizados por los microorganismos 

residentes (Cardona et al. 2013).  

        Los oligosacáridos por ejemplo, promueven el crecimiento de 

microorganismos benéficos para la microbiota como Bifidobacteria y Lactobacilli, 

estimulando también el crecimiento de Enterobacteria, Bacteroidetes, y Firmicutes 

(Louis et al., 2016). Los prebióticos son utilizados por estas bacterias benéficas 

pueden mejorar síntomas gastrointestinales, mejorar el sistema inmune, prevenir 

el cáncer del colón y enfermedades neurodegenerativas. La Figura 4 muestra un 

resumen de los efectos principales de los prebióticos. 

 

Figura 4.Funciones de los prebióticos. 

Adaptado: Rolim, (2015) 
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2.6 Bacterias benéficas  

 

2.6.1 Lactobacillus  

 

El género Lactobacillus, forma parte de las bacterias ácido-lácticas (BAL), 

caracterizadas por producir ácido láctico, siendo este un producto del metabolismo 

de carbohidratos. Sus características morfológicas se muestran como bacilos o 

cocobacilos, Gram positivos, no formadoras de esporas, necesitan de un gran 

requerimiento de nutrientes utilizando carbohidratos fermentativamente y generan 

ácido láctico como un producto final principal, su morfología colonial puede variar 

de colonias grises pequeñas a medianas que generalmente exhiben alfa hemólisis 

en agar sangre (De Angelis & Gobbetti, 2016). Los medios selectivos más 

utilizados para el crecimiento de los lactobacilos son agar MRS, siendo el color 

blanco un distintivo de ellas, se encuentran mayormente en alimentos 

fermentados, así como en frutas y verduras. (Goldstein et al., 2015). 

         Además, los lactobacilos son un importante componente de la microbiota de 

humanos y otros mamíferos que están presentes en el tracto respiratorio, y 

gastrointestinal. Aunque es relativamente fácil cultivar lactobacilos en heces de 

sujetos sanos, la proporción de la microbiota cultivable que comprenden los 

lactobacilos es típicamente baja de 106 a 108  por gramo en heces o de 0.01 a 1% 

(O’Callaghan & O’Toole, 2013). 

          

2.6.2 Bifidobacterias  

 

La familia de Bifidobacteraceae se encuentra formada por los géneros 

Bifidobacterium, Gardnerella, Aeriscardovia, Parascardovia, Scardovia, donde al 

momento se han reconocido 94 especies Son considerados microorganismos 

probióticos, se encuentran en diferentes parte del intestino y promueven la salud 

intestinal al mejorar la digestión de la lactosa, previenen la diarrea aguda causada 
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por infecciones alimentarias así como ayudar en el tratamiento contra rotavirus 

(Ghoddusi & Tamime, 2014). 

 Las Bifidobacteria son predominantes en niños y en lactantes, ya que estos 

se encuentran en grandes cantidades dentro de la leche materna. Además, las 

especies Bifidobacterium adolescenciais, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium 

bifidum, Bifidobacterium breve y Bifidobacterium longum son las que más se 

encuentran en el intestino humano; estas bacterias están comprobadas y 

verificadas como de uso seguro en la suplementación de alimentos (Saturio et al., 

2021). 

         Este aumento de urea se considera parte de la disbiosis de la microbiota al 

ser parte del metabolismo de los microorganismos, por un parte Shen et al , 2015 

realizaron un estudio, donde utilizaron 8 bacterias con mínima actividad de ureasa 

(genes) en la microbiota intestinal. Sus resultados mostraron disminuir la actividad 

de ureasa lo cual contribuye a la hiperamonemia asociada a la neurotoxicidad 

encefalopatías. Otro estudio, utilizó Bifidobacterium longum con 

fructooligosacáridos en paciente con un mínimo nivel de encefalopatía hepática. 

Los resultados mostraron que la actividad de esta bacteria disminuyo la actividad 

de ureasa y también mejor la función cognitiva de estos pacientes (Collins et al., 

2022). Dado lo anterior, es importante considerar a los probióticos como una 

alternativa a modular la microbiota intestinal, ya que tiene un potencial efecto en 

poder reducir la actividad de ureasa, por lo que sería benéfico en los niños con 

TEA, y con esto mejorar los síntomas. 

 

2.6.3 Bacterias productoras de Ureasa 

 

       Es importante incluir que no solo las bacterias probióticas que aportan algún 

beneficio gastrointestinal se encuentran en el tracto intestinal. Esto es de interés 

pues se ha encontrado que los niños con TEA presentan niveles altos de amonio 

por diversos factores que puede ser por errores innatos del metabolismo, factores 

ambientales y también de las bacterias productoras de ureasa (Wang et al., 2012). 



 
 

26 
 

         La ureasa es una enzima catalizadora que participa en la hidrolisis de la 

conversión de urea el cual es producto toxico que se expulsa de orina y sudor 

después de la degradación de compuestos nitrogenado, y al actuar esta enzima se 

produce amonio y dióxido de carbono (Burne & Chen, 2000). La actividad de la 

ureasa se encuentra dentro de las células procariotas, en especial de ciertas 

bacterias ureoliticas como son de ejemplo Bifidobacterium, Bacteroides sp. 

Lactobacillus sp, Fusobacterium sp. Fusobacterium sp y Prevotella, su actividad 

puede ser afectada por la concentración de urea, amonio, el pH del medio y el 

nitrógeno de la dieta (Patra y Aschenbach., 2018) 

 

 

2.7 Efectos benéficos del consumo de prebióticos en TEA 

            

Se utiliza el termino de niños neurotípicos (NTO) para aquellos niños que no 

encuentran diagnosticados dentro del espectro autista. Los niños con TEA 

presentan una diversidad de microbiota  diferente respecto a los niños NTO. Se ha 

una mayor porcentaje de patógenos como Clostridium en niños TEA en 

comparación de niños sanos en desarrollo; este grupo de microorganismo se 

relaciona en empeorar los síntomas de TEA (Kandeel et al., 2020).  

También se ha reportado que los niños con TEA consumen menos del 50% 

de las recomendaciones diarias de fibra, lo cual puede deberse a la textura y 

sabor de los alimentos. Por lo que es importante tener alternativas en su dieta que 

puedan ser aceptadas por ellos (Lockner et al., 2008). Se ha estudiado in vitro que 

Bifidobacterium infantis mejora la barrera intestinal y reduce la expresión de genes 

inflamatorios en células epiteliales del intestino, por lo tanto se recomienda su 

suplementación como probiótico o bien una alimentación alta en prebióticos que 

favorezcan su crecimiento (Wickramasinghe et al., 2015).  

Así mismo, un estudio piloto evaluó el efecto de suplementación de 

prebióticos y probióticos en 24 niños con TEA y problemas gastrointestinales por 

12 semanas, seguidas 5 semanas de solamente suplementación de prebióticos. El 
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estudio mostró que los niños mejoraron los síntomas GI, mejoraron 

comportamientos relacionados y disminuyeron específicamente IL-13 y TNF-α 

(dos interleucinas relacionadas a regular las respuestas inmunitarias) (Sanctuary 

et al., 2019). 

Un estudio evaluó el efecto del prebiótico galactooligosacarido sobre la 

microbiota intestinal y la función metabólica, utilizando muestras fecales de niños 

con TEA y neurotípicos en un sistema SHIME, el cual es un modelo dinámico in 

vitro  que simula la fermentación colónica, consta de cinco compartimentos que 

incluyen el estómago, el intestino delgado, el colon ascendente, transverso y 

descendente.  El modelo de los niños con TEA contenía una mayor colonización 

de Clostridium spp. y una menor concentración de bacterias Bifidobacterias en 

comparación con los niños neurotípicos. La administración de este prebiótico 

aumentó significativamente las poblaciones de Bifidobacterias en cada 

compartimento de los modelos, tanto con muestras derivadas de autistas como de 

no autistas, y Lactobacilos en el recipiente final de los modelos no autistas 

(Grimaldi et al., 2017). 

         Un estudio in vivo utilizó una dosis de suplementación de 1 billón de 

unidades formadoras de colonias que incluían Lactobacillus Plantarum, 

Lactobacillus Casei, Lactobacillus. Lactobacillus Acidophilus, Lactobacillus 

Bulgaricus, utilizando como modelo, a ratas embarazadas a las cuales se 

simularon condiciones similares al autismo a través ácido valproico (400mg/kg). 

Los resultados mostraron a través una de una histopatología, que en el cerebelo la 

apoptosis y la degeneración de células fue revertida con el tratamiento de 

Lactobacillus en las ratas nacidas (Sunand, et al., 2020). 

 

2.7.1 Métodos para la estimación de efectos fisiológicos de los alimentos 

 

 Ciertamente la utilización de modelos in vitro e in vivo en las 

investigaciones en prebióticos son benéficos, en especial porque permiten estudiar 

su efecto y su interacción con la microbiota en ambiente controlados. Por una 



 
 

28 
 

parte, los modelos animales son costosos, necesitan más trabajo, y no 

representan el metabolismo fisiológico del intestino humano. Los modelos in vitro 

tienen la ventaja de ser efectivos para estudiar la microbiota humana en un 

ambiente controlado, en resumen, la fermentación in vitro, son más reproducibles, 

y en algunos casos no requieren aprobación ética, se necesita menos tiempo y 

reproduce la fisiología del intestino humano (Mota de Carvalho et al., 2021).  

Los modelos de fermentación in vitro se pueden dividir en diferentes grupos: 

1) Modelos de fermentación en lotes, 2) modelo dinámico de fermentación, 3) 

modelo de inoculación del intestino, 4) Interacción-hospedero-microbiota intestinal 

(Verhoeckx et al., 2015). El método de fermentación inóculo humano (con 

aprobación de comité de ética) ha sido utilizado previamente para poder evaluar el 

efecto de productos que no pueden ser digeridos por las enzimas del intestino, 

pero si por el colon. Por ejemplo, los ensayos realizados (Campos-Vega et al., 

2015), simula las condiciones controladas de la digestión gastrointestinal y la fase 

colónica, permitiendo el análisis de metabolitos. 

 

2.8 Digestión gastrointestinal 

 

2.8.1 Proceso de digestión gastrointestinal 

 

          El sistema digestivo es el encargado de procesar, transportar, secretar jugos 

digestivos y absorber nutrientes provenientes de la dieta; se comprende del tracto 

gastrointestinal que incluyen la cavidad oral, la faringe, el esófago, el estómago, el 

intestino delgado y el intestino grueso; los órganos que se consideran accesorios 

incluyen los diente, la lengua, las glándulas salivales, hígado, vesícula biliar y 

páncreas (Sensoy, 2021).El sistema digestivo funciona para procesar, digerir y 

absorber los nutrientes de la dieta para después desechar los productos que no 

abosrba el organismo mediante la ayuda de estos órganos accesorios (Ogobuiro 

et al., 2022). 
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2.8.1.1 Boca 

 

         La digestión comienza con la mucosa oral, juega un papel importante en la 

digestión, la lengua permite que los alimentos se compriman contra los paladares 

formando así a lo que se llama bolo alimenticio, el cual pasa por el esófago y 

posteriormente llega al estómago (Kamrani & Sadiq, 2023). También la boca se 

compone de glándulas salivales las cuales producen de 1.0 a 1.5 litros de saliva 

cada 0,25 y 0,35 ml/mn. la cual contiene 99.4% de agua y el resto consiste en 

electrolitos, tampones, glicoproteínas, anticuerpos, enzimas que sirven para 

facilitar el proceso de deglución e iniciación de la digestión de los nutrientes 

(Chojnowska et al., 2018; Ogobuiro et al., 2022). 

 

2.8.1.2 Estómago 

 

            El esófago es el encargado de llevar los alimentos hacia el estómago a 

través de ondas de contracción conocido como peristaltismo. Una vez que llega al 

estómago, el bolo alimenticio puede llegar a conservarse y posteriormente puede 

degradarse química y mecánicamente por la acción de los ácidos y enzimas 

propias del estómago.  El ácido clorhídrico es entonces producido por las células 

parietales (pH 1.5- 2.0), lo cual  también evita que los microorganismos 

provenientes de los alimentos puedan provocar un daño,  además desnaturaliza 

las proteínas, rompe la pared celular de las plantas y, contiene pepsinógeno, el 

cualactiva la función de enzimas digestivas como la pepsina (digerir proteínas) 

(Mahadevan, 2017). 

 

2.8.1.3 Intestino delgado  

 

            El intestino delgado es el encargado de absorber el 90% de los 

compuestos digeridos en el estómago. El intestino delgado se compone de 3 

segmentos, duodeno, yeyuno e íleon. En el duodeno llega el bolo alimenticio al 
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cual ahora se le llama quimo formado del estómago y otros compuestos a digerir 

del páncreas y el hígado. Tanto el yeyuno como el íleon terminan de digerir el 

material alimenticio. Las enzimas que son producidas por el intestino delgado 

incluyen lipasa, peptidasas, maltasa, sucralasa y lactasa  (Collins et al., 2022). 

 

2.8.1.3 Intestino grueso 

 

           El intestino grueso es el lugar donde llega todo lo que no fue absorbido y 

digerido previamente, siendo considerado como heces. El intestino grueso mide 

alrededor de 150 cm, comenzando con el ciego, seguido del colon ascendente, el 

colon transverso, el descendente y el colon sigmoide. Es el encargado de 

absorber algunas vitaminas como la K (metabolizada por las bacterias) así mismos 

alrededor de 100 mL de agua se absorben y se desechan con las heces. Habitan 

billones de microorganismos que degradan el material alimenticio no digerido, 

además que ayudan a producir la vitamina K. Los movimientos peristálticos en el 

intestino grueso ayudan a relajar el esfínter interno para el proceso de defecación, 

terminando así la digestión (Ogobuiro et al.,2022). 

