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Resumen

La vaina de cacao (VC) es el subproducto que mas se produce en la industria del
chocolate y se reporta una dificultad para su eliminacion, por lo que nuestro grupo de
investigacion ha implementado su procesamiento con el objetivo de utilizarlo en la
alimentacion humana. Entre los procesos aplicados, la extrusion y el secado por flujo
de aire han mostrado una modificacibn en sus caracteristicas nutricionales y
nutracéuticas; sin embargo, todavia existe la posibilidad de mejorar su funcién
biologica. El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto del procesamiento por
extrusion y fermentacién en estado sélido (tipo tempeh) de la vaina de cacao
(Theobroma cacao L.) sobre su composicidon quimica, nutracéutica y funcionalidad
biolégica in vitro. La VC fue extruida y después sometida a un proceso de
fermentacion sélida tipo tempeh con Rhizopus oryzae (VF) a diferentes tiempos de
fermentacion, los cuales se determinaron a través del crecimiento micelial. La VF a
las 48 horas (VF48h) revel6 cambios fisicos (pH y humedad) y cambios en la
composicioén quimica incluido el aumento del 50 % de proteina, 40 % de lipidos 'y 79
% de cenizas respecto a la vaina sin fermentar (VSF). La VF48h mostr6 un mayor
contenido de taninos, fenoles y un aumento de la capacidad antioxidante dada
principalmente por los fenoles totales, ademas de un incremento de su
bioaccesibilidad y permeabilidad. Mientras que en la etapa del colon los fenoles,
flavonoides y taninos incrementaron su bioaccesibilidad a las primeras horas de la
fermentacion coldnica indicando actividad metabdlica de la microbiota sobre la
fraccion no digerible de la matriz. Se corroboré por la formacion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC) principalmente el acido propiénico y butirico. Para dilucidar el
efecto de la fraccion no digerible (FND) de la VF en el colon se realizé un andlisis
metaboldmico, el cual corroboré la actividad microbiana de la sintesis de AGCC y
utilizaciéon de los compuestos fendlicos. En conclusion, es la primera vez que se
realiza la fermentacién tipo tempeh en la vaina de caco, la cual mostré un crecimiento
adecuado a las 48 horas, cambios en la composicion nutricional y nutracéutica,
ademas de una mejora de la bioaccesibilidad y permeabilidad de los compuestos
fendlicos.

Palabras clave: vaina de cacao, fermentacion solida, tempeh, nutracéuticos,

subproductos.



Abstract

The cocoa pod husk (CPH) is the by-product that is most produced in the chocolate
industry and difficulty in its elimination is reported, so our research group has
implemented its processing intending to use for human food. Among the applied
processes, extrusion and airflow drying have shown a modification in their nutritional
and nutraceutical characteristics; however, there is still the possibility of improving its
biological function. The objective of this work was to determine the effect of the
processing by extrusion and fermentation in solid-state (tempeh type) of the cocoa
pod (Theobroma cacao L.) on its chemical composition, nutraceutical, and biological
functionality in vitro. The CPH was extruded and then subjected to a tempeh-type
solid fermentation process with Rhizopus oryzae (CPHF) at different fermentation
times, which were determined through mycelial growth. The CPHF at 48 hours
(CPHF48h) revealed physical changes (pH and humidity) and changes in the
chemical composition including an increase of 50 % of protein, 40 % of lipids, and 79
% of ash compared to the unfermented pod (CPHUF). The CPHF48h showed a higher
content of tannins, phenols, and an increase in the antioxidant capacity given mainly
by total phenols, in addition to an increase in its bioaccessibility and bioavailability,
while in the colon stage phenols, flavonoids, and tannins increased its bioaccessibility
In the first hours of colonic fermentation indicating metabolic activity of the microbiota
on the indigestible fraction of the matrix, this was corroborated by the formation of
short-chain fatty acids (SCFA), mainly propionic and butyric acid. To further elucidate
the effect of FND of VF in the colon, a metabolomic analysis was carried out, which
corroborated the microbial activity of the synthesis of SCFA and the use of phenolic
compounds. In conclusion, It is the first time that to do the tempeh fermentation in
CPH which It showed change in nutritional and nutraceutical composition, also to
improve the bioaccesibility and permeation of the phenolic compounds.

Key words: cocoa pod husk, solid-state fermentation, tempeh, nutraceutical, by-

products.
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l. Introduccion

Actualmente en el mundo se producen grandes cantidades de residuos
agroindustriales y orgéanicos, etiquetados como biomasa residual o subproductos.
Estos subproductos representan aproximadamente el 60 % de la biomasa vegetal y
causan diferentes problemas por su eliminacion, debido al volumen y naturaleza
lignocelulésica. Por lo tanto, se propone el procesamiento de estos subproductos a
través de diversas tecnologias. Entre los diferentes subproductos que se reportan
son: el bagazo de cafia de azucar, cascara y cascarilla de café, rastrojo de maiz, paja
de arroz, paja de trigo y subproductos del cacao (Vasquez et al., 2018; Rodriguez-
Garcia et al., 2018).

Los subproductos procedentes del cacao se originan durante la cadena de
produccion, donde los granos de cacao y el mucilago se extraen del fruto y son
utilizados para generar algunos productos. Finalmente, la vaina de cacao (VC) es la
parte exterior del fruto y representa el 70-80 % del peso seco del fruto, por lo que se
produce una gran cantidad de este residuo, y su eliminacion genera problemas de
salud, econdmicos y de producciéon (Campos -Vega, Nieto-Figueroa & Oomah, 2018).

Para el uso de la vaina de cacao se han propuestos diferentes tecnologias de
secado como la deshidratacién por microondas y secado con aire forzado, tanto para
procesarla como para mejorar sus propiedades quimicas y nutracéuticas (Valadez-
Carmona et al., 2017; Chemat et al., 2017; Nieto-Figueroa et al., 2020).