 

2.9 Bioaccesibilidad   

 

       La bioaccesibilidad se refiere a la fracción de un nutriente o alimento que está 

disponible para la absorción a través de la capa epitelial (TGI); para que estos 

sean disponibles deben ser liberados de la matriz alimenticia y transportados hacia 

los diferentes tejidos (Rodrigues et al., 2022). Los ensayos in vitro permiten 

realizar una simulación de los cuatro sectores del TGI que son: boca, estomago, 

intestino delgado y colon. La bioaccesibilidad es expresada como porcentaje y se 

calcula la relación entre la cantidad del componente solubilizado  en cada etapa 

(Dima et al. 2020). 
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        Los modelos in vitro permiten conocer la cantidad de bioactivos que estarían 

disponibles para ser absorbidos y así conocer en qué condiciones pueden ser 

utilizados. Estos métodos permiten simular condiciones fisiológicas GIl 

(temperatura, agitación, pH, enzima y composición química). Estas técnicas son 

las más simples y fácilmente reproducibles ya que incluyen dos o tres etapas de la 

digestión que son oral, gástrica e intestinal. Las ventajas de los modelos in vitro 

son que permiten un mejor control de las variables experimentales que los 

estudios en animales o humanos, siempre que estén adecuadamente validados y 

estandarizados, con el uso de material de referencia si es necesario. En general, 

son métodos rápidos y sencillos, ya que solo necesitan materiales que están 

disponibles de forma rutinaria en el laboratorio, por lo que son relativamente 

económicos y rentables (Alegría et al., 2015). 

 

2.10 Fermentación colónica 

 

2.10.1 Proceso de fermentación colónica  

 

           Los carbohidratos no digeribles (alimentos altos en fibra) son uno de los 

compuestos más importantes considerados como prebióticos. Estos son utilizados 

por los microorganismos de la microbiota intestinal, los cuales aumentan la 

capacidad de producir compuestos benéficos para la salud. El proceso de 

fermentación en el colon comienza cuando se ingiere el alimento y se originan los 

gases: hidrógeno (H2), dióxido de carbono  (CO2) y metano (CH), también se 

producen AGCC y lactato (Macfarlane & Macfarlane, 2012). La microbiota es 

capaz de metabolizar proteínas y generar ácido sulfhídrico (H2S), y ácidos grasos 

de cadena ramificada  (AGCIR) como isobutirato e isovalerato,  se produce 

también amoniaco (NH3), tioles, aminas y fenoles que pueden dañar la mucosa 

intestinal (Corzo et al., 2015). 

La fibra forma parte de los carbohidratos que no pueden ser digeridos por 

las enzimas del intestino delgado, es utilizado selectivamente por los 
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microrganismos del colon que tiene propiedades benéficas para la salud. La fibra 

dietaria se compone de varios tipos de carbohidratos, por ejemplo, almidón 

resistente (parte no digerible del almidón) y polisacáridos/oligosacáridos (Palafox-

Carlos et al., 2011) Otros componentes y metabolitos de la fermentación colónicos 

son los AGCC que son absorbidos en las células epiteliales del colon y 

metabolizadas por células de diferente tejido, aun así solo del 5-10% se excreta en 

heces, se ha estudiado que el butirato es una fuente principal de energía para los 

coloncitos, lo que previene el cáncer de colon (Sun & Zhu, 2018).  

A partir de los sustratos de la dieta como de proteínas y carbohidratos, 

estos pueden ser metabolizados a productos más sencillos, por ejemplo, a partir 

de estos de se produce al final por la fermentación lactato, succinato, etanol, CO2 

y, NH2, aminas, fenoles/indoles y AGCC (Corzo et al.,2015) 

 

2.11 Ingrediente a base de subproductos del cacao 

 

       Anteriormente se ha trabajado con la vaina de cacao como el proyecto 

desarrollado por Mendoza., (2022) cuyo trabajo fue evaluar las características 

nutritivas, nutraceúticas y funcionales de la vaina de cacao mediante un proceso 

de extrusión el cual posteriormente fue sometida fermentación sólida tipo Tempeh 

con Rhizopus oligosporus. Los resultados obtenidos mostraron que, debido a 

estos procesos, los taninos y polifenoles, así como de la capacidad antioxidante 

de la vaina de cacao incrementó, debido a su mayor accesibilidad. Así mismo la 

fermentación tipo Tempeh mejoró la bioaccesibilidad y permeabilidad de 

compuestos fenólicos como el ácido gálico y ácido elágico; también se encontró 

un aumento en la síntesis de AGGC especialmente propiónico y butírico, 

sugiriendo así que este proceso puede ser utilizado para que la vaina de cacao 

tenga un efecto benéfico a la salud. Se desarrolló un ingrediente en el equipo de 

trabajo utilizando la cascarilla de cacao y la vaina fermentada siguiendo el 

procedimiento anteriormente mencionado para la vaina (Velásquez-Jiménez et al., 
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2023) reporta una alta cantidad de carbohidratos (fibra dietaria) y compuestos 

antioxidantes, siendo mayormente epicatequina, catequina y ácido gálico. 

III JUSTIFICACIÓN 

 

Los trastornos del especto autista (TEA) son un grupo de afecciones 

relacionadas con el desarrollo del cerebro que afecta la manera en la que una 

persona percibe o socializa, lo que le dificulta tener una interacción social y de 

comunicación. Los TEA comienzan en los primeros años de la infancia, el cual 

puede llegar a desenvolverse en la edad adulta ocasionando también problemas 

sociales, en la vida diaria y en las tareas cotidianas.  

Se desconoce la causa de este grupo de trastornos, pero se cree que es 

multifactorial relacionado a factores tanto ambientales como genéticos. Los niños 

con TEA suelen presentar problemas GI frecuentes como diarrea, constipación e 

inflamación que, de acuerdo con reportado en las investigaciones, está 

relacionado con ciertos comportamientos de actitud, como estrés, irritabilidad, 

problema en el manejo de emociones entre otros.  

 Los estudios realizados en niños con TEA demuestran que estos síntomas 

pueden disminuir con un tratamiento nutricional, este mismo enfocado y a 

específicamente a la microbiota intestinal, debido a su papel importante en la 

regulación y salud intestinal.  Estudios previos han encontrado que los alimentos 

altos en fibra y polifenoles pueden regular el microbiota intestinal tratando y 

mejorando así síntomas (GI) y conductuales. Esta situación impulsa el desarrollo 

de alimentos que puedan ayudar en el tratamiento de esta condición. 

      Debido al potencial de los compuestos anteriormente mencionados de la 

cascarilla y vaina fermentada, al utilizarse estos dos subproductos juntos, se 

puede potenciar su valor bioactivo en cuanto a la cantidad de antioxidantes y 

contenido de fibra, los cuales podrían llegar al colon y producir compuestos 

benéficos para la salud, en especial, para los niños con TEA. 
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IV OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo General  

Evaluar la bioaccesibilidad in vitro de compuestos fenólicos de un ingrediente a 

base de subproductos de cacao (Theobroma cacao L) y su efecto sobre el 

metabolismo colónico in vitro de niños con TEA. 

 

4.2 Objetivos específicos  

• Determinar la composición química, nutraceútica y capacidad antioxidante 

de la vaina, cascarilla y mezcla del ingrediente a base de subproductos de 

cacao. 

 

• Evaluar la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos del ingrediente y su 

capacidad antioxidante utilizando un modelo gastrointestinal y fermentación 

colónica in vitro. 

 

• Evaluar in vitro el efecto del ingrediente sobre el metabolismo colónico de 

niños autistas. 
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V METODOLOGÍA 

5.1 Materia Prima  

5.1.1 Material vegetal 

5.1.1.1 Vaina de cacao fermentada  

         Las vainas del fruto de cacao variedad criollo (Theobroma cacao) fueron 

obtenidas de Jalpan de Méndez, Tabasco. Se lavaron y se cortaron en mitades, se 

retiraron los granos, y se desinfectaron con cloro al 2%, después las vainas se 

hirvieron por 10 minutos en diferentes tandas (Delgado-Ospina et al., 2021). 

Posterior se dejaron secar a temperatura ambiente por 15-20 minutos, después 

fueron sometidas a un molido utilizando un molino de masa. La masa de vaina se 

puso en un deshidratador para secarlas completamente. La pasta que se obtuvo 

fue extrudida por un extrusor fabricado en CICATA-IPN Querétaro (Patente 

MX/a/2007/016262) con las siguientes características: tornillo de 45 cm, diámetro 

de 2.54 cm con dos zonas de calentamiento de 15 y 10 cm; 15 rpm y 1.1 mm 

diámetro del dado, la primera zona de calentamiento se ajustó 60°C y la segunda 

a 120°C.  

Posteriormente se llevó a cabo una fermentación con Rhizopus oligosporus 

adaptando el método de preparación de TEMPEH MX ® y las condiciones de 

Lateef et al., (2008). Para ello, la muestra extruida fue hidratada por 2 horas hasta 

obtener un porcentaje de humedad del 80 % v/v y se colocó en autoclave por 15 

min a 121 °C, se dejó enfriar a temperatura de 30 a 35 °C y se inoculó con el 

cultivo iniciador (1 g cultivo iniciador/200 g de muestra). Se incubó a 30-34°C en 

bolsas de plástico con varios orificios y se dejó durante 24 h en ausencia de luz. 

Posterior a esto se verifico la formación del micelio y la cobertura de este sobre la 

vaina para proceder a secar la muestra a 40 °C en un horno por 24 h para la 

inactivación del hongo y se procedió a molerla y tamizarla en con una malla de 

419 µm. 
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5.1.1.2 Cascarilla de cacao 

    Esta se obtuvo del municipio de Jalpan de Méndez, Tabasco por el mismo 

proveedor. Se realizó un proceso de molido y para la obtención de la harina se 

utilizó un tamizado (417 µm) con una malla de número 40; las harinas obtenidas 

fueron almacenadas en bolsas y se congelaron a -20 °C hasta su uso y posterior 

evaluación.  

 

5.1.1.3 Formulación del ingrediente a base de vaina y cascarilla de cacao 

 

       La formulación del ingrediente fue una mezcla proporción de la cascarilla (2) y 

vaina (1), acuerdo con resultados previos encontrados en el grupo de trabajo 

(Velásquez-Jiménez et al., 2023), en el cual se realizaron 3 mezclas de estos dos 

subproductos, el cual se utilizaron diferentes proporciones respectivamente para 

cascasrilla y vaina  (50 % y 50 %), (70 % y 30 %) y (100 % y 100 %) presentado 

de la siguiente manera: [Cascarilla (C) y Vaina (V): C:1 V:1, C:2 V1, C:2 V:2]. El 

ingrdeiente se eligió por la que presentó el mayor contenido de polifenoles, siendo 

la mezcla con la proporción de CV 2:1, la cual se le denomina ingrediente para el 

presente trabajo. 

 

5.1.2 Reactivos 

 

         Los reactivos utilizados fueron de grado analítico de las marcas Sigma-

Aldrich, Roche, Merck y J. T. Baker. Para la determinación antioxidante se utilizó 

el reactivo DPPH+ (2,2-Difenil-1-picrilhidrazil); para la reacción de ABTS se utilizó 

2,2’azinobis-(3-etilbenzotiazolin 6-ácido sulfónico) y se utilizó Trolox para la curva 

estándar. Para las pruebas de flavonoides y fenoles se utilizaron los siguientes 

reactivos: rutina, metanol, etanol, acetona, para fenoles se utilizó folin ciocalteu. 
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5.2 Composición química del ingrediente de cacao 

 

5.2.1.1 Determinación de humedad (925.23 AOAC) 

 

        El contenido de humedad fue determinado por el método 925.23 de la AOAC 

(2005). Las pruebas se realizaron por triplicado y los resultados fueron expresados 

como porcentaje en base seca. Se utilizó una termobalanza para el cálculo de 

humedad, se registraron los pesos iniciales y finales de las muestras, así como el 

porcentaje.  

 

5.2.1.2 Determinación de cenizas (920.085 AOAC) 

 

        La cantidad de ceniza se obtuvo por medio del método oficial de AOAC 

(2005). Se utilizaron crisoles que fueron puestos a peso constante en horno 

durante 1 h a 80°C, a los cuales se les coloco alrededor de 2 g de muestra y se 

registraron los pesos iniciales. Estas fueron incineradas a 300°C alrededor de 1-2 

horas. Después se llevaron a la mufla durante 12 h a 550°C hasta tener un color 

gris o blanco. Las muestras se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura 

ambiente en un desecador. El contenido de cenizas en base seca se calculó de la 

siguiente manera: 

Cenizas en base seca: Peso crisol antes – Peso crisol después / Peso muestra 

 

5.2.1.3 Determinación de proteínas (920.105 AOAC) 

 

     Para la determinación de proteína se utilizó el método 920.105 de la AOAC 

(2002). El método consistió en tres etapas: digestión, destilación y titulación. El 

análisis se realizó por triplicado y se reportó el promedio de las tres mediciones 

como porcentaje incluyéndose un blanco. 
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Digestión 

   Se pesaron para cada tubo 2 g de muestra del ingrediente colocados en 9 

pedazos de papel filtro. A cada tubo se le agregó un catalizador y 10 ml de ácido 

sulfúrico concentrado y fueron colocados en el equipo digestor, los tubos de 

digestión se llevaron a calentar por 1 h para iniciar el proceso y posteriormente se 

dejaron alrededor de 3 h obtener un color verde en cada uno, se dejaron enfriar y 

se les adiciono 100 mL de agua destilada.  

 Destilación 

    Los tubos se colocaron en el destilador adicionado con hidróxido de sodio al 

32%. Se utilizó un matraz de Erlen Meyer de 250 ml adicionado con 50 ml de 

ácido bórico (4%) teniendo como indicadores rojo metilo y verde de bromocresol.  

  Titulación 

      La titulación se realizó con ácido clorhídrico 0.1 N, hasta observarse el cambio 

de color verde a rosa. Para la determinación de nitrógeno (N) total se realizaron 

los siguientes cálculos:  

 

% 𝑵 = 𝑨 ∗ 𝑩 ∗ 𝑪 ∗ 𝟏𝟎𝟎 

D 

A= ml HCL utilizado en la titulación de muestra 

B= Concentración del ácido clorhídrico utilizado 

C= meq N2 0.014  

D= peso de muestra 
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5.2.1.4 Determinación de lípidos (996.06)  

    Para la determinación de lípidos se siguió el método oficial de la AOAC (2002). 

Se utilizo éter de petróleo como extractor en un equipo Goldfish. Se emplearon 

vasos de precipitado a peso constante y se registraron los pesos. Las muestras se 

colocarón en tubos Goldfish, ajustando la temperatura. A los vasos de precipitado 

se les agrego aproximadamente 20 mL de éter de petróleo. La extracción duró 

aproximadamente 4 h, posterior a esto se retiraron los tubos y los vasos se 

dejaron enfriar en desecador por 1 h, registrándose el peso de cada uno. Para 

determinar el porcentaje de lípidos se utilizó la siguiente formula:  

                % lípidos= peso muestra / diferencia de peso antes y después 

 

5.2.1.5 Composición de carbohidratos  

El porcentaje de carbohidratos se calculó por diferencia de peso de los 

porcentajes de las caracterizaciones anteriores de un total de 100%.  