La combinacion de tecnologias para el procesamiento de subproductos como lo
es extrusion ha reportado generar mejora en la composicion y funcionalidad de estos
(Chen et al., 2018; Nieto-Figueroa et al., 2020). Recientemente nuestro grupo de
trabajo report6 que la extrusion combinada con el secado por aire mostré un cambio
en el contenido de taninos, capacidad antioxidante de la matriz y aumento en la
bioaccesibilidad de fenoles, flavonoides y taninos condensados que influyen en la
capacidad antioxidante, especialmente en la etapa intestinal (Nieto-Figueroa et al.,
2020).

Ademas de las tecnologias mecanico-térmicas para el procesamiento de

subproductos y la vaina de cacao, se ha reportado el uso de métodos enzimaticos y

1



herramientas biotecnolégicas como la fermentacion en estado solido (Vasquez et al.,
2018).

La fermentacion sélida, incluyendo el tipo tempeh, la cual es un proceso que se
caracteriza por la restriccion de agua durante el proceso y el crecimiento de
microorganismos, en medios solidos o semisdlidos. Este tipo de fermentacion se
realiza usando hongos filamentosos debido a que pueden transformar residuos con
alto contenido de celulosa, hemicelulosas y lignina a través de sus actividades
enziméaticas extracelulares (y Postigo et al., 2021).

La fermentacién sélida tipo tempeh se ha reportado que se realiza utilizando
Rhizopus oryzae, este hongo es reconocido por la EFSA (Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria) como un microorganismo seguro para su aplicacion en
alimentos y se ha reportado su uso para el procesamiento de alimentos y
subproductos (Batt & Tortorello, 2014; Cantabrana, Perise & Hernandez, 2015). El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del proceso de secado con
flujo de aire, seguido de extrusion y fermentacién tipo tempeh sobre la composicién
quimica y nutracéutica de la VC y su funcionalidad biolégica a través de un modelo
de digestion gastrointestinal y fermentacion col6nica in vitro con la finalidad de

proponerlo como un ingrediente nutracéutico y funcional.

[I. Antecedentes



Il.1 Historia de cacao

El arbol Theobroma es perteneciente a la familia de las Malvaceas e incluye
numerosas formas y variedades. La denominacion Theobroma es un término que en
griego significa “alimentos de los dioses”, esto acuiiado a la importancia historica que
ha obtenido (Salas & Hernandez, 2015). Theobroma se describe como un arbol de
12 a 20 metros de altura con un tallo de corteza oscura, ramas cafés y vellosas, las
hojas son cactaceas simples y forma redonda (Dostert et al., 2011). Hasta el
momento existen 22 especies descritas, las cuales se clasifican en diferentes linajes
genéticos: Criollo, Forastero y Trinitario. ElI grupo Criollo perteneciente a la
subespecie Theobroma cacao L., se distingue por sus frutos con cubierta delgada y
una pigmentacion rojiza; su distribucion comercial es vista en Venezuela, México,
Nicaragua, Guatemala y Colombia. Por otra parte, el grupo Forastero se caracteriza
por su fruto color verde-amarillo, una cubierta gruesa y semillas redondas y
aplanadas. Este grupo de fruto se ve presente en areas amazdnicas como en Brasil,
Africa Occidental, América Central y el Caribe (Figura 1); pertenece a la subespecie
Theobroma cacao L. Shpaerocarpum. Finalmente, el Trinitario es un grupo que se
distingue por ser de origen hibrido de las formas del grupo Criollo y Forastero (Dostert
et al., 2011).



Figura 1. Caracteristicas fisicas de la vaina de cacao.

Desde tiempos prehispanicos el cacao se define como un fruto de importancia
cultural por los diferentes usos cotidianos y simbolismo. Diferentes culturas indigenas
han nombrado al cacao de diversas maneras, como: Kakaw (maya), cacahuatl
(ndhuatl), si ce (mixteco), chudenchu (otomi), biziaa (zapoteco) (Salas & Hernandez,
2015). Segun datos histoéricos, la civilizacion olmeca fue la primera en descubrir el
sabor del cacao, el cual era mezclado con agua, especies y hierbas, ademas de ser
los primeros en cultivar dicho fruto. Con el tiempo el cacao se extendié a otras
culturas, obteniendo diferentes significados y usos por los usuarios indigenas.
Posteriormente, con la conquista de los espafioles, el cacao pudo extenderse a
Europa, obteniendo asi cierta transformacion y adaptacién de acuerdo con la region
(Salas & Hernandez, 2015).

[I.1.1 Importancia del cacao en México

De acuerdo con SAGARPA en 2017, el consumo per capita de cacao en México
fue aproximadamente de 0.5 kg, esto es debido a que no es parte de nuestra
alimentacion diaria y su uso es dirigido a la industria chocolatera (SAGARPA, 2017).



En 2007 México ocupaba el séptimo lugar como productor mundial del cacao,
generando aproximadamente 40 mil toneladas al afio. Para el 2012, el pais ocupaba
el doceavo lugar, con menos del 2 % de la produccion mundial, aportando cerca de
las 27 mil toneladas, esto es debido al déficit de tecnificacion para la materia prima,
y el minimo apoyo a los agricultores (SAGARPA, 2017; Ocampo et al., 2012).

De acuerdo con las caracteristicas climatolégicas del sur del pais (bosques
huimedos tropicales con clima calido y una altitud de 500 metros sobre el nivel del
mar) los principales productores nacionales de cacao son Tabasco (66 %) y Chiapas
(33 %), el resto se produce en Oaxaca, Guerrero y Veracruz (SAGARPA, 2017).