 

5.3 Composición nutracéutica 

 

5.3.1 Fibra dietaria total (AOAC 991.43) 

 

La fibra dietaria total se calculó por la suma de las fracciones obtenidas de fibra 

insoluble e insoluble, se tomó como porcentaje de fibra total dietaria con el 

siguiente cálculo: 

Fibra total dietaria total (FDT) = Fibra dietaria insoluble + fibra dietaria 

soluble. 

 

5.3.2 Fibra dietaría insoluble (AOAC 991.43) 
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       Para la determinación de fibra insoluble se utilizó el método de la AOAC 

(2002) en donde se utilizó 1 g de muestra seca y desgrasada. Se empleó una 

solución de buffer de fosfato (1.4 g de sodio de fosfato dibásico y 9.68 g de sodio 

fosfato monobásico), para ajustar el pH a 6. Las muestras fueron colocadas en 

vasos de vidrio, a los cuales se les adicionó 50 mL de buffer y 100 µL de α-

amilasa. Estas se incubaron a baño maría a 95°C por 30 min con agitación, para 

proceder a ajustar el pH a 7.5 con NaOH a la muestra atemperada. Se adicionó 

100 µL de proteasa (50 mg disueltos en 1 ml de buffer) y se incubó a baño maría a 

60°C por 30 minutos con agitación continúa, al finalizar, se dejó enfriar para 

ajustar a pH 4 con HCl. Se agregaron 100 µL de amiloglucosidasa a cada muestra 

y se incubaron a 30 minutos a 60°C con agitación continua. Se dejaron enfriar a 

temperatura ambiente y se filtraron al vacío en papel Whatman no.4 previamente 

tarado a peso constante. Se realizaron 2 lavados con 15 mL de agua destilada a 

60 °C y 2 lavados con 15 mL de etanol al 95%. Cada filtro fue secado 

anteriormente para obtener un peso constante, los cuales después de ser filtrados 

fueron pesados para la obtener la diferencia de peso  

El cálculo se realizó en base seca y de acuerdo con el porcentaje de carbohidratos 

de la muestra:  

Cálculo de la fracción insoluble (%) =𝑥 =
Pesopapel con muestra−Pesopapel solo 

P muestra
𝑋 100 

           

5.3.3 Fibra soluble (AOAC 991.43) 

 

       Al filtrado anterior, se le añadió un volumen igual de etanol al 96%, y se dejó 

reposar por 24 h. Al término del tiempo de reposo, se filtró en papel filtro Whatman 

No.4 previamente pesado y puesto a peso constante; se realizaron 2 lavados con 

20 mL de etanol al 96% y 2 con 20 mL de acetona. El papel se dejó secar por 12 h 

a 40 °C. El cálculo se realizó mediante la diferencia del peso de los filtros antes y 

después de ser filtrados como se muestra: 



 
 

41 
 

 Cálculo de la fracción soluble (%) =𝑥 =
Peso papel con muestra−Peso papel solo 

Pesomuestra
𝑋 100 

5.3.4 Extracción de solvente 

 

Los extractos para la cuantificación de polifenoles se basaron en el método de 

Rebollo-Hernandez et al., (2021). Brevemente se pesó materia seca (0,3 g de 

muestra).Se añadieron ml de metanol:H20 (80:20). Fueron sónificados durante 20 

minutos (Bransonic, CPX3800H, Dambury, EE. UU.) y las muestras se 

centrifugaron (8000 g, 4 °C, 10 min) (Hermle 323 K, Wehingen, Alemania). El 

segundo lavado consistió en una solución de acetona: agua (70:30) y se repitió el 

proceso anterior. Los sobrenadantes fueron recogidos en viales individuales y se 

almacenaron a −20 ◦C hasta su uso. 

 

5.3.4 Determinación de fenoles totales 

 

     La cuantificación de fenoles totales se llevó a cabo por el método de Singleton 

et al., (1999) se realizó una curva de calibración para la determinación de fenoles 

utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu el cual detecta grupos de fenoles y polifenoles 

así como de algunas proteínas en el extracto. En una placa de 96 pocillos, se 

agregaron 30 µL de extracto de la solución de muestra, 150 µL de reactivo de 

Folin diluido en H2O (1:9), 120 µL de Na2CO3 al 7.5% en cada pozo. Se dejo 

reposar por 30 minutos y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro 

(Multiskan Go Serie 1510-02959, Thermo Scientific) a 765 nm. La curva estándar 

fue de 0.1 a 1 mg de ácido gálico/mL. Los resultados se realizaron por triplicado y 

se expresaron como mg de ácido equivalentes de ácido gálico (mg EAG/g de 

muestra).   

 

5.3.5 Flavonoides totales 
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    El contenido total de flavonoides se determinó por medio del método sugerido y 

adaptado a  microplaca por Oomah et al., (2005). Se agregó 50 µL de extracto de 

la muestra y de 20 µL de 2-aminoetildifenilborato en una placa de 96 pocillos. Se 

utilizó una solución stock de rutina la cual contenía 0.025 g de rutina y 10 mL de 

metanol. Para la curva estándar se agregaron 50 µL de cada concentración, se 

adiciono 180 µL de solvente y 20 µL de 2 -aminoetildifenilborato al 1% de metanol. 

Para la medición de absorbancia se utilizó un espectrofotómetro a 404 nm 

(Multiskan Go Serie 1510-02959, Thermo Scientific). La absorción del extracto se 

comparó con la de un estándar de rutina en concentraciones que van de 0 a 50 µg 

y el contenido de flavonoides se expresó en mg equivalente rutina/g por muestra. 

 

5.4 Capacidad antioxidante 

 

5.4.1 DPPH 

 

      La capacidad antioxidante del ingrediente se midió  empleando la metodología 

de Fukumoto & Mazza, (2000). A una placa de 96 pozos se le añadió 20 µl de 

extracto y 200 µL de solución de DPPH (2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo) y se comparó 

con una curva estándar de Trolox. Las muestras fueron leídas a 0, 10, 30, 60, 90 

minutos con un espectrofotómetro a 520 nm. La siguiente ecuación se utilizó para 

medir actividad antirradical y se expresó como porcentaje de inhibición de DPPH:  

 

%inhibición= (100 – M𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ) 

                        C𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

Donde: 

Amuestra= la absorbancia de la muestra a 520 nm 

Acontrol= la absorbancia de control (ausencia de antioxidante)  
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5.4.2 ABTS 

 

        Se utilizó la metodología de Nenadis et al., (2004), para determinar la 

capacidad de antioxidante con el ensayo de ABTS, en el cual se utilizó 2,2´-

azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico). Se prepararon 5 ml de solución 

acuosa de ABTS 7mM y 88 µL de una solución de persulfato de potasio K2S2O8 

140 mM, las cuales se mezclaron. Esta solución se conservó en un lugar obscuro 

durante 12 horas. Después, a 500 µL de la solución se le agregaron 20-25 ml de 

etanol. La absorbancia se midió a 734 nm. El extracto de la muestra (20 µL) se 

adiciona a una microplaca de 96 pozos más 230 µL de solución etanólica de 

ABTS. Se utilizó el espectrofotómetro (Multiskan Go Serie 1510-02959, Thermo 

Scientific) a 734 en la muestra. 

 

Para obtener el porcentaje de inhibición se utilizó la siguiente ecuación 

 

%inhibición= (100 – 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 ) 

                                                                    𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 

Donde:  

Amuestra= la absorbancia de la muestra a 720 nm 

Acontrol= la absorbancia de control a 734 nm  

Se utilizó una curva de calibración de trolox y los resultados se expresaron como 

µmol equivalentes de trolox/g de muestra. 

 

5.5 Digestión gastrointestinal in vitro   

 

     Se utilizó un modelo de digestión in vitro de tres etapas: boca, estómago e 

intestino delgado para simular las condiciones de la digestión humana, utilizando 

la metodología reportada por (Campos-Vega et al., 2015). 
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5.5.1 Fase oral 

 

     Se reclutaron 4 participantes voluntarios, los cuales no consumieron 

antibióticos, no tenían problemas bucales y se encontraban en ayuno 90 minutos 

previos al ensayo. Se tomaron 16 vasos a los cuales se les lleno con 5 mL de 

agua destilada. Se les pidió a los participantes enjuagar la boca con 5 mL de agua 

por 15 segundos, 4 veces en vasos diferentes, depositaron en un vaso de 

precipitado en donde se añadieron 8 g de muestra del ingrediente, posterior a esto 

se colocaron en bolsa de plástico y se utilizó un Stomacher (BagMixer® P & 

BagMixer® 400 W Lab Banders) homogenizar las muestras durante 2 minutos. Se 

tomaron 2 alícuotas para posteriores análisis y se prosiguió a la siguiente fase.  

 

5.5.2 Fase gástrica 

 

Las muestras de la fase oral fueron homogenizadas y se acidificaron con HCI 2N 

hasta llegar a un pH de 2. Se adicionaron 0.055 g de pepsina disuelta en 0.94 ml 

de HCl 20 mM. La mezcla resultante fue el extracto estomacal las cuales fueron 

incubadas en agitación durante 2 horas a 37 °C y se obtuvieron las 2 alícuotas de 

la fase de estómago.  

 

5.5.3 Fase intestinal 

 

             Se preparó el extracto intestinal utilizando una dilución de 3 mg de hiel de 

buey añadiendo 2.6 mg de pancreatina que fueron disueltos en 5 mL de una 

solución amortiguador -preparada 30 minutos antes- de Krebs-Ringer con la 

siguiente composición:118mM NaCl, 4.7 mM KCl, 12 mM MgSO4, 1.2 mM 

KH2PO4, 25 mM 55 NaHCO3, 11mM glucosa y 2.5 mM CaCl2, pH 6.8. Esta 

solución (5 ml) fue añadida a cada tubo, en los cuales se introdujo un saco de 4cm 

de longitud, formado por una membrana de nitrocelulosa de 33 mm (Dialysis 
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tubing cellulose membrane, D9652-100FT (SIGMA-ALDRICH). Se incubaron en 

agitación durante 2 horas a 37 °C y se tomaron 2 alícuotas al tiempo 0, 15, 30 y 60 

tomando la fracción digerible (FD- dentro del saco de nitrocelulosa) y la fracción no 

digerible (FND- fuera del saco de nitrocelulosa). Al terminar el proceso se recuperó 

la fracción sólida (FND) que fue llevada a la etapa colónica. 

 

 

5.6 Fermentación colónica in vitro 

 

              Se utilizó el método establecido por Campos-Vega et al., (2009). Se 

emplearon 100 mg de inulina como control positivo de carbohidrato fermentable, 

mientras que, como control negativo se consideró el blanco del proceso de 

digestión gastrointestinal in vitro mencionado anteriormente, sin carbohidrato para 

ser fermentado. El inóculo fecal humano, empleado como fuente de microbiota 

representativa del colon, se obtuvo de niños, en edad escolar y con diagnóstico de 

TEA con diferente grado de autismo siendo leve, moderado y severo; así mismo 

se emplearon muestras fecales de tres niños neurotípicos (NTO) refiriéndose a los 

niños que no presentan autismo. Los participantes, no debieron haber consumido 

antibióticos preferentemente, 3 meses previos a la toma de muestra.   A los tutores 

se les explicó detalladamente el procedimiento del ensayo y se les solicitó 

posteriormente a estos últimos que firmaron el consentimiento informado. Las 

muestras que se utilizaron en este trabajo fueron recolectadas en un estudio 

previo realizado en la Universidad Autónoma de Ciudad Juárez, cumpliendo con 

los requisitos de la declaración de Helsinki para la participación de personas y con 

la aprobación del comité de ética de esa Institución (Anexo 1). 

          Se utilizaron tubos estériles con 9 ml de medio de cultivo basal, el cual 

estaba compuesto por: peptona de caseína 2.0, extracto de levadura 2.0, NaCl 

0.1, K2HPO4 0.04, MgSO4 7 H2O 0.01, CaCl2 2 H2O 0.01, Na2CO3 2.0, cisteína, 
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HCl 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 ml y hematina 0.2 g (previamente diluida 

en 5 ml de NaOH). Los tubos se sellaron y se mantuvieron bajo una atmósfera 

anaerobia usando una mezcla de gases (H2-CO2-N2: 10:10:80, volumen) durante 

30 min. El inóculo fecal (3 g de materia fresca) se homogenizo con 27 ml de 

solución de fosfato de sodio 1 M a pH 7.0, esto se realizó para las muestras de 

niños con TEA y niños neurotípicos de manera separada. A Los tubos se les 

añadió 1 ml de homogeneizado fecal; además se le adicionó la FND proveniente 

de la muestra (125 mg del precipitado sólido y 125 ml del sobrenadante líquido), 

esta cantidad se utilizó debido al número de muestras y a la cantidad de FND que 

se obtuvo de la fermentación. Para el blanco se utilizó (500 µL), o inulina (100 mg); 

se incluyeron tubos separados para inulina con mezcla de inóculos de niños con 

TEA y NTO, así como con el control. Los tubos se agitaron en vortex durante 30 s 

y se incubaron en baño maría a 37°C bajo un flujo de mezcla de gases durante 6, 

12 y 24 h; tomando el pH a las 0, 6, 12 y 24 h. Al finalizar, los extractos de la 

fermentación colónica se almacenaron a -70°C hasta su análisis. 

5.7 Análisis por cromatografía de alta resolución (HPLC-DAD) 

 

El perfil fenólico por HPLC se realizó de acuerdo con la metodología establecida 

por Sánchez-Quezada et al., (2023). Se obtuvo el extracto con el método 

anteriormente mencionado del ingrediente, el cual se filtró por medio de jeringas y 

acrodiscos de 0.2 μm PVDF (Unifio WHATMAN) para las muestras de digestión y 

fermentación se realizado el mismo proceso de filtrados. Fueron inyectados 20 μL 

de las muestras, por triplicado, el equipo utilizado fue un cromatógrafo liquido de 

alta resolución ((Agilent Serie 1100, Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) 

con las siguientes condiciones: La fase móvil consistió en agua acidificada con 1% 

ácido fórmico (Solvente A) y acetonitrilo (Solvente B). Se midieron a 280 nm con 

un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y se utilizó una columna Zorbax 

Eclipse (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5.0 micras), la cuantificación se llevó 

a cabo mediante estándares comerciales de fenoles.  
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5.8. Actividad enzimática de Ureasa 

 

           El ensayo de la actividad de la ureasa se realizó de acuerdo con An et al., 

(2011) consistió en una mezcla de reacción de 0,5 ml (urea 4 mM en tampón de 

fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0) donde 0,1 ml de la solución de fermentación fue 

añadido. La reacción se incubó durante 30 min a 37°C. Posteriormente, la 

reacción se neutralizó [0,1 ml de (NH4)2SO4 1 N, reactivo de fenol nitroprusiato (1 

ml)], se añadió reactivo de hipoclorito alcalino (NaClO, 1 ml) y la mezcla se incubó 

(20 min a 65 °C) para detener la reacción. La mezcla de reacción se centrifugó a 

3000 rpm durante 10 min. La actividad enzimática se midió controlando la 

absorbancia a 603 nm. 

 

5.9. Manejo de residuos biológicos (RPBI) 

 

       El manejo de residuos biológicos se realizó de acuerdo con la Norma Oficial 

Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 (Fernandez, 2003) la cual especifica las 

clasificaciones y especificaciones de manejo de residuos peligrosos biológico-

infecciosos, así como las especificaciones para su manejo. Los residuos 

biológicos fueron envasados en bolsas de polietileno con la etiqueta de residuos 

peligrosos con calibre mínimo de 300, impermeable y con contenido de metales 

pesados no más de una parte por millón y libres de cloro, además fueron 

marcadas con el símbolo universal de riesgo biológico y la leyenda Residuos 

Peligrosos Biológico-Infecciosos. Las bolsas fueron selladas sin llenar a no más 

del 80% de su capacidad. Después de ello, se pasaron e indicaron su peso en la 

bolsa. Se guardaron en congelación hasta que se programe la recolección con el 

proveedor autorizado. 

 

5.9 Análisis estadísticos 
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Los datos obtenidos a partir de los resultados se analizaron a través de un análisis 

de varianza (ANOVA). Para los análisis proximales y nutracéuticos entre la 

cascarilla, la vaina fermentada y el ingrediente siendo estos los factores de 

variaciones y los resultados las variables, para la digestión gastrointestinal se 

realizó el mismo análisis, siendo las etapas de digestión los factores y las 

variables, el porcentaje de bioaccesibilidad de los compuestos. Para la 

fermentación, las muestras se consideraron como los factores de variación, el pH 

de cada tiempo de fermentación se consideró variable respuesta. Para la actividad 

enzimática se realizó una prueba de Tukey(α=0.05) de los grupos siendo el grupo 

NTO control, teniendo como variable respuesta el porcentaje de actividad de 

ureasa. Los resultados se expresaron como la media ± desviación estándar 

seguido de una comparación de medias por la prueba de Tukey (α=0.05) con el 

programa estadístico Mini Tab 16 Software. 

 

VII. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

          6.1 Composición proximal  

 

          En la Tabla 6 se presenta la composición de proteínas, cenizas, humedad, 

carbohidratos, así como la fibra dietaria total dividida en soluble e insoluble de las 

muestras de cascarilla, vaina fermentada e ingrediente. Los carbohidratos son los 

componentes principales en las muestras evaluadas, siendo la cantidad de éstos 

significativamente más alta en la vaina fermentada (p<0.05). Para la cascarilla los 

carbohidratos totales fueron 77.55 g/100. Los carbohidratos contienen fibra soluble 

e insoluble, siendo esta última uno de los mayores componentes dentro de éstos.        

La insoluble mostró ser la de mayor aporte para cascarilla con 36.23 g/100 

mientras que la soluble mostró menor cantidad 5.19 g/100 y en total fibra dietaria          

36.23 g/100.   Estos resultados son comparables respecto a lo encontrado por 

otros autores, que para carbohidratos se reporta 70.25 g/100, para fibra dietaría se 
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reporta una cantidad de entre 39.25-66.33 g/100 de la cual se incluye la fibra 

soluble 7.03-16.91 g/100 y la insoluble 28.34-50.42 g/100 (Rojo-Poveda et al., 

2020). 

       Dentro de los carbohidratos se encuentran 17 %, galactosa 3 %, mannosa 3 

%, xylosa 1.2 %  y arabinosa 1.7 %, aparte que estos compuestos son los 

encargados de sabor durante la fermentación y tostado de la cascarilla (Sánchez-

Quezada et al., 2023).En cuanto a los resultados encontrados estos pueden variar 

debido al proceso aplicado (molido o tamizaje), el tiempo de tostado y secado, así 

como del origen y cultivo proveniente (Żyżelewicz et al. 2016).  

           El contenido proteína para cascarilla significativamente alta respecto a las 

demás muestras analizadas (p<0.05), y se encuentra dentro del rango reportado 

en la literatura 12.7–19.7 % (Younes et al., 2023). La proteína de la cascarilla de 

cacao se encuentra solamente con 1 % de fracción libre mientras que el 90 % se 

encuentra en los polifenoles oxidados por parte de la cascara (Sánchez et al., 

2023).  

        Otro componente importante fue el del contenido alto de lípidos en cascarilla 

10.90 g/100 siendo significativamente más alto en comparación de la vaina 

fermentada y el ingrediente. Sánchez et al. (2023) reporta valores de  2.3–6.5 

g/100 más bajos de los encontrado en este trabajo; sin embargo el estudio Agus et 

al., (2018) mostró que la composición proximal de la cascarilla de cacao tostado 

varia respecto a lo no tostada, siendo esta última mayor 1.87 %.  

        Los principales lípidos encontrados en cascarilla son similares a los que se 

encuentra en la mantequilla de cacao siendo su parte saponificable formada por 

oleico, caproico, palmítico y esteárico (Rojo-Poveda et al., 2020). Debido a la 

composición de la cascarilla alta en fibra, proteína y lípidos (que puede ser 

utilizada para sustituir otro tipo de grasa), aparte de aportar aroma de chocolate, lo 

hacen un buen sustituto o un ingrediente potencialmente útil para añadirse a otros 

alimentos (Ospina et al., 2021). 

          En referente a la vaina de cacao sin fermentar, se ha reportado que los 

principales carbohidratos son glucosa, xilosa, galactosa, arabinosa, ramnosa, 
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manosa, fucosa y celulosa, así como diferentes componentes de la fibra soluble: 

pectina, gomas, tipos de fructanos como la inulina y algunas hemicelulosas 

(Barrios-Rodríguez et al., 2022). 

        De esos componentes la pectina es considerada un prebiótico, debido a su 

fermentación por las bacterias colónicas, produciendo AGCC, asociados a 

diferentes beneficios a la salud. En el caso de TEA, los ensayos clínicos no han 

mostrado resultados concluyentes atribuidos al uso de prebióticos. Otros 

resultados relevantes fueron el contenido de fibra dietaria total, (48.38 g/100); los 

cuales se dividen también en fibra soluble (6.42g/100) e insoluble (41.96 g/100). 

Esto es una propiedad importante dentro del uso y potencial uso de fibra en 

subproductos del cacao, por ejemplo se ha utilizado la vaina de cacao como un 

sustituyente del almidón para la elaboración de salchichas franfukerts, las cuales 

son un alimento que no contiene fibra (Delgado-Ospina et al., 2021).  

        La fibra presente en la vaina sin fermentar de cacao no puede ser tan 

fácilmente digerida, por lo tanto, en el trabajo realizado por (Mendoza, 2022), la 

vaina de cacao fue procesada por métodos de secado/extrusión y fermentada con 

Rhizopus oryzae a diferentes tiempos. Este proceso mostró cambios en la vaina 

ahora llamada fermentada al aumentar su contenido nutricional, especialmente de 

carbohidratos, utilizando  diversas fuentes de carbono pueda producir ácidos 

orgánicos y enzimas (celulasas, pectinasas, amilasas) por lo que un aumento en 

este trabajo era esperado (Freitas et al. 2014).  

          Debido a su aporte nutricional solamente de la vaina de cacao, distintos 

trabajos se han enfocado en aprovechar este subproducto en la industria 

alimentaria, por ejemplo Güemes-Vera et al., (2020), elaboraron una harina de 

vaina de cacao, siendo para fibra un porcentaje de 26.75% de g de peso seco, por 

lo que los autores concluyeron que la vaina puede ser utilizada como ingrediente 

adicional o sustituto de alimentos para aumentar la fibra.  

         En general el uso de vaina de cacao en alimentos es limitada o escasa, 

algunos alimentos que se han probado son en pan o panecillos, utilizando la fibra 

de cacao para reemplazar el contenido de grasa (Martínez-Cervera et al., 2011). 



 
 

51 
 

Además de esto, los pre-tratamientos enzimáticos aplicados a la vaina pueden 

enriquecer el contenido de la fibra soluble, aun así quien se encuentra con mayor 

porcentaje en la vaina es la fibra insoluble 52-74 %  que aunque este tipo de fibra 

pueda absorber y retener agua, no forma una solución viscosa, por lo que lo hace 

más difícil aplicarse a diferentes matrices alimenticias (Lu et al., 2018). Debido a 

esto, es importante considerar alternativas y pre-tratamientos en la vaina para 

poder aumentar la fibra soluble, las cuales podrían ser aplicando hidrolisis con 

diferente solventes, como ácidos combinados con agua que pudieran aumentar la 

solubilidad de ácidos uronicos con la fibra insoluble y así aumentar la cantidad de 

la fibra soluble (Kosseva, 2013). 

        Debido a la relevancia del trabajo, los siguientes resultados se describirán y 

discutirán en cuanto al Ingrediente (CV 2:1). Un ingrediente se define de acuerdo 

al Codex Alimentario, como cualquier sustancia que se emplee en la preparación o 

fabricación de un alimento y que este se encuentre aun modificado al final del 

producto. Los componentes mayoritarios encontrado fueron los carbohidratos 

(66.56 g/100), en el cual se encuentra la fibra dietaria total 46.48 g/100 siendo la 

mayoritaria la insoluble 40.84 g/100 y en menor cantidad la soluble 5.64 g/100. 

      Tanto la fibra insoluble y la soluble tienen efectos diferentes en el 

metabolismo. La insoluble por su parte está formada por lignina, celulosas y 

hemicelulosas, la cuales son pocas fermentadas por las bacterias del colon, en 

cambio la soluble contiene pectina, la cual es altamente fermentable por las 

bacterias del colon, y en general se estima que la mayor fibra en los alimentos es 

insoluble (Lattimer & Haub, 2010).  

          Anteriormente se evaluó la composición nutricional de un producto tipo 

harina a base de fibra a partir del grano y cascarilla, obteniendo hasta un 60 %  en 

base seca de fibra total, 10.09 % para fibra soluble y un 50.43 % para insoluble 

(Lecumberri et al., 2007), siendo más alto que nuestro ingrediente. Esto puede ser 

debido a que fue molido hasta obtener un tamaño de partícula de 75 µm, en 

comparación de la nuestra <40 µm, por lo que una alternativa para aumentar el 

contenido de fibra puede ser utilizar diferentes tamizados.   
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          Uno de los retos en la elaboración de productos altos en fibra está 

relacionado en como aumentar la fibra, aunque actualmente existen enfoques para 

mejorar también la calidad, mediante el uso de enzimas o aditivos y/o mediante el 

uso de técnicas de bioprocesos como puede ser la extrusión y la fermentación 

(Ktenioudaki & Gallagher, 2012).  Por ejemplo, las fermentaciones tipo Tempe con 

Rhizopus Oryzae y Rhizpous Oligosporus son métodos utilizados para incrementar 

el valor bioactivo y nutricional en ciertas matrices alimentarias. En salvado al 

aplicar esta fermentación se encontró un porcentaje de 60 % y 40 % de fibra 

insoluble y soluble respectivamente (Starzyńska-Janiszewska et al., 2021). 

     Entendiendo que nuestro ingrediente es una mezcla de vaina fermentada y 

cascarilla de cacao, estos dos subproductos han sido utilizados como ingredientes 

adicionados a alimentos con el fin de aumentar el potencial nutricional y valor 

biológico del producto final; por ejemplo se han elaborado galletas dulces con alto 

contenido de fibra a base de cascarilla de cacao (Danae-Perez et al., 2018). 

Adicional a esto, la cascarilla tiene propiedades de sabor y olor a chocolate, 

mientras que la vaina fermentada proporciona una viscosidad para alimentos más 

sólidos, por lo que el ingrediente obtenido a partir de estos dos subproductos 

puede ser utilizados en un alimento solido que contenga un alto valor nutricional 

(Martuscelli, et al., 2021;Souza et al.,2022). Se ha encontrado que los niños con 

trastorno autista tienden a tener un consumo menor de fibra insoluble y soluble en 

comparación con niños neurotípicos, por lo que las opciones de consumir 

alimentos altos en este nutriente deben ser considerada (Berding y Donovan., 

2018). 

      Para el contenido de proteína este fue de 11.1 g/100, el cual es más bajo que 

otros alimentos como la soja 13 g/100, frijol 23 g/100  y garbanzo 21 g/100 (Singh 

et al., 2022). Las fuentes de proteínas vegetales son menos digeribles que las de 

animales, por lo que actualmente se estas utilizando tecnologías para mejorar la 

digestibilidad como pueden ser procesos de extrusión y fermentaciones (Zwinkels 

et al., 2023). En relación con nuestros resultados se esperaría un aumento de 

digestibilidad debido a que se utilizó Rhizopus Oligospuros en este trabajo, por lo 
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que una prueba de digestibilidad de proteínas sería adecuada para fines  de 

investigación. 

       En cuanto el contenido de proteína es de importancia ya que se ha 

encontrado que debido a los desórdenes gastrointestinales asociados en TEA, la 

digestión de proteínas se ve disminuida debido a una baja permeabilidad del 

intestino causada por la inflamación mediada por interleucinas, lo que causaría 

también una menor expresión de disacaridasas y peptidasas, incrementando el 

contenido de azúcares simples y sustratos de proteínas, los cuales podrían 

aumentar los metabolitos de bacterias que produzcan amonio y sulfatos 

(Sanctuary et al., 2018). Como se mencionan antecedentes, la dieta en niños 

autistas es baja en proteínas proveniente de alimentos de origen animal (carne y 

pollo) lo cual podría estar relacionada a la baja tolerancia de estos, por lo que se 

han sugerido estrategias para integrarlas y otras fuentes de proteína dentro de su 

plan de alimentación (Mathew et al. 2022). 