I1.1.2 Procesamiento del cacao

El procesamiento del fruto de cacao consta en primera instancia de la recoleccion
del fruto sin estropearlos; posteriormente se lleva a cabo la fermentacion, que es el
proceso donde el aroma y sabor se desarrollan. Este proceso consiste en almacenar
el fruto en cajones y cubiertos con hojas de banano. Bioquimicamente los azlUcares
del mucilago se fermentan y se produce acido acético, que se evapora, las semillas
se hinchan y obtienen un color café y forma de almendra, ademas se reduce el
amargor y la astringencia (Liendo, 2015). A continuacion, se realiza el secado (< 65
°C/7 dias), cuyo objetivo es reducir su humedad; esto se logra con el calor solar o
calor artificial (camaras de secado). Ambos procesos son de suma importancia, ya
gue si se excede o es insuficiente puede afectar al sabor del cacao. Para continuar
con el proceso, es necesario realizar una limpieza del grano que consiste en retirar
cuerpos extrafios y granos defectuosos (Liendo, 2015; Oliveras-Sevilla, 2007).

Las siguientes etapas son primordiales para maximizar todas las cualidades
organolépticas del cacao. Durante el descascarillado la cubierta del exterior de la
semilla es eliminada; posteriormente se realiza el tostado (130 °C/15-20 min) que
consiste en disminuir ain mas la humedad (7 % p/p de humedad interna). Esta ultima
es una etapa en donde se potencializan sus cualidades aromaticas y sabor (Lu et al.,
2018). En esta parte del proceso se obtiene la vaina de cacao, que constituye el 66

% p/p del fruto, la cual es usada como alimento para animales, pero en los ultimos



afos se ha investigado otras funciones y caracteristicas nutracéuticas (Liendo,
2015).

Una vez que el grano tiene las caracteristicas organolépticas deseadas, se
procede arealizar la obtencién de la pasta de cacao, la cual es sometida a un proceso
de molturacion para lograr una mezcla espesa. De la pasta procesada se obtienen
dos derivados, la manteca de cacao y “torta de cacao” las cuales se obtienen
mediante prensado a alta presion. La torta de cacao se tritura para obtener cacao en
polvo, mientras que la manteca de cacao conocido como aceite de Theobroma, es

destinado a otras industrias (Figura 2) (Lu et al., 2018).
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Figura 2. Procesamiento del fruto de cacao. Imagen adaptada de https://www.sucden.com/

Los subproductos obtenidos del procesamiento del fruto de cacao son: la vaina
de cacao, cascara de granos de cacao y el mucilago (Figura 3), considerados como
residuos organicos o definido en los ultimos afios como biomasa residual. Sin
embargo, se han empezado a estudiar sus propiedades nutricionales con la finalidad
de encontrar un uso como ingrediente de valor agregado en la produccion de

alimentos o biocombustibles (Vasquez et al., 2018).
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Figura 3. Principales subproductos de la vaina de cacao. Imagen adaptada de
Vasquez et al., (2018)

[1.1.3 Subproductos del cacao

Los subproductos o residuos organicos son aquellos componentes del fruto que
se consideran desperdicio; sin embargo, se ha optado por nombrarlos biomasa
residual, la cual representa un 60 % del fruto. De manera general, la produccion de
esta biomasa se genera a grandes volumenes y se dificulta su eliminacion,
contribuyendo a problemas de salud, econémicos, de produccién y fitosanitarios
(podredumbre de la vaina). Entre los ejemplos de biomasa residual, se pueden
mencionar el bagazo de la cafia de azlcar, cascara de café, los rastrojos de maiz,
arroz y trigo, asi como en lo que nos compete, los subproductos del cacao (Vasquez
et al., 2018).

Los subproductos del cacao representan un problema en paises especializados
en la cosecha y transformacién de la materia (cosecha 2015-2016: 3.9 millones de
toneladas, produciendo 16 millones de toneladas de residuos), pero a la vez un area
de oportunidad en el uso de la biomasa del cacao por sus recientes hallazgos
nutracéuticos y ser un residuo barato, reusable y abundante (Vasquez et al., 2018).
El procesamiento de los residuos organicos a través de herramientas biotecnoldgicas
permite la obtencion de compuestos de valor agregado como: pectinas, polisacaridos

fermentables, polifenoles, etc. (Vasquez et al., 2018).



[1.2 La vaina de cacao

Il.2.1 Caracteristicas fisicas

Del arbol Theobroma cacao crece la vaina de cacao que se caracteriza por ser
un fruto grande de color amarillo o marrén de 15 a 30 cm de largoy 7 a 10 cm de
grueso, en el interior se puede encontrar una pulpa color blanco y unos cincuenta
granos (Figura 1). El grano de cacao forma un 30 % del peso total de fruto, el otro
70 % es la vaina, de la cual se han podido extraer otros compuestos para su estudio.
La vaina de cacao se compone de tres elementos, el epicardio, la capa mas externa
gue esta en contacto directo con el medio externo, cambiando de color conforme la
maduracion del fruto se va presentando. La siguiente capa es el mesocarpio, que
muestra una estructura mas sélida y que junto con el endocarpio, mantiene a los
granos en su posicidon ademas de brindar proteccion, una caracteristica extra del
endocarpio es proveer un aceite para la proteccion de los granos. Cada una de las

capas tiene una composicion quimica diferente (Mohd et al., 2018).

I1.2.2 Composicién quimica

La vaina de cacao cruda se distingue por ser rica en fibra y proteina, pero es
necesario someterla a pretratamientos térmicos para procesarla para las diferentes
industrias que hacen uso de este fruto (Tabla 1). De acuerdo con el procesamiento
gue se aplique cambia su composicién quimica. Por ejemplo, el molido en seco
incrementa el contenido de proteina, carbohidratos y fibra dietaria, de la cual
sobresale la fibra insoluble y lignina. En cambio, con secado en horno y molido a 80
°C con un molido de 22 um por un dia, su composicion se caracteriza por tener un
mayor contenido de cenizas y fibra insoluble de la cual se distingue la celulosa,
hemicelulosa y lignina. El procesado en horno y molido (40-45 °C, <1.68 mm) causa
un incremento de la fibra total y derivados insolubles (Tabla 1). Por otro lado, la vaina
fermentada de acuerdo con el tipo de microorganismo y composicion del ambiente
presenta un cambio en el contenido de proteina, grasa, fibra total, cenizas y humedad

(Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah, 2018).



Tabla 1. Composicion quimica (%) de la vaina de cacao cruda y procesada

Componente (%) Sin Picada Molido Secado en | Secado en Secado
procesar (L cm) en seco hornoy hornoy natural y
(< Imm) molido molido molido
(80°C/1 (40-45°C/ (0.40-
dia/ 22 <1.68mm) 0.45mm)
pm)
Proteina 5.9-9.1 8.4 8.6 2.1 9 -
Lipidos 1.2-10 - 1.5 1.5 2.0 -
Carbohidratos 17.5-47 20.6 32.3 17.5 13 -
Totales
Fibra total 22.6 55.7 36.6 60 74
Ciani
'gnina 35.7 38.8 21 24.2 19.4 147
Hemicelulosa - 6.0 - 8.7 - 37
Celulosa - 35.3 - 26.4 35.4
Cenizas 5.9-13.0 - 6.7 9 8 12.3
Humedad 6.4-14.1 - - 10.5 8.5 14

Datos obtenidos de: Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah (2018)

En cuanto a las cenizas, Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah (2018) reportan
variacion del contenido segun el nivel de la capa de la vaina de cacao (Tabla 2); el
alto porcentaje predomina en el epicarpio y pericarpio de la vaina. Respecto al
contenido de aminoacidos de la vaina de cacao esta reportado que contiene; acido
aspartico, acido glutamico, arginina, histidina, lisina, prolina, valina, leucina y
metionina por lo que lo hace un polimero con alto valor biolégico (Campos-Vega,
Nieto-Figueroa, & Oomah, 2018; Vasquez et al., 2018).

Tabla 2. Composicion mineral de la vaina de cacao

Minerales Contenido
Vaina de Epicarpio Mesocarpio Endocarpio | (mg/100g de
Cacao (%) (%) (%) (%) materia
seca)
Ca 0.32 0.58 0.19 0.13 254




K 3.18 4.61 1.56 2.66 2768
P 0.15 0.16 0.06 0.09 -
Mg 0.22 0.39 0.10 0.15 110.9
Na 3.1 9.1 6.0 7.2 10.5
Zn 40.4 64.9 23.5 30.8 39.74
Fe 90.1 197.1 106.3 112.4 5.8
Cu 7.2 13.2 5.6 7.1 6.18
Mn 33.6 103.2 21.3 31.9 35.72

Datos obtenidos de: Campos-Vega et al., (2018); Vasquez et al., (2018).

[1.2.3 Composicién nutracéutica

De acuerdo con diversos estudios se ha podido identificar en la vaina de cacao
compuestos organicos con una funcién en los seres humanos, ademas de las
diferentes aplicaciones en la industria alimentaria. A continuacion, se describen
caracteristicas, funcion y uso en la industria alimentaria de los diferentes compuestos

nutracéuticos de la vaina de cacao (Vasquez et al., 2018).

[1.2.3.1 Compuestos nutracéuticos

Los nutracéuticos son sustancias aisladas de los alimentos que proveen un
efecto fisioldgico. Entre estos compuestos se incluyen los antioxidantes, que se
definen como las sustancias en los alimentos que, al estar presentes a bajas
concentraciones en presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la
oxidacion de este. Los sistemas antioxidantes se denominan en funcion de los
mecanismos de accion. Estos mecanismos son: antioxidantes de prevencién, (impide
la formacién de radicales libres, secuestro del metal por quelacién e inactivacion del
oxigeno activo) antioxidantes eliminadores de radicales (renuevan radicales al inhibir
su propagacion de estos) y enzimas de reparacion y de novo (reparan dafios y
reconstituyen la membrana) (Gonzalez-Aguilar et al., 2017).

En general, los compuestos antioxidantes participan en la disminucion de
especies reactivas de oxigeno, lo cual frenan cierta respuesta celular, como: el
crecimiento celular acelerado, el dafio del ADN previniendo la formacién de células
dafinas, inhibicion de la expresién de genes inflamatorios, por Gltimo y no menos
importante el uso antifungico y bactericida natural (Amorim et al., 2016; Gonzalez-
Aguilar et al., 2017).
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De acuerdo con el método de extraccion varia el porcentaje de concentracion de
estos compuestos bioactivos, de los cuales se reporta la presencia de compuestos
fendlicos (catequina, quercetina, epicatequina, &cido galico, acido cumarico),
terpenos (crisoplenol) flavonoides y &cido linoleico (Tabla 3) (Campos-Vega, Nieto-
Figueroa, & Oomah, 2018).