 

Tabla 6.Composición química de la cascarilla, vaina e ingrediente de cacao 

Parámetro (C) (V) CV 2:1 

Lípidos                                                     10.9 ± 1.6a   0.2 ± 0.2b  9.2 ± 1.5a 

Proteínas 14.4 ± 0.9a   8.2 ± 1.6b  11.1 ± 1.1b 

Cenizas   6.9 ± 0.8a   8.2 ± 0.4a  8.1 ± 1.2a 

Humedad   5.3 ± 0.2a  5.9  ± 0.1b  5.1 ± 0.1a 

Carbohidratos 62.7 ± 2.3b 77.5 ± 1.3a 66.5 ± 2.5b 

 Fibra dietaria total 36.2 ± 0.7c 48.3 ± 4.1a 46.8 ± 2.2b 

 Fibra Insoluble 24.9 ± 0.7c 41.9 ± 1.8b 40.8 ± 3.2b 

 Fibra Soluble  5.19 ± 0.0a   4.5 ± 2.3a   5.6 ± 1.0b 

Cascarilla (C), vaina fermentada (V), ingrediente (CV, 2:1); Cada valor representa la media ± la desviación de 

tres experimentos independientes por triplicado. Los resultados se muestran como porcentaje de muestra en 

base seca. Letras diferentes por renglón indican diferencia significativa entre muestras (Tukey, α 0.05) 
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6.2 composición nutraceútica 

 

             En la Tabla 7 se presenta la composición de contenido total de fenoles y 

de los flavonoides, así como de la capacidad antioxidante. La cascarilla obtuvo 

mayor contenido de fenoles totales 2.49 mgEq de ácido gálico/g respecto a la 

vaina fermentada y el ingrediente (p<0.05).  

 

 

 

  

Tabla 7.Composición nutraceútica y capacidad antioxidante de la cascarilla, vaina 
e ingrediente CV 2:1 

Componente  (C) (V)      CV 2:1 

Fenoles totales1       2.5 ± 0.1a      2.2 ± 0.1b      2.4 ± 0.0ab 

Flavonoides totales2   905.6 ± 0.7a   319.7 ± 2.0c  431.6 ± 0.7b 

ABTS3 2846.5 ± 1.7a 2791.2 ± 7.5b 2790.7± 5.2b 

DPPH3 2152.7 ± 1.6b 2152.6 ± 3.1b 2167.0± 5.5ª 

Cascarilla (C), vaina fermentada (V), ingrediente (CV, 2:1); Cada valor representa la media ± la desviación de 

tres experimentos independientes por triplicado. 
1

mgEq de ácido gálico para fenoles/g de muestra. 
2

µg 

equivalentes de rutina/g muestra. 
3

mgET/g de muestra
3

. Letras diferentes por renglón indican diferencia 

significativa entre las tres muestras (Tukey, α 0.05). 

 

Los flavonoides son uno de los compuestos importantes en la cascarilla siendo 

unos de los principales catequinas, epicatequinas y quercetinas. Estos bioactivos 

dentro de esta matriz alimentarias son responsables de las actividades biológicas 

y su consumo tiene efectos benéficos en la salud, actuando como antioxidantes 

por medio de la eliminación de radicales libres por lo que ayudan a reducir el 

estrés oxidativo (Vauzour et al., 2010).  

          En los fenoles encontrados en vaina fermentada se obtuvo una cantidad de 

2195 μg EAG/g, que es menor a la cascarilla. En relación con los resultados 
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obtenidos Nieto-Figueroa., (2019) reportó para vaina sin fermentar fenoles totales 

de 2559 g EAG/g utilizando un proceso de secado por microondas. En cuanto a 

contenido de flavonoides en nuestra muestra de vaina fermentada se encontraron 

4500 μg rutina/g, siendo también este mayor a lo reportado por Nieto-Figueroa 

(1360 µg rutina/g). 

            Para el caso de la vaina una manera de aumentar la cantidad de fenoles y 

la capacidad antioxidante es utilizar métodos de secado óptimos. Nguyen et al., 

(2022) encontró que utilizando microondas (720 W en 0.83 h) puede retener 

niveles más alto de fenoles totales (12.12 mgEq de ácido gálico/g), lo que 

contribuirá a obtener una mayor capacidad antioxidante. Este mismo caso ocurre 

para la cascarilla, ya que al momento de aplicar microondas por 5 min a una 

temperatura de 97 °C se obtuvo hasta una concentración de 35.9 mg GAE/g, 

relacionado al aumento de capacidad antioxidante. Es importante considerar que 

cada matriz alimentaria es única y se pueden encontrar  diferentes 

concentraciones de compuestos que influyan en la capacidad antioxidante; en 

nuestro trabajo estos resultados varían debido a los métodos de extracción y 

procedencia de cultivo (Campos-Vega et al., 2018). 

         Estos resultados pueden ser debidos a la fermentación de la vaina por 

Rhizopus Oligosporus, comentado anteriormente que esta fermentación puede 

aumentar valores nutricionales, se ha visto que también puede aumentar 

compuestos polifenólicos. Anteriormente Zamorano-Mendoza., (2021), aplicó la 

fermentación solida tipo-tempe para aumentar el valor nutricional de la vaina de 

cacao utilizando como cultivo iniciador con Rhizopus Oryzae, método utilizado en 

el presente trabajo. El autor menciona que al llegar a las 18 h de fermentación las 

cantidades de fenoles y flavonoides incrementan debido a la fermentación y 

metabolismo del hongo; por lo que puede en el transcurso del tiempo, estos se 

van liberando. 

      Por su parte Hur et al., (2018), utilizó Rhizpous Oligosporous  en Quinoa, y con 

esto logró duplicar la cantidad de fenoles en 5 días (41 mg EAG/kg  a 80 mg 

EAG/kg). Por lo tanto se puede considerar variar las condiciones de fermentación, 
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como puede ser una variable del tiempo, la cual podría aplicarse para aumentar el 

contenido de compuestos fenólicos (Gimeno Creus, 2004).  

        En referente a nuestro ingrediente (CV 2:1), la composición de fenoles fue 

similar en comparación de las muestras de vaina fermentada y cascarilla. Siendo 

para fenoles 2400 μg EAG/g. El cacao es un alimento de origen vegetal alto en 

fenoles, junto a otros como té, café, aceite de oliva. Estos atribuyen propiedades 

organolépticas a los alimentos actuando como es el aporte de calidad, 

aceptabilidad y calidad, y más importante como antioxidantes (Creus.,2004). Para 

el contenido de flavonoides el ingrediente mostro una cantidad de 4500 μg 

rutina/g. Se debe considerar que estos resultados varían dependiendo del tipo de 

extracción y método utilizado (Rebollo-Hernanz et al., 2021). 

     La cantidad de polifenoles también puede variar dependiendo del tipo de 

cacao, por ejemplo, Criollo puede tener poco o nada de antocianinas, mientras 

que Forastero puede tener una mayor cantidad de epicatequina, así como el 

origen geográfico, madurez (puesto que los polifenoles se acumulan en las 

células; Jean-Marie et al., 2021).  En cuanto a su importancia dentro de TEA, los 

compuestos polifenólicos provenientes de la dieta, pueden regular o bien tener un 

efecto sobre la composición de la microbiota intestinal del huésped, ya que este 

puede convertirlos en compuestos bioactivos con peso molecular más pequeños 

que pudiera regular el metabolismo (Wang et al,. 2022). 

        En la Tabla 7 también se muestra la capacidad antioxidante evaluado por dos 

métodos colorimétricos DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo) y (ABTS) Ácido 2,2'- 

azino-bis-(3-etiltiazolina- bencenosulfónico-6). Para la cascarilla se obtuvo la en 

una capacidad antioxidante evaluada con DPPH de 3322.15 mgEq Trolox/g y para 

ABTS se obtuvo 5762.43 mgEq Trolox/g. Estos resultados pueden ser debido a la 

cantidad de polifenoles que contiene la cascarilla. Otro factor importante es el 

tamaño de partícula, esto se muestra en el estudio de Botella-Martínez et al., 

(2021), en el cual se utilizaron diferente tamizajes, encontrando que menor 

partícula (<417 μm) mismo que se utilizó en el presente trabajo, se encontró 
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mayor capacidad antioxidante para DPPH y ABTS en comparación de tamizajes 

tamaño de partículas de (>701 μm) e intermediarios (<417 μm a <701 μm).  

         En cuanto a la muestra de vaina fermentada, al evaluarse con el método de 

DPPH se encontró una capacidad antioxidante de 3316.62 mgEq Trolox/g 

mientras que con el método de ABTS se encontró mayor capacidad antioxidante 

(5728.27 mg ET/g). Nieto-Figueroa, (2020) comparó la capacidad antioxidante de 

vaina de cacao sin fermentar, tratadas con diferentes métodos de secado 

(microondas, flujo de aire y extrusión), obteniendo una mayor capacidad 

antioxidante con el método de ABTS en la muestra tratada con secado en 

microondas  (222.7 uM Trolox), por lo que sugiere que los procesos y tratamientos 

de la vaina tendrían un efecto en la capacidad antioxidante; por lo tanto, 

podríamos utilizar el método de microondas y de extrusión juntas para aumentar la 

liberación de polifenoles y por tanto, de la capacidad antioxidante.  

            Para el caso de la vaina una manera de aumentar la cantidad de fenoles y 

la capacidad antioxidante es utilizar métodos de secado óptimos. Nguyen et al., 

(2022) encontró que utilizando microondas (720 W en 0.83 h) puede retener 

niveles más alto de fenoles totales 12.12 mgEq de ácido gálico/g, lo que 

contribuirá a obtener una mayor capacidad antioxidante. Este mismo caso ocurre 

para la cascarilla, ya que al momento de aplicar microondas por 5 min a una 

temperatura de 97 °C se obtuvo hasta una concentración de 35.9 mg GAE/g, 

relacionado al aumento de capacidad antioxidante. Es importante considerar que 

cada matriz alimentaria es única y se pueden encontrar  diferentes 

concentraciones de compuestos que influyan en la capacidad antioxidante; en 

nuestro trabajo estos resultados varían debido a los métodos de extracción y 

procedencia de cultivo (Campos-Vega et al., 2018). 

          En cuanto a la capacidad antioxidante en nuestro ingrediente, no se 

encontró diferencia significativa en comparación de la vaina fermentada y la 

cascarilla. Los resultados obtenidos para DPPH fueron 3329.86 mgEq Trolox/g y 

para ABTS 5744.79 mgEq Trolox/g. Es importante mencionar que los procesos 
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térmicos y de almacenamiento pueden ser un factor importante en la causa de 

disminución de algunos compuestos fenólicos (Van de Velde et al. 2022) 

 

 

 

 

 

 

 

6.3 Bioaccesibilidad in vitro de fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante 

durante la digestión gastrointestinal 

 

      En la Tabla 8 se muestra la bioaccesibilidad de compuestos fenólicos, 

flavonoides y capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) del ingrediente durante la 

simulación gstrointestinal in vitro. La bioaccesibilidad se define como la cantidad 

de compuestos que son liberados de la matriz alimentaria en el tracto 

gastrointestinal y están disponibles para ser absorbidos (Dima et al. 2020). 

Respecto al ingrediente los resultados muestran una mayor bioaccesibilidad en la 

boca y estómago respecto al contenido de fenoles antes de iniciar el proceso de 

digestión con un 374.50% y 408.61% (p<0.05) respectivamente. Estos resultados 

pueden ser debido a la liberación del compuesto por el proceso mecánico y de 

masticación, así como de la enzimas que contiene la saliva principalmente de la α-

amilasa la cual comienza con la hidrólisis de carbohidratos (Sensoy et al., 2021).  

                 Durante la etapa del intestino delgado la bioaccesibilidad entre el 

minuto 15 y 30 vario, siendo de 325.84% y 279.25%, respectivamente (p<0.05). 

Durante la digestión gastrointestinal algunos de los polifenoles del alimento se 

liberan en cada etapa, especialmente en el yeyuno y el íleon del intestino delgado 

aunque realmente solo el 5-10% son absorbidos, el resto puede llegar al colon, ser 

utilizadas por bacterias y luego ser excretados por las heces (Chen et al,. 2018). 
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Los factores que pueden afectar la bioaccesibilidad de estos compuestos son 

propiamente del tipo de bioactivos, el tipo de alimento o producto, el estado sólido, 

la digestibilidad de las enzimas y su absorción hacia los enterocitos (Parada y 

Aguilera., 2007). 

          La fracción digerible (FD) se considera aquella fracción de compuestos que 

son permeables en el intestino delgado (representado en el ensayo con la 

membrana de nitrocelulosa), por lo que la permeabilidad intestinal implica el 

transporte de compuestos de la luz intestinal a través de la membrana. Los 

factores que tiene un mayor impacto en esto incluyen la microbiota intestinal, 

integridad de la mucosa y las células epiteliales, respuestas inmunes y motilidad 

intestinal (Gianni, 2019).   

       Los métodos colorimétricos para la capacidad antioxidante mostraron mayor 

capacidad con el método de DPPH siendo la etapa del intestino delgado (FND) 

significativamente más alta en el minuto 15 (p<0.05). Mientras que para ABTS se 

obtuvo mayor capacidad en las etapas del intestino delgado con (FND) en los 

minutos 15 y 30 (p<0.05), estos resultados pueden estar relacionados a la 

cantidad de compuestos polifenólicos durante la digestión. 

       No existen trabajos previos de la bioaccesibilidad de este ingrediente, pero de 

si de la vaina de cacao sin fermentar y de la cascarilla de cacao. Por ejemplo, 

Nieto-Figueroa., (2020) evaluó la vaina sin fermentar utilizando diferentes métodos 

de secado y sometido a simulación gastrointestinal con el método utilizado en este 

trabajo, los fenoles totales y flavonoides no fueron detectados en el estómago, 

pero la mayoría de ellos fueron liberados en el intestino delgado. Rebollo-Hernanz 

et al., (2021) evaluó la bioaccesibilidad de compuestos fenólicos de la cascarilla de 

cacao teniendo tanto la harina como el extracto, encontrando para la harina de 

cascarilla de cacao menor cantidad de polifenoles que se liberaron durante la 

simulación gastrointestinal, atribuyendo esto a la presencia de fibra en la harina, 

por lo que existen más compuestos fenólicos ligados a este, el autor recomienda 

realizar como tratamientos mecánicos, térmicos y de extrusión. Por su parte 
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Campos-Vega et al., (2018) menciona que en la etapa de intestino delgado se 

tienen los valores más altos de bioaccesibilidad de compuestos fenólicos. 