Lo antes mencionado se reportd en un estudio, donde evaluaron el efecto de tres
métodos de procesamiento de la vaina de cacao en el rendimiento de compuestos
antioxidantes; los métodos fueron: secado por aire caliente (60 °C/24 h/0.1 ms™ la
velocidad del aire), secado en microondas (595 W/11.5 min) y secado en frio
(muestra liofilizada 20-40 Pa con temperatura de la camara 20 °C y condensador a -
60 °C/24 h). Reportaron que el contenido fendlico total aumenté en las muestras
tratadas con secado frio 5.8 veces de la muestra inicial (323.7 £ 26.5 mg equivalente
de acido galico (GAE)/100 g). Mientras que el contenido de flavonoides total, en el
secado por frio y microondas tuvo un aumento de 6.1 veces en relacién con la
muestra inicial (97 mg equivalente de epicatequina (EE)/ 100 g muestra seca),
ademas de mostrar una fuerte actividad enzimética. Estos fenoles pueden ser
hallados en la misma pared celular, lo cual se ha visto que en modelos de digestion
in vitro de la fibra de algunos alimentos han permitido mostrar que, durante el proceso
de la digestion gastrica, intestinal y fermentacién coldnica, hay un porcentaje de la
liberacion de polifenoles (Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah, 2018; Valadez-
Carmona et al., 2017).

Tabla 3. Composicién nutracéutica de la vaina de cacao

Valadez- | Vasquez Campos- Vega et al., 2018
Carmona et al.
C t '
Om?(;:);]en € et al., 2018
2017
. Acido | Acido | Acido Agua Agua
Catequina 36 - g o HCI o 100
acético | nitrico | citrico 50°C oC
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Quercetina 22

Epicatequina 21
Acido galico 12
Acido cumérico 7
Acido 5
protocatechuico
Taninos 5.2
Teobromina 0.34

Fenoles totales
mg GAE/100g 323.7

Pectina 8-11 9.8 10.1 11.7 | 7.5 12.6

(% rendimiento)

460-690

11.2.3.2 Fibra dietaria de la vaina de cacao

Segun el Codex Alimentario, la fibra dietaria o fibra alimentaria se define como
polimero de carbohidratos con mas de nueve monémeros no digeribles con efectos
funcionales en el cuerpo humano (FAO, 2009; Bader Ul Ain et al., 2018). La FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y Alimentacién) reconoce
a la celulosa, hemicelulosa, pectinas, inulina y almidones resistentes como parte de
la fibra dietaria. Mientras que a la lignina y compuestos menores (polifenoles, ceras,
saponinas, fitatos y fitoesteroles) como asociados de la fibra, siempre y cuando éstos
se encuentren en la pared celular vegetal (FAO, 2009). Como se menciono, la fibra
es considerada como un polisacéarido no digerible, ya que los enlaces quimicos que
lo constituyen lo hacen resistente a las enzimas del intestino delgado, pasando
directamente al colon, donde se encuentran bacterias que permiten la transformacién
a acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Vilcanqui-Perez & Vilchez-Perales, 2017,
Bader Ul Ain et al., 2018).

Existen diversas maneras de clasificar la fibra dietaria, la mas comun es por el
tipo de solubilidad en agua, la cual se divide en soluble e insoluble. En el apartado
de fibras solubles, se encuentran pectina, inulina, B-glucanos, galactomananos,
gomas y almidon resiente; mientras que en el grupo de fibra insolubles lignina,
celulosa, hemicelulosa (Vilcanqui-Perez & Vilchez-Perales, 2017; Maphosa &
Jideani, 2015) (Tabla 4). Ambos tipos de fibra pueden encontrarse en alimentos
como: cereales, nueces, frutas y verduras (Bader Ul Ain et al., 2018).

Tabla 4. Componentes y clasificacion de la fibra dietaria
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Celulosa, Hemicelulosa Fibra No
insoluble fermentable
0 Hemicelulosa
n 8 12 .
@ S| & 8 B-glucanos Fibra
8 | g E 3 Pectinas soluble
5§93 |
é % > g Gomas y mucilagos Fermentable
g | Z| Galactomananos, alginatos, Fibra
© arabinoxilanos, carreganos insoluble
Almidon resistente
Oligosacéridos resistentes (rafinosa, Fibra
estaquiosa, verbacosa) soluble
No Lignina Fibra No
C insoluble fermentable
H Compuestos bioactivos (polifenoles, Fibra
carotenoides, fitoesteroles, etc) soluble

Datos obtenidos de: Mataix-Verdu, 2015. No carbohidratos (No CH).
Los diferentes beneficios que aporta la fibra dietaria varian de acuerdo con el tipo

de fibra (soluble e insoluble). Se ha reportado que la fibra soluble tiene acciones
fisioldgicas como: induccién a la saciedad, control de la glucemia, actividad
antiinflamatoria, regulacion de sintesis de colesterol enddgeno y la dltima y mas
importante la fermentacion colonica. Por otro lado, la fibra insoluble mejora el
peristaltismo intestinal, aumento del volumen fecal y aumento de la presién
intraintestinal (Maphosa & Jideani, 2015; Gerschenson, Rojas & Flssore, 2019).
Entre las funciones tecnolégicas que se reportan se incluyen: emulsionantes, agente
espesante, estabilizantes, agente floculante, formador de peliculas, inhibidor de la
cristalizacion, disminucion del indice glucémico de los alimentos, la mayoria de las
funciones estan acufiadas a la fibra soluble (Bader Ul Ain et al., 2018).

Respecto a la vaina de cacao, esta se compone de tres capas diferentes, las
cuales varian en el contenido de polisacaridos (Tabla 1). La primera capa esta
definida como epicarpio, su composicion estd dada en mayor proporcién por la
hemicelulosa (50 %), que es un componente ubicado en la pared celular y es la
vinculacion entre la lignina y la celulosa; se diferencia por ser un heteropolisacarido
conformado por glucosa, galactosa, manosa, xilosa y arabinosa. La segunda capa

reportada es el mesocarpio, que se distingue por conformarse solamente de celulosa
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(53 %), el cual es un homopolisacarido compuesto de unidades de glucosa. La ultima
capa de la vaina de cacao es el endocarpio que lo constituye la pectina (59 %), se
caracteriza por ser un polimero de tipo heteropolisacarido, constituido de unidades
de acido galacturoénico, agregado esencial en la composicion de la pared celular de
la vaina de cacao y otros organismos del grupo plantae (Campos-Vega, Nieto-
Figueroa, & Oomah, 2018; Galanakis, 2019).

[1.2.3.2.1 Pectinas

La vaina de cacao estd compuesta en mayor proporcion de los siguientes
polisacéridos insolubles: celulosa, hemicelulosa y pectinas (Vasquez & et al., 2018).
Esta ultima se caracteriza por ser un polimero conformado por &cido galacturénico
con enlaces a-1,4 y con cadenas laterales de galactosa, glucosa, ramnosa Yy
arabinosa, de acuerdo con el monosacéarido que conforme las cadenas laterales es
el grado de solubilidad (Mataix-Verdu, 2015). Para hacer uso de este polimero es
necesario realizar su extraccion. Se ha propuesto la extraccién de pectinas mediante
agua caliente (50 y 100 °C) o el uso de diferentes acidos organicos (acético, nitrico,
citrico, clorhidrico), estos ultimos de acuerdo con el tipo de &cido y concentracién
pueden variar la composicion de la pectina (Tabla 3) (Campos-Vega, Nieto-Figueroa,
& Oomah, 2018). La mejor extraccion se ha reportado con &cido citrico y agua a alta
temperatura, lo cual se caracteriza por tener un bajo grado de metilacién, contener
malto-oligosacaridos, proteinas y calcio. Estas mismas caracteristicas lo sitian como
un polimero importante en la industria alimentaria ya que se usa como agente
antimicrobiano, encapsulante (en la industria del yogurt para proteger a los
prebidticos), espesante, gelificante y estabilizantes (Priyangini et al., 2018). Ademas
del papel que juegan en la industria alimentaria, también se han descrito beneficios
a la salud, entre los que destacan: efecto antiinflamatorio, bloqueador del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleucinas, prolongacién de vaciado gastrico y

reduccion de colesterol en modelos in vivo e in vitro (Amorim et al., 2016).
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[I.3 Métodos para el procesamiento de la vaina de cacao

Como se menciondé en los capitulos anteriores, la vaina de cacao esta
considerada como un subproducto rico en fibra insoluble y otros compuestos por lo
gue se ha optado por aplicar diferentes procesamientos con la finalidad de obtener
un producto con valor agregado. Entre los procesos aplicados a la vaina, el
procesamiento por secado ha mostrado un aumento en el porcentaje de fibra soluble,
proteina y compuestos bioactivos, volviéndolo un producto de uso en diferentes
industrias, por ende, se ha apostado por otros métodos para conocer sus efectos en
la vaina de cacao (Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah, 2018).
Inicialmente los procesamientos implican un fraccionamiento, el cual es un proceso
crucial ya que elimina todo compuesto que no es fibra. Posteriormente, acorde al
objetivo de la investigacion o aplicacién es el tipo de método a elegir; entre los
métodos mas usados se encuentran: procesamiento mecanico (pulverizado, molido,
micronizacién), extrusion, procesamiento térmico (secado, coccion, tostado),
tratamiento quimico (acidos, alcalis), enzimatico y microbiolégico (fermentacion). El
método de extrusidbn y enzimético se encuentran entre los que mejoran la
funcionalidad de los alimentos ricos en fibra (Gerschenson, Rojas & Flssore, 2019).
Cabe mencionar que el método usado dependera del porcentaje de fibra en el
alimento y las caracteristicas quimicas de la fibra (naturaleza quimica, grado de
polimerizacién y presencia de oligosacéridos). Ademas, es importante recalcar que
el objetivo del procesamiento de estos subproductos es mejorar su composicion
estructural, quimica y nutracéutica con la finalidad de brindar una mayor
bioaccesibilidad de sus compuestos bioactivos y funcionalidad en la industria de
alimentos (Elleuch, et al., 2010; Maphosa & Jideani, 2015).

Il. 3.1 Extrusién

La extrusion es un proceso automatizado que combina diversas operaciones
como el mezclado, calentamiento y cizallamiento de los alimentos en corto tiempo
hasta conseguir una masa semisoélida (Chen et al., 2018).

El proceso inicia con el ingreso de la materia prima al barril extrusor a través de

una tolva, sufriendo un pre-acondicionamiento con agua y calentamiento a baja
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temperatura, posteriormente la mezcla pasa a través del extrusor por un orificio o
matriz con la ayuda de un piston o un tornillo giratorio dentro del barril, las secciones
de la maquinaria se pueden observar en la (Figura 4) (Dang & Vasanthan, 2018). El
proceso difiere de cada objetivo de la investigacion, ademas de la variedad de las
muestras.

La extrusion es un método innovador para el procesamiento de la vaina, por ello
se han tomado de referencia otras matrices alimentarias que se caracterizan por ser
ricas en fibra insoluble. Entre las condiciones que se proponen: temperatura de 90 a
130 °C, humedad del alimento de 25-35 %, velocidad del tornillo 160-220 rpm y
secado posterior a 60 °C/6 h, utilizando una extrusora de corona doble tornillo (Chen
et al., 2018; Nikmaram et al., 2017; Salazar-Lopez et al, 2016).

La accién mecanica de la extrusién origina una ruptura de enlaces covalentes de
los polisacaridos insolubles liberando los compuestos solubles. Por lo que se puede
observar en cualquier matriz alimentaria un aumento de fibra soluble, mayor
retencion de aminoacidos, vitaminas y minerales, gelatinizacion del almidén,
disminucion de la oxidacion de lipidos y disminucién de factores anti-nutricios
(oxalato, fitato, inhibidores de enzimas, hemaglutininas, saponina) (Nikmaram et al.,
2017; Chen et al., 2018; Dang & Vasanthan, 2018; Zhong & et al. 2018).