       Los polifenoles son grupos bioactivos que se han estudiado por su capacidad 

para poder prevenir enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, 

diabetes y cáncer; así como también tienen un efecto en modular la microbiota 

intestinal ya que modulan las bacterias a través de un efecto prebiótico, actividad 

antimicrobiana y actuar contra bacterias patógenas (Cardona et al. 2013). Esto es 

de gran importancia en TEA, dada la disbiosis colónica que presente en este 

espectro. 

 

 

Tabla 8.Bioaccesibilidad de compuestos fenólicos, flavonoides y capacidad 
antioxidante del ingrediente durante la digestión gastrointestinal in vitro del 

ingrediente 

 

Cada valor representa la media de dos ensayos independientes por triplicado ± DE.  mgEq de 

ácido gálico/g de muestra1. µgEq de rutina/g2. Se muestra el porcentaje (%) respecto al contenido 

de compuesto bioactivo antes de la digestión. mM Eq Trolox/g de muestra3. Letras diferentes en 

cada columna expresan diferencia estadística. (α=0,05, prueba de Tukey 

Etapa Fenoles1 Flavonoides2 ABTS3 DPPH3 

Boca 9.80 ± 0.00a 251.41 ± 2.20e  54.15 ± 3.51cd 155.35 ± 0.00f 

Estómago          9.18 ±0.70a 266.83 ± 5.58e  55.91 ± 6.43cd 169.68 ± 1.47g 

Intestino delgado Fracción digerible (FD) 

0 0.73 ± 0.00d   20.96 ± 0.81g 70.42 ± 0.01b 184.40 ± 2.10e 
15 0.65 ± 0.00d     1.05 ± 0.13h  73.25 ± 0.58ab 184.54 ± 0.66d 
30 0.69 ± 0.06d      3.17 ± 0.13gh 76.55 ± 0.13a 184.53 ± 0.00d 

60 0.67 ± 0.00d  40.77 ± 1.63f 75.41 ± 0.93a 196.22 ± 1.21c 

Intestino delgado Fracción no digerible (FND) 

0          5.00 ± 0.10c 750.77 ± 11.42d 57.36  ± 3.12c 199.26 ± 0.04abc 
15          7.82 ± 0.10c          635.53 ± 6.46c 52.48  ± 0.00d 202.07 ± 1.37a 

30          6.54 ± 0.05c         1049.45±0.23b 55.91  ± 5.60c 200.62 ± 1.34ab 
60 4.84 ± 2.57c         1661.10±0.86a   56.35 ± 0.17cd 197.59 ± 2.89bc 
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            En la Tabla 9 se muestra el contenido de compuestos fenólicos por HPLC 

del ingrediente (CV 2:1) y las etapas de simulación gastrointestinal in vitro. Los 

fenoles mayoritarios principales del ingrediente fueron teobromina, 

hidroxifenilacético catequina, epicatequina, rutina y ácido cúmarico. Rojo-Poveda 

et al., (2020) reporta que la teobromina es la principal metilxantina encontrada en 

cascarilla, con 0.39 a 1.83 mg/100 g, resultados similares a los reportados en 

nuestro trabajo.  

 

 

 

Tabla 9.Perfil fenólico del ingrediente (CV 2:1) y su biaccesibilidad durante las 
diferentes etapas de la digestión gastrointestinal in vitro. 
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CV 2:1 1708.2±3.02a 62.29± 0.4a ND 
115.77 
± 0.00a 

45.52 ± 
0.00a 

0.082 
± 
0.16 

648.16± 
0.28f 

874.17± 
0.09a 

319.53 
± 0.02 

 

Boca 356.63±0.07b ND 183.35±1.96b 
25.71 ± 
9.49d 

ND ND 
66.03 ± 
0.14h 

ND ND 

 

 

Estómago 625.77± 0.49c  0.81± 0.02b 71.12±0.31e 
42.14 ± 
2.02b 

16.12 ± 
0.03c 

ND 
285.38 
± 0.35d 

5.90 ± 
0.00e 

ND 

 

 
Intestino 
delgado FND 

                  

 

 

0 260.04 ± 0.00d 0.05 ± 0.06de 
110.84 ± 
0.36d 

18.04 ± 
3.07f 

18.91 ± 
0.03b 

ND 
315.71 
± 0.25b 

16.47 ± 
1.33b 

ND 

 

 

15 417.41 ± 1.27e 0.33 ± 0.00cd 
124.05 ± 
0.05c 

28.53 ± 
4.14c 

11.44 ± 
0.03d 

ND 
308.69 
± 0.21c 

8.84 ± 
0.06d 

ND 

 

 

30 328.50 ± 0.09f 0.05 ± 0.14e 
118.34 ± 
0.02c 

22.78 ± 
0.24e 

10.50 ± 
0.02e 

ND 
310.76 
± 0.67bc 

11.81c ND 

 

 

60 205.06 ± 0.95g ND 
118.34 ± 
0.02c 

14.40 ± 
2.76g 

ND ND 
222.64 
± 1.09e 

ND ND 

 

 
Intestino 
delgado FD 

                  

 

 
0 0.56 ± 0.0k   2.46±0.15b 0.24±1.44j ND ND ND ND ND ND  

15 2.28 ± 33.6j 
308.89± 
1.08a 

6.89±0.0g ND ND ND ND ND ND  

30 4.11 ± 7.38h ND 2.75±0.0i ND ND ND ND ND ND  
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60 4.34± 2.08i 2.46±0.15b 0.20±0.00j ND ND ND ND ND ND  

 

Cada valor representa la media ± la desviación de dos experimentos independientes por duplicado. 

Los resultados se muestran como µg/g. Letras diferentes por renglón indican diferencia significativa 

entre muestras (Tukey, α 0.05). ND= No detectable. 

     

En cuanto a la digestión gastrointestinal, el ácido hidroxifenilacético mostró un 

contenido mayor en la etapa de la boca (p<0.05), seguido del intestino delgado al 

minuto 0, también se detectó ácido gálico, el  cual debido a la masticación en boca 

pudiera liberar una parte de este compuesto (Aloo et al., 2023). En la etapa 

intestinal la catequina obtuvo una mayor concentración en el tiempo 0 y 15 

(p<0.05). Se ha reportado  la máxima absorción de catequina  a los 30 y 60 

minutos después del consumir 500 mL de té verde observándose, que después de 

esto la concentración comienza a disminuir (Kivits et al., 2009).  El ácido gálico 

mostró tener una mayor concentración en la etapa bucal (p<0.05), y en mayor 

cantidad al minuto 15 de la etapa intestinal. 

            Para la fracción digerible (permeabilidad), el compuesto fenólico absorbido 

en mayor concentración fue el ácido gálico (p<0.05) en el minuto 30 de la etapa 

intestinal. En tanto a las funciones del ácido gálico, este ha mostrado tener efectos 

benéficos para regular la disbiosis de la microbiota,  actuando como 

antimicrobiano contra bacterias patógenas, responsables de aumentar la 

severidad de alteraciones gastrointestinales como son la diarrea e inflamación. 

Las bacterias incluyen Escherichia. coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Streptococcus mutans, Chromobacterium 

violaceum, Campylobacter jejuni, y Listeria monocytogenes (Shao et al., 2015; 

Sorrentino et al., 2018).  Relacionado a esto, el estudio Edalatmanesh et al., 

(2018), se enfocó en ver los efectos del ácido gálico en un modelo de autismo en 

ratas durante el embarazo; los resultados mostraron una mejoría en el aprendizaje 

motor y también en el equilibrio, por lo que sugieren el uso de este compuesto 

para aliviar síntomas relacionados al autismo. 
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     En cuanto a la teobromina, se encontró mayor porcentaje en el estómago, 

mientras que en la etapa intestinal su concentración disminuyó en el minuto 60. Se 

ha propuesto que la teobromina tiene efectos benéficos hacia la salud cognitiva, 

protegiendo células nerviosas así como de actividades antinflamatorias (Carbajal-

Valenzuela et al., 2022).  

       Los flavonoides se absorben selectivamente en el tracto gastrointestinal 

después de la administración oral. Las catequinas se absorben desde el intestino 

delgado y aún en exceso pasan al colon, en el intestino delgado, se conjugan con 

ácido glucurónico, sulfato o por metilación (Koirala et al., 2016). Algunos de ellos 

siguen un proceso de recirculación enterohepática (deben pasar por el hígado) 

después pasan al colon y son degradados en diferentes anillos de flavonoides por 

los microorganismos presentes (Chu et al., 2018). La epicatequina fue uno de los 

principales compuestos del ingrediente, pero al pasar por la digestión, este solo 

llego a ser detectado al minuto 30 del intestino delgado de la fracción no digerible. 

La epicatequina es el principal monómero flava-3-ol en los granos de cacao, se 

metaboliza después de la absorción a glucurónidos, sulfatos y formas O-metiladas 

por enzimas de fase II durante la transferencia a través del intestino delgado y el 

hígado (Rodríguez-Mateos et al., 2014) 

     Los polifenoles naturales tienen algunos efectos benéficos con las 

enfermedades o trastornos neurodegenerativo debido a su capacidad antioxidante, 

incluso se ha reportado recientemente que pueden tener un posible efecto en el 

eje intestino- microbiota-cerebro, siendo estos enfocados en controlar los síntomas 

gastrointestinales y por lo tanto de comportamiento (Wong et al., 2021). Algunos 

de los flavonoides como quercetina y luteolina, han mostrado que tienen 

capacidad antioxidante y propiedades antinflamatorias; aunque es importante 

mencionar que no todos estos compuestos pueden atravesar la barrera 

hematoencefálica, pero están presente en grandes cantidades en el lumen del 

intestino, hasta el día de hoy existe poca evidencia de los potenciales beneficios 

de los polifenoles y su efecto en TEA (Pangrazzi et al., 2020). 
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6.3.1 Permeabilidad de los compuestos fenólicos y flavonoides de la 

digestión gastrointestinal in vitro 

 

          La Tabla 10 muestra la permeabilidad durante la simulación gastrointestinal. 

En este trabajo utilizamos una membrana de nitrocelulosa (permeabilidad 

aparente) en lugar del intestino delgado invertido (medida ex vivo). Considerando 

el lado basolateral como FD y el apical como FND. Artursson, Palm y Luthman 

(2001), consideran el coeficiente de Papp < 1 × 10−7 cm/s y Papp > 1 × 10−6 cm/s 

para alta y baja permeabilidad, respectivamente. De acuerdo con nuestros 

resultados para fenoles totales se tiene una alta permeabilidad en el tiempo 60 

desde el transporte apical hacia basolateral (A a B) y basolateral hacia apical (B a 

A); también la tabla muestra la permeabilidad de los flavonoides, con alta 

permeabilidad de A a B pero con baja permeabilidad de B a A. Ocampo-Luzardo et 

al., (2017) determinaron previamente la Papp de compuestos fenólicos a partir de 

hojuelas de maíz y frijol, mostrando un alto coeficiente de Papp, similar a este 

trabajo. 

 

Tabla 10.Coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) de fenoles y flavonoides 
del Ingrediente (CV 2:1) 

Componente t 

(min) 

Papp A a B 

(×10-3) 

Papp B a A 

(×10-3) 

Pappnet 

(×10-3) 

Fenoles totales 15 0.43 ± 0.05a   5.14 ± 0.08a   5.57 ± 0.13a 

 30 0.22 ± 0.00b   2.08 ± 0.14b   2.30 ± 0.14b 

 60 0.11 ± 0.00b   1.11 ± 0.00c   1.11 ± 0.00c 

Flavonoides totales 15 0.02 ± 0.00b 14.65 ± 0.32a 14.67 ± 0.30a 

 30 0.04 ± 0.00b 11.84 ± 0.03b 11.88 ± 0.01a 

 60 0.21 ± 0.01a   9.72 ± 0.00c   9.93 ± 1.30b 

 

Papp se expresa como la media (cm.s-1 x 10-3) ± desviación estándar de al menos dos experimentos 

independientes. Transporte de Papp apical (A a B) basolateral y al lado opuesto (Papp B a A). Las diferencias 

estadísticas entre tiempos están representadas por letras diferentes (α=0.05, prueba de Tukey). 
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6.4 Fermentación in vitro de la fracción no digerible en niños autistas y 

neurotípicos 

 

           En la Tabla 11 se muestran los diferentes pH de la fermentación colónica in 

vitro tomadas durante 24 h, para esto se utilizaron 6 diferentes muestras, se 

incubo la FND de la digestión in vitro con las muestras fecales de niños 

diagnosticados con TEA así como de niños neurotípicos (NTO). Se consideraron a 

la saliva de la digestión como blanco negativo y como control positivo se utilizó 

inulina, ya que se ha reportado que este carbohidrato es fermentable a nivel 

colónico y es considerado un prebiótico (Teferra, 2021).  

           Para los resultados con el ingrediente en ambas muestras tanto NTO y 

TEA, se observó una leve disminución en el pH sin ser diferente significativamente 

después de las 6 h, aunque estos volvieron a aumentar ligeramente sin diferencia 

significativa al pasar a 12 y 24 horas. Las diferencias se muestran por renglón en 

los diferentes tiempos de fermentación y por columna la diferencia entre los 

grupos bajo las mismas condiciones. Para las muestras para control positivo NTO 

y TEA, solo se observó disminución del pH a las 6 h (p<0.05), contrario para TEA 

los valores no mostraron diferencias.  

          Para el caso de los controles negativos, se observó una disminución en 

todos los tiempos de incubaciones obteniendo. En el caso del ingrediente se 

obtuvo un pH más bajo en las 6 y 12 h solo con la mezcla de inóculo TEA 

(p<0.05); para la muestra de NTO con inulina se observa esto, solamente después 

de las 6 horas  En cuanto a la diferencia de columnas las muestras con inulina en 

ambos casos (TEA y NTO) fueron diferentes (con pH más bajo), después de las 

horas 6, 12 y 24 h (p<0.05). 

 

 

Tabla 11. Efecto de la fermentación colónica in vitro sobre el pH en muestras 
fecales provenientes de niños TEA y NTO 
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Cada valor representa la media de dos experimentos por duplicado ± DE. Letras mayúsculas diferentes por 
renglón expresan diferencia significativa entre los diferentes tiempos de fermentación por muestra (α=0.05, 
prueba de Tukey). Letras minúsculas diferentes por columnas expresan diferencia significativa entre grupos 
bajo las mismas condiciones (α=0.05, prueba de Tukey). NTO= Neurotípico. TEA= Trastorno Espectro Autista. 