Motor Zona de Primera zona
alimentacion de calentamiento Segunda zona
de calentamiento

Cortador

Tornillo sin fin

Caja de
velocidades
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Figura 4. Componentes del extrusor de alimentos. Adaptado de: Cervantes-Ramirez et al.,
(2020).

11.3.2 Proceso de fermentacion

Son diferentes los métodos que se utilizan para el procesamiento de los
alimentos, contribuyendo a la mejora de su digestibilidad y composicion quimica.
Entre ellos, la fermentacion, el cual es un procesamiento antiguo pero que en los
ultimos afos ha recuperado importancia tecnoldgica y cientifica (Anal, 2019).

La fermentacion se define como un proceso metabdlico para obtener compuestos
organicos sin la participacion de un agente oxidante. Tiene la finalidad de preservar
los alimentos mediante la formacion de acidos organicos, la inhibicion de patégenos
o eliminacién de compuestos tdxicos por la accion fungica y la mejora del valor
nutricional (aumento de proteinas, acidos grasos, vitaminas) (Bourdichon et al., 2012;
Urbonaviciene et al., 2014).

El proceso de fermentacién es llevado a cabo por algunos microorganismos,
principalmente: hongos, levaduras y bacterias (bacterias lacticas). Para que los
microorganismos puedan llevar a cabo el proceso fermentativo es indispensable
contar con condiciones especificas y apropiadas en el ambiente, alimento o cultivo,
tales como: temperatura, presencia o ausencia de oxigeno, pH, actividad de agua y
tipo y contenido de nutrientes; los factores antes mencionados permitiran la
sobrevivencia del microorganismo y la actividad de enzimas.

Muchas enzimas son obtenidas de bacterias y en mayor parte de hongos, con la
finalidad de ayudar a la produccion de otros alimentos, ademas de permitir a los
microorganismos llevar a cabo la fermentacion. Entre las enzimas que destacan se
encuentran las proteasas (tripsina, papaina, renina, quimosina), sacarasas (amilasa,
lactasa) y lipasas; todas ellas participan en la degradacion de compuestos complejos
en compuestos simples, por ende, se desarrollan precursores de sabor, aroma y
pigmentacion, los cuales contribuyen a la mejora tecnolégica y nutricional del
alimento (Anal, 2019).

De acuerdo al tipo de microrganismo varia el tipo de fermentacién en la matriz

alimentaria, por ende la reaccién metabdlica y el tipo de sustrato sintetizado, como:
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fermentacion alcohdlica, lactica, acética, butirica, férmica, metanica y malolactica,
todas generadas por bacterias. En cambio, levaduras y hongos tienen mayor afinidad
por el tipo de fermentacion alcohdlica, lactica y acética (Tabla 5) (Anal, 2019).

Existen dos métodos de fermentacion: el cultivo sumergido y la fermentacion en
sustrato solido. En el cultivo sumergido existe una mayor disponibilidad de agua en
el medio, los nutrientes provienen de fuentes diversas, se constituye de una fase
liquida y una gaseosa, se requiere de un indculo pequefio y el producto final se
encuentra diluido en el medio. Este método es realizado en su mayoria por bacterias
(Tabla 5) (Cuoto & Sanroman, 2006).

La fermentacion en sustrato solido; se caracteriza por la restriccion de agua en
el alimento, disminucion del crecimiento microrganismos que no son de interés. Los
microorganismos que logran crecer y desarrollarse exponen cualidades Unicas, este
tipo de fermentacion es realizado por pocas bacterias y principalmente por hongos o

levaduras (Tabla 6).

Tabla 5. Microorganismos utilizados en la fermentacion con cultivo sumergido

Tipo de Microorganismos Sustratos Productos
fermentacion
Alcohdlica Saccharomyces Malta de Etanol, vinos,
cerevisae, Candida cebada, cervezas,
seudotropicalis, cereales, licores, pan,
Torulopsis, Mucor, arroz, maiz, salsas.
Kluyveromyces trigo, cafia de
fragilis azlcar,
melaza, sorgo,
soya.
Lactica Streptococcus Leche, suero
h . thermophilus, lactis, de leche, Yogur, suero de
omofermentativa ! )
fecalis; Pediococus vegetales, |
. eche, queso,
cerevisae, sacarosa
Lactobacillus lactis,
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acidophilus, mantequillas,
bulgaricus, casei .
—— encurtidos
Lactica Leuconostoc Leche, suero
. mesenteroides, de leche,
heterofermentativa ) .
Lactobacillus brevis, vegetales,
fermenti, sacarosa
Bifidobacterium
bifidus
Propionica Propionibacterium Productos Acido
freundenreichii, lacteos, propionico,
shermanii, glucosa, acido aceético
Micrococcus sacarosa,
lactylicus, Clostridium pentosas,
propionicum acido lactico,
acido malico
Butirica Clostridium Almidon, Acido butirico,
butyricum, pectina, acético,
Clostridium spp. proteinas, férmico, lactico,
etanol. succinico,
alcoholes
Malolactica Leuconostoc oenos Acido malico | Vinos blancos,
rojos y cidra

Datos obtenidos de: Puerta- Quintero, (2010).

Entre las ventajas y requerimientos que presenta este método, son:
disponibilidad de agua restringida, crecimiento de microorganismo de interés y
nutrientes que provienen del sustrato solido. Se requiere de un inoculo abundante
para iniciar el cultivo y se obtienen productos de importancia en la industria
alimentaria (enzimas, saborizantes, acidos organicos, etc.) (Cuoto & Sanroman,
2006).