 

 

         Los cambios del pH en las muestras con el ingrediente pueden ser debido a 

la utilización de sustrato por parte de las bacterias en las primeras horas, 

explicando que esto sucede durante el crecimiento de bacterias cuando son 

agregadas a un nuevo medio y por lo tanto necesitan tiempo para adaptarse. Este 

proceso se le conoce como fase del retraso del crecimiento donde durante la fase 

logarítmica (log) exponencial donde las bacterias crecerán y se dividirán con un 

tiempo de duplicación (2n), al pasar el tiempo las bacterias dejan de crecer por 

falta de metabolitos, entrando así a la fase estacionaria para dejar de dividirse 

(Wojtunik-Kulesza et al., 2020; Murray, 2019) 

               El pH es un indicador de la fermentación, ya que influye sobre el 

crecimiento de los microorganismos, siendo que algunas bacterias tienen 

preferencia en desarrollarse a un pH alrededor de (>5), mientras que otras se 

desarrollan a pH más bajos (1.0),  aunque se considera un pH óptimo de 

crecimiento dentro de un rango de 6.0 a 8.5, por lo que el colón es un ambiente 

favorable para el crecimiento de microrganismos, ya que el pH para colón es de 

alrededor de 8.0 (Ukuku et al., 2015; Vásquez et al.,2012). Las bacterias que se 

encuentran en el colon utilizan los carbohidratos para producir AGCC y otros 

compuestos que influyen en el pH, por lo que el pH obtenido durante fermentación 

podría estar relacionado con la producción de estos compuestos (Annunziata et 

al., 2020). 

Muestra  0 h  6 h  12 h 24 h 

NTO (Control -) 7.19 ± 0.08Aa 6.87 ± 0.01Ca 7.22 ± 0.00Aa 7.14 ± 0.00Ba 

NTO (Control +) 7.17 ± 0.01Aa 6.25 ± 0.00Cb  4.96 ± 0.00Cb 4.01 ± 0.00Db 

NTO +ING 7.26 ± 0.00Aa 6.88 ± 0.00Ba  7.11 ± 0.01Aa 7.29 ± 0.01Aa 

TEA (Control +) 7.38 ± 0.00Aa 7.03 ± 0.02Aa 7.44 ± 0.43Aa 7.26 ± 0.01Aa 

TEA (Control -) 7.19 ± 0.00Aa 5.86 ± 1.45Db   4.68 ± 0.26ABb 4.14 ± 0.01Bb 

TEA + ING 7.25 ± 0.05Aa 6.93 ± 0.00Ba 7.00 ± 0.01Ba 7.20 ± 0.00Aa 
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         La poca disminución de pH por parte del ingrediente en ambas muestras 

puede deberse a que el ingrediente no es altamente fermentable al contener 

mayor cantidad de fibra insoluble y menor soluble. La muestra TEA + ING 

presenta una disminución significativa (p<0.05) después del tiempo 6 y 12 h; 

mientras que, la muestra NTO + ING se observa una baja de pH con diferencia 

estadística solo en después del tiempo 6 h, lo que podría estar relacionado con la 

microbiota colónica de cada muestras. Era de esperar que, para las muestras con 

inulina, ambas obtuvieran una disminución similar de hasta 2 unidas de pH hasta 

llegar al tiempo 12 h, por lo que el tipo de fibra a fermentar debe ser considerado. 

          La inulina es un carbohidrato altamente fermentable en colon, además 

produce una proporción molar más alto de ácido butírico/acético. En cuanto a 

microorganismos, la inulina disminuye a Bacteroides e incrementa familias de 

bacterias como Bifidobeacterium (Le Bastard et al.,2020). Otro factor importante 

para considerar es que debido a que la fermentación in vitro se considera como 

todo proceso y no de las partes de él, esto tiene relación producción AGCC, donde 

se reporta que la mayor producción es en la parte proximal con hasta 40% (Wang 

et al., 2019).  

 

6.5 Bioaccesibilidad de compuestos fenólicos y flavonoides durante la 

fermentación colonica in vitro 

 

    La Figura 5 muestra la bioaccesibilidad de fenoles durante los tiempos de 

fermentación. Cabe menciona que las muestras con inulina no son incluidas dado 

que esta muestra no contiene este tipo de compuestos y dado que las técnicas 

pueden reaccionar con compuestos diferentes a los de naturaleza fenólica, los 

resultados serían no confiables. En la (Fig. 5A) tiempo 0 h, corresponde a la 

bioaccesibilidad de fenoles (mgEq de ácido gálico/g muestra) reportado en la 

etapa intestinal. Al finalizar la fermentación, el contenido de fenoles disminuyó en 

las muestras TEA+ING hasta un 48.93% (p<0.05) respecto la etapa previa de 

digestión. En el tiempo 6 h se muestra que tanto NTO+ING como TEA+ING 
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aumenta la bioaccesibilidad hasta un 45.14% (Fig.5B). En los tiempos 12 y 24 h 

se observa que los compuestos fenólicos disminuyen alrededor de 22% en ambas 

muestras TEA y NTO (Fig.5C y Fig.5D). 
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Figura 5. Bioaccesibilidad de fenoles durante la fermentación colónica in vitro del 
ingrediente. Cada valor representa la media de dos experimentos por triplicado ± DE. Letras diferentes 

por barra expresan diferencia significativa entre los diferentes tiempos de fermentación por muestra los 
resultados se muestran como mgEq de ácido gálico/g de muestra (α=0.05, prueba de Tukey). A):Tiempo 0, B): 
Tiempo 6 C): Tiempo 12, D): Tiempo 24. 

 

 

            La cantidad de fenoles no liberados de la matriz, en especial aquellos que 

están unidos por enlaces covalentes a las matrices del alimento, no son liberados 

o bien transformados por las enzimas digestiva, pero si logran llegar al colon en 

menor cantidad, donde llegan y son metabolizados por las  enzimas presentes 

(Wojtunik-Kulesza et al. 2020). Estos resultados son similares a los reportados por 

Zhang et al., (2023) quién encontró que durante la fermentación colónica del 

salvado de trigo, la cantidad de fenoles disminuyó de las 3 h a las 6 h , del 25 al 

19.22 %, y obteniendo la menor cantidad a las 24 h. Otro estudio utilizó granos de 

café tostados, en donde se encontró que la mayor cantidad de compuestos 

fenólicos se encontraban en la etapa gástrica, mientras que para la parte colónica 

estos apenas fueron identificados, posiblemente por que fueron metabolizados por 

la microbiota (Wu et al. 2022). 
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            Para la bioaccesibilidad de flavonoides, en la Figura 6 se observa que en 

el tiempo 0 h, (Fig.6A) se presenta una mayor bioaccesibilidad en la muestra  

TEA+ING  (69. 41%) (p<0-05), seguido de NTO+ING (33.37%). Similar que, para 

el contenido de fenoles, los flavonoides disminuyeron conforme el paso de la 

fermentación. A partir de las 6 h (Fig.6B) la bioaccesibilidad en TEA + ING 

disminuyo  (17.22%). En cuanto a las muestras con NTO + ING estos aumentaron 

en las horas 6,12 y 24 (Fig.6B,6C,6D) con un porcentaje de hasta 34.93%.  
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Figura  6.Bioaccesibilidad de flavonoides del ingrediente durante la fermentación 
colónica in vitro. Cada valor representa la media de dos experimentos por duplicado ± DE. Letras 

mayúsculas diferentes por barra expresan diferencia significativa entre los diferentes tiempos de fermentación 
por muestra los resultados se muestran y µg de rutina eq./g de muestra (α=0.05, prueba de Tukey). A): 
Tiempo 0, B): Tiempo 6 C): Tiempo 12, D): Tiempo 24. 

 

   Los flavonoides son hidrolizados por las enzimas que se encuentran en el colon, 

ya que eliminan los glucósidos que se encuentran unidos, y finalmente son 

utilizados de esta forma por el organismo (Ishaq et al., 2021). El metabolismo de 

los compuestos fenólicos en el colon está regulado también por los 

microorganismos presentes, ya que son encargados de producir las enzimas y 

metabolizar muchos de los compuestos fenólicos (Cardona et al., 2013).  

        Por ejemplo, Clostridium and Eubacterium están involucradas en el 

metabolismo de isoflavononas, flavonoles como la quercetina de flavan-3-oles 

como a la catequina y la epicatequina. Para el caso de Firmicutes, este grupo 

contiene menor cantidad de enzimas degradadoras de glicanos en comparación 

con Bacterioides, por lo que se puede sugerir que la diferente ingesta de ciertos 

polifenoles puede modular la microbiota, por lo que el contenido de estos en 

nuestro ingrediente pueden tener un efecto modulador (Mahowald et al., 2009; 

Selma et al,. 2009). 
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       Bifidobacteria y Lactobacillus que son considerados probióticos, promueven la 

producción de los catabolitos de los flavonoides para que estén más 

biodisponibles. En el proceso de transformación de los flavonoides, el rompimiento 

o bien la hidrolisis de estos compuestos, se incluyen los procesos de 

desmetilación y deshidroxilación, como se mencionó anteriormente la acción de la 

producción de enzimas de estas bacterias, mejoraría la absorción de los 

flavonoides (Naeem et al., 2022). 

      La Importancia de que los flavonoides se encuentren más biodisponibles, es 

debido a su efecto para disminuir alteraciones gastrointestinales, siendo la 

inflamación una de los principales factores para desarrollarlas, la mayoría de los 

flavonoides tienen la capacidad de inhibir la inflamación (Yan et al., 2020). La 

quercetina por ejemplo, puede inhibir interleucinas asociadas a la inflamación 

(TNF -α- dependiente a la NF-κB), con el objetivo de disminuir la incidencia de 

tumores gastrointestinales (Hosseinzadeh & Nassiri-Asl, 2014). En general la 

interacción de los flavonoides con la microbiota es de gran importancia, ya que 

esto podría regular una disbiosis y además promover el crecimiento de bacterias 

probióticas (Yan et al., 2020). 

 

6.7 Capacidad antioxidante del ingrediente durante la fermentación colónica 

in vitro 

 

     La Figura 7 y 8 muestran la capacidad antioxidante, evaluada por medio de las 

dos técnicas ABTS y DPPH, durante la fermentación colónica in vitro. La 

capacidad antioxidante aumenta a través del tiempo, posiblemente debido al 

contenido de compuestos fenólicos que llegan al colón y su liberación por las 

enzimas bacterianas.  

     El método de ABTS (Fig.7) mostró los resultados mayores de capacidad 

antioxidante con las muestras incubadas del ingrediente respeto a las muestras 

con el control negativo (p<0.05). En tanto, en todos los tiempos de incubación, se 

observó una tendencia similar al no encontrar variación entre estos. Algo 
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interesante fue el resultado de comparar a las muestras de niños neurotípicos y a 

los niños autistas con el ingrediente, ya que, en todas las horas, la capacidad 

antioxidante en las muestras de los niños autistas fue mayores respecto a los 

neurotípicos.  

     El método con la técnica de DPPH (Fig.8) mostro una mayor capacidad 

antioxidante después del tiempo 0 h (Fig. 98), de igual manera, las muestras con 

TEA+ING, fueron mayores estadísticamente respecto a NTO + ING (p<0.05). A las 

6 h (Fig. 8B) la muestra de niños neurotípicos, disminuyo estadísticamente 

respecto a los autistas con ingrediente (p<0.05). Después del tiempo 12 h (Fig. 

8C) las muestras mostraron un comportamiento diferente, al aumentar NTO+ING 

respecto al TEA+ING. Para el tiempo 24 h (Fig. 8D) ambas muestras con 

ingrediente mostraron no tener diferencia significativa entre ellas. 
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Figura 7.Capacidad Antioxidante por ABTS durante la fermentación colónica in 
vitro 

Cada valor representa la media de dos experimentos por triplicado ± DE. Letras mayúsculas diferentes por 

barra expresan diferencia significativa entre los diferentes tiempos de fermentación por muestra los resultados 

se muestran como mM Equivalente de Trolox/g de muestra (α=0.05, prueba de Tukey). A): Tiempo 0, B): 

Tiempo 6 C): Tiempo 12, D): Tiempo 24 
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Figura 8.Capacidad Antioxidante por DPPH durante la fermentación colónica in 
vitro 

Cada valor representa la media de dos experimentos por triplicado ± DE. Letras mayúsculas diferentes por 

barra expresan diferencia significativa entre los diferentes tiempos de fermentación por muestra los resultados 

se muestran como mM Eq Trolox /g de muestra (α=0.05, prueba de Tukey). A): Tiempo 0, B): Tiempo 6 C): Tiempo 

12, D): Tiempo 24 

 

      Los polifenoles se encuentran unidos a la fibra dietaria y no pueden ser 

hidrolizados por las enzimas digestivas, pero si ser metabolizados por las enzimas 

de las bacterias colónicas. Algunos estudios sugieren que las bacterias del colon 

pueden transformar los compuestos fenólicos en otros compuestos fenólicos que 

contengan menor capacidad antioxidante (Vaz et al., 2022). Similar a los 

resultados reportados a este trabajo, se evaluó la bioaccesibilidad y la capacidad 

antioxidante de café en grano tostado, la mayor capacidad antioxidante fue 

durante la etapa del intestino delgado, mientras que, al llegar a la etapa del colon, 

la capacidad antioxidante disminuyó. El autor menciona que estos resultados son 

debido a las interacciones entre metabolitos y residuos en las muestras de 

fermentación (Wu et al., 2022).  
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         La composición de la microbiota y su interacción con los antioxidantes, 

juegan un papel importante en la regulación y homeostasis de la microbiota 

colónica, para así tener una diversidad de microorganismo que puedan aumentar 

la producción de metabolitos a través del colon (Naliyadhara et al., 2023).  

         Cada individuo posee una diferente microbiota, por lo tanto, contiene 

diferente familias de bacterias, la liberación y la concentración de compuestos 

antioxidantes seria variado, nuestros resultados muestran que el ingrediente en la 

microbiota de los niños autistas tuvieron un mayor capacidad antioxidante durante 

la fermentación, específicamente después del tiempo 6h, por lo que podría 

significar que el contenido de compuestos antioxidantes de nuestro ingrediente 

está siendo utilizado por los microorganismos que se encuentran en su microbiota 

colónica, teniendo así un posible efecto para regular la disbiosis.  

 

 

 

 

 

6.7.1 Perfil fenólico durante la fermentación colónica por HPLC 

 

           En la Tabla 12 se muestran los compuestos fenólicos que llegaron al colón 

después de la digestión in vitro siendo los principales la catequina con mayor 

concentración después del tiempo 6 h de la incubación (p<0.05). Se detectó 

también la presencia del ácido gálico, aunque con menor concentración respecto a 

la digestión gastrointestinal (p<0.05). 

         Es importante mencionar que los datos son la muestra incubada de la 

muestra fecal solamente con TEA .  Para comparar resultados, ya que no se 

encuentra otro trabajo con la misma matriz alimenticia de nuestro trabajo, se 

comparará con los subproductos del cacao. Para la cascarilla de cacao, por 

ejemplo, Cañas et al., (2022), evaluó que le sucedía a los compuestos fenólicos 



 
 

77 
 

durante la simulación gastrointestinal y colónica,  utilizando como muestra la 

harína de cascarilla de cacao. Se encontró que la harina obtuvo un mayor 

porcentaje de bioaccesibilidad de metilxantinas (compuestos mayoritarios de la 

cascarilla) a nivel colónico, mientras que los flavonoides tendieron a ser más 

bioaccesibles (mayor porcentaje) en las etapas de digestión GI, especialmente en 

la fase oral y gástrica. Debido a estos resultados los autores sugieren que la 

matriz alimentaria toma un papel importante al proteger los compuestos fenólicos 

durante la digestión.  

            Otro de los factores que afectan la bioaccesibilidad de los compuestos es 

su unión con la fibra dietaria, lo cual puede afectar la liberación de estos en el 

intestino delgado, pero a la vez puede ayudar a que los compuestos fenólicos 

lleguen a ciertas partes del colon, donde se metabolizan y absorben a través de 

los enterocitos. Por lo tanto el tamaño de partícula y tipo de fibra pueden tener un 

impacto en aumentar o disminuir la bioaccesibilidad (Rocchetti et al., 2022). 

          La absorción total de los polifenoles es del (5-10%) en comparación con 

otros nutrientes; el restante (90-95%) de los polifenoles pueden pasar a la luz 

intestinal del colon y acumularse, desde ahí pueden conjugarse con otros 

compuestos, ser excretados por la bilis y ser metabolizados por las enzimas de la 

microbiota intestinal (Faria et al. 2014). Estas interacciones pueden proteger la 

salud del colon como combatir desordenes gastrointestinales y proteger del 

efectos de patógenos, procesar nutrientes, aumentar la respuesta inmune a través 

de las citoquinas, y no solo eso, sino que la microbiota puede utilizar los 

polifenoles a metabolitos que puedan tener una mayor actividad biológica (Selma 

et al. 2009).  

         En relación con la epicatequina, este es un flavonol presente en los 

polifenoles de la dieta, encontrándose mayormente en frutas, te, vino y chocolate. 

Estos se metabolizan a varios compuestos O-sulfatados, O-glucuronizados y O-

metilados. Para que puedan ser absorbidos es necesario pasar de la epicatequina 

a catequina, para que las bacterias del colon puedan utilizarlos y así producir 

conjugados con el ácido propiónico (Meselhy et al., 1997; Ozdal et al., 2016).  
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        La mayoría de las catequinas son degradadas por la microbiota, por lo que 

una dieta rica en catequinas puede aumentar las bacterias benéficas, también 

puede mejorar las deficiencias cognitivas, reducir estrés oxidante mediante la 

eliminación de radicales, prevenir el daño del ADN y disminuir el deterioro 

cognitivo (Baba et al. 2020). 

 

Tabla 12. Perfil fenólico durante la fermentación colónica in vitro de la fracción no 
digerible del ingrediente de subproductos de cacao incubado con muestras 

colónicas de niños con TEA. 

Compuesto  Tiempo de fermentación colónica (horas) 

  F0 F6 F12 F24 

Ác. Sinápico    0.01± 0.07b ND     0.14±0.09b   0.50±0.43a 

Ác. gálico  25.32± 0.05a     4.77±0.12d   12.60±0.00c 18.60± 0.06b 

Catequina  67.40± 0.13c 439.60±0.02a 153.82±0.07b 29.77± 1.09d 

Epicatequina   0.64 ± 0.01c ND   82.55±0.02a 68.07± 0.04b 

Epigalocatequina 

galato 

 
ND 0.16 ± 0.00 ND ND 

Ác. Siringico   ND ND ND ND 

Ác. Cumárico  0.27±0.00 ND ND ND 

 

Cada valor representa la media ± la desviación de dos experimentos independientes por duplicado Los 

resultados se muestran como µg/g. Letras diferentes por renglón indican diferencia significativa entre 

muestras (Tukey, α 0.05). ND= No detectable. 

 

           

6.8 Actividad de la ureasa en las muestras de la fermentación colónica in 

vitro 

 

            La Figura 9 muestra el porcentaje de actividad de ureasa en las muestras 

de fermentación colónica, en dónde se tomó como 100% de actividad a las 

muestras de NTO. En la (Fig.9A) se muestra la actividad de ureasa en las 

muestras TEA y NTO en ausencia de muestra fermentable. Se observa que en 

todas las horas TEA muestra una mayor actividad de la enzima, respecto a la 
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muestra de NTO (p<0.05). Los resultados sugieren que la enzima ureasa esta 

activa en ambas muestras, siendo mayor en TEA. Esta enzima lleva a cabo la 

hidrólisis de la urea en dos moléculas deNH4+(amonio) y CO2 (dióxido de carbono) 

(Gleich, 2013). Se ha reportado que el amonio se encuentra en mayores 

concentraciones en muestras fecales en niños autistas que niños neurotípicos 

(p<0.05), esto nos puede dar una idea del porque la actividad de ureasa se está 

mostrando con alto porcentaje en el grupo con TEA. 

         Existen numerosas razones que pudieran elevar el amonio, pero una de las 

causas en niños con TEA, es la disbiosis gastrointestinal presente, refiriéndose a 

un desbalance entre las bacterias benéficas y las bacterias patógenas, además de 

las alteraciones en su alimentación, mencionado anteriormente en antecedentes 

(Vanwong et al., 2017). El exceso de amonio se asocia con problemas a nivel 

neurológicos, ya que este compuesto tóxico puede pasar la barrera 

hematoencefálica, agravando así los síntomas del autismo (Mussap et al.,2020). 

Además de que esto tiene relación con las bacterias intestinales que están 

presentes, algunos síntomas y la gravedad de estos están asociados a un 

sobrecrecimiento de Clostridia spp; la presencia de esta bacteria es mayor en 

niños con TEA que en NTO. Entre las bacterias productoras de ureasa se 

encuentran mayormente las bacterias gran-negativas como Bacteroides, 

Firmicutes,Clostridium Perfringens, encontrándose con alto índice en niños con 

TEA (Vanwong et al. 2017)
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Figura  9. Actividad enzimática de la ureasa en muestras de la fermentación 
colónica in vitro. A) Muestras de niños neurotípico y autistas sin ING. B) Muestras de niños autista y 

neurotípicos con INU (inulina). C) Muestras de niños neurotípicos y autistas con ING. Los resultados se 
expresan como porcentaje (%) de actividad y son la media de 2 experimentos independientes por triplicado ± 
DE. Letras diferentes por barra significan diferencia estadística entre muestras (p < 0.05) prueba de Tukey. 
NTO= Neurotípico. TEA= Trastorno Espectro Autista.  
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            Los resultados para el efecto de inulina sobre la actividad de ureasa se 

muestran en la (Fig.9B), comparando el control (NTO), las muestras TEA y NTO 

con inulina. Se observa que la adición de inulina incrementó la actividad de ureasa 

en las muestras de niños con TEA en todas las horas, con un mayor porcentaje al 

tiempo 12 h (p<0.05). Mientras que, en las muestras NTO+INU, no se observaron 

cambios respecto al control en todas las horas.  

              Como se observa la inulina tuvo poco efecto en inhibir la actividad de 

ureasa, resultados similares fueron reportados por de Cosío-Barrón et al., (2020), 

quien utilizó la prueba de ureasa en muestras fecales de sujetos con peso normal 

y sobrepeso, utilizando la inulina como control positivo, encontró que la inulina 

tenía poco efecto en inhibir a la ureasa en ambas muestras. Otro estudio utilizó 

leche fermentada adicionada con inulina en sujetos sanos con peso normal, no 

encontraron algún efecto con la inulina en cuanto a la actividad de ureasa 

(Sairanen et al., 2007). Hasta el momento no se ha encontrado información que 

explique la elevación de la actividad de ureasa al colocar como sustrato inulina. 

       También se ha evaluado el efecto de inulina en la actividad de ureasa en 

muestras fecales de ratas alimentadas con diferentes tipos de fibra; la de salvado 

de centeno (insoluble) y la inulina (soluble). Ambas fibras aumentaron a la 

actividad de ureasa, sin diferencia (p>0.05); los autores concluyen que la 

solubilidad de las fibras no obtuvo un impacto en la actividad metabólica de esta 

enzima (Gråsten et al. 2002).  

          Los estudios sugieren el uso de probióticos, prebióticos y simbióticos 

(combinación de ambos) en niños con TEA, puesto que tienen un impacto positivo 

en regular la microbiota; además de tener un impacto en disminuir las 

concentraciones de amonio, con lo que estaría relacionado al incremento de 
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bacterias benéficas Lactobacillus y Bifidobacterium (Duque et al., 2021). Como 

conclusión, el efecto de la inulina en la actividad de ureasa ha sido poco 

investigado, tanto en modelos in vitro como in vivo, por lo que se recomienda 

realizar estudios posteriores para conocer este efecto, así como de los factores 

que pudieran influir.  

            El efecto del ingrediente sobre la actividad de ureasa se muestra en la 

(Fig. 9C). En cuanto a las muestras con NTO+ING, este logró disminuir la 

actividad de ureasa respecto al control en todos los tiempos (recordando que el 

control es NTO). Mientras que para las muestras TEA+ING, se presentó una 

actividad de ureasa similar a la del control (NTO), por lo que se sugiere que el 

ingrediente tiene un efecto benéfico al reducir la producción de ureasa y 

posiblemente de amonio en muestras fecales de niños con TEA. 

        Regresando a las consideraciones dietarias de los niños con TEA, presentan 

alteraciones en la digestión de proteínas, causadas por diversos factores (como la 

inflamación intestinal, el tipo de bacterias que habitan o la poca producción de 

enzimas que digieren a las proteínas en el intestino). Un factor muy importante es 

que bacterias como Clostridia, Desulfovibrio y Bacteroidetes que se encuentran 

presentes en niños con TEA, digieren proteínas y generan metabolitos por un 

proceso llamado putrefacción, en donde se genera amoniaco, fenoles, sulfuros y 

aminas biogénicas que son perjudiciales para la salud intestinal (Sanctuary et al., 

2018).  

            Se ha sugerido que los niños con TEA presentan desregulaciones del 

metabolismo de purinas; esto en relación que las bacterias intestinales tienen un 

papel en el metabolismo de las purinas y el ácido úrico (Dai et al., 2023). La 

hiperuricemia además se ha correlacionado con efectos adversos, como 

hipertensión, enfermedad cardiovascular, diabetes y también con síntomas de 

trastornos clínicos (Sukasem, 2017).  

         La urea es utilizado como metabolitos de bacterias en el colon, las cuales 

tienen ureasas para degradarlo, este último es utilizado para síntesis de proteínas, 

se reabsorbe por el huésped, y es incorporado a nitrógeno por el metabolismo 
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hepático y excretado en heces (Shen et al., 2015). El amoniaco es el principal 

producto de la fermentación de aminoácidos en el intestino, mencionado en los 

resultados de composición proximal, nuestro ingrediente contiene un alto 

porcentaje de proteínas. El exceso de fermentación de proteínas pueden llevar a 

aumentar este compuesto (Romero-Gómez et al., 2009). Sin embargo, esto puede 

ser regulado si existen suficientes carbohidratos y bacterias sacaroliticas que 

puedan reducir la cantidad de este metabolito (Macfarlane et al., 2012).  

           Por lo que, a pesar de los efectos benéfico sobre ureasa, se recomendaría 

realizar posteriormente un perfil de proteínas y aminoácidos a nuestro ingrediente, 

así como la producción de amoniaco. Es interesante mencionar que es 

ingrediente, a pesar de su contenido de proteínas, logró disminuir la actividad de 

ureasa. Esto puede deberse en gran medida, a que el ingrediente presentó 

contener una alta cantidad de carbohidratos, fibra y compuestos fenólicos que 

pudieran estar regulando la microbiota colónica, y que esto mismo pudieran ya 

tener efectos mayores de salud, como disminuir bacterias qué estén relacionadas 

a la producción de enzimas ureasas y por tanto, de amonio.  
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VII.CONCLUSIONES  

         El ingrediente a base de subproductos de cacao y cascarilla mostró tener 

una alta cantidad de carbohidratos y fibra dietaria en especial de la fibra insoluble. 

Los compuestos polifenólicos del ingrediente a base de vaina fermentada con 

Rhizopus oligosporus y cascarilla de cacao, mostraron durante la digestión y 

fermentación colonica in vitro, ser bioaccesibles. En etapa de colon, los 

compuestos importantes que fueron liberados fueron la catequina y epicatequina, 

por lo que podría tener un efecto potencialmente benéfico a la salud de la 

microbiota colónica. 

          Uno de los resultados más importantes fue el de nuestro ingrediente y su 

efecto en disminuir la actividad de ureasa (hasta llegar a tener un porcentaje 

similar al de un niño neurotípico), por lo que además de tener antioxidantes que 

lleguen al colon, también lo tendría en poder disminuir las concentraciones altas 

de actividad de ureasa y por tanto de amonio, por lo que esto podría indicar 

crecimiento de bacterias benéficas. 

Hoy en día las terapias nutricionales dentro el TEA incluyen tener en la 

alimentación alimentos altos en fibra, prebióticos y probióticos, así como de 

compuestos antioxidantes. El ingrediente puede ser añadido a una formulación de 

un alimento solido completo que los niños con TEA que puedan incluir en su 

alimentación, tomando en consideración las preferencias de alimentos, como son 

la tolerancia, el olor, la textura y el sabor.  

       A pesar de los resultados presentados, es recomendable realizar futuras 

investigaciones, como ampliar el perfil de compuestos fenólicos del ingrediente, 

así como de ensayos específicos para comprobar su posible efecto prebiótico en 

el microbiota de niños autistas.  
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