Como se observa en la Tabla 6, son varios los microorganismos utilizados para
la fermentacion solida, pero los hongos son los microorganismos que mejor se
adaptan a este proceso de fermentacion, debido a su crecimiento en forma de
micelio, tolerancia a baja actividad de agua y resistencia a la alta presion osmdtica.
Entre los subproductos usados como sustrato para la fermentacion solida, se
encuentran: bagazo de cafia de azucar, yuca, naranja, manzana, uva, café usado,

salvado, paja de arroz, paja de trigo, harina de maiz y trigo. En la Tabla 7 se
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presentan alimentos tradicionales obtenidos a través de la fermentacion en sustrato
sélido (Cuoto & Sanroman, 2006).

11.3.2.1 Beneficios del consumo de alimentos fermentados

En paises occidentales y europeos se ha empleado la fermentacion
principalmente para la conservacion de alimentos mediante la formacion de acidos
orgénicos. Por lo tanto, en paises orientales han centrado el uso de la fermentacién
como proceso de conservacion y potenciador de las propiedades organolépticas y
nutricionales de los alimentos, usando principalmente los hongos como cultivo
iniciador. Por ejemplo, en Asia se ha desarrollado alimentos basados en proteina
vegetal utilizando diferentes clases de hongos para el proceso de fermentacién en
estado sélido, mostrando una mejora en la composicion de algunos alimentos
(Giraffa, 2004).

Tabla 6. Microorganismos empleados en la fermentacion de sustrato solido y
ejemplos de su uso

Microorganismo Ejemplo de fermentacion en sustrato
soélido
Bacteria
Bacillus sp.
Pseudom_onas SP. Composta, ensilado, produccion de
Serratia sp.
Streptococcus sp. alimentos.

Lactobacillus sp.
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Clostridium sp.

Levaduras
Endomicopsis burtonii
Saccharomyces cerevisiae Produccion de ta-peh, procesamiento
Schwanniomyces castelli de alimentos, produccion etanol,
produccion de amilasa.
Hongos
Phanerochaete chrysosporium Composta, degradacion de lignina.
Amylomyces rouxii Produccion de ta-peh.
Aspergillus oryzae Produccion de salsa de soja, sake y
vinagre de arroz.
Rhizopus oligosporus Produccién de tempeh.
Aspergillus niger Produccién de amilasa, &cido citrico.
Penicilium notatum, roquefortii Produccion de penicilina y queso.

Datos obtenidos de: Cuoto & Sanroman, (2005).

A través de la fermentacion, los alimentos o en este caso subproductos sufren
una modificacion quimica, mejorando su digestibilidad y contenido nutricional debido
a la formacion de metabolitos producidos por hongos o bacterias, pueden aportar un
efecto positivo a la salud humana (Tabla 8). Ejemplo de ello, a través de la
fermentacion se aumentan el contenido de vitaminas (B2, B9, B12 y vitamina K),
sintesis de melatonina, sintesis de compuestos bioactivos, formacion de péptidos
gque originaran efecto antioxidante, efecto probidtico, hipocolesterolemico,
anticancerigeno, antiinflamatorio, antimicrobiano, antitrombotico (Sanlier, Basar-
GoOkcen & Ceyhun-Sezgin, 2017).

Tabla 7. Alimentos producidos por fermentacion en sustrato sélido
Materia prima | Alimento producido Microorganismo
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Soya Ketjap Aspergillus oryzae
Legumbres Kimchi Bacterias lacticas
Arroz, soja Miso Aspergillus niger y bacterias lacticas
Soya Sufu Mucor sp
Soya Tempeh Rhizopus oryzae
Arroz Torani Candida, Saccharomyces

Datos obtenidos de: Cuoto & Sanroman, (2005).

11.3.2.2.1 Fermentacion con Rhizopus oryzae

La fermentaciébn por hongos se ha desarrollado desde la antigledad,
actualmente la industria alimentaria en Asia se ha centrado en evaluar la
funcionalidad de diferentes especies de hongos y levaduras mediante la
fermentacion en sustrato sélido (Tabla 6 y 7). Entre los diferentes tipos de hongos
Rhizopus es en el que investigadores han tenido un mayor interés, el cual se
caracteriza por ser saprofito y colonizar material organico. Rhizopus estd compuesto
por 10 especies, entre ellas se encuentran las especies relacionadas al
procesamiento de alimentos: Rhizopus oligosporus y Rhizopus oryzae. Esta Ultima
presenta caracteristicas de interés para la produccion de alimentos, como el aumento
de la bioaccesibilidad por la presencia activa de amilasa, lipasa y proteasas, ademas
del catabolismo y anabolismo de hexosas o pentosas segun la presencia o ausencia
de oxigeno. Por ejemplo, Rhizopus en condiciones aerébicas, induce la
transformacion de hexosas de la matriz a piruvato y posteriormente en acido lactico
o etanol. En cambio, en condiciones anaerobicas precede por el uso de xilosa y
arabinosa, volviéndolo un agente fermentador de polisacaridos (hemicelulosa,
gomas, arabinoxilanos) encontrados en el material vegetal (Figura 5) (Batt &
Tortorello, 2014; Cantabrana, Perise & Hernandez, 2015).

Cabe mencionar que las dos especies previamente mencionadas estan avaladas
por la EFSA (European Food Safety Agency), por lo que es reconocido como
microorganismo seguro para la aplicacibn en alimentos (Cantabrana, Perise &

Hernandez, 2015). Entre los efectos que Rhizopus genera en los diferentes alimentos
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(frutas, verduras, cereales, nueces y legumbres) son: la mejora del sabor y la textura
con el pasar del tiempo, aumento del contenido proteico y fibra soluble, esto debido
a la hidrélisis enzimética de proteinas, lipidos y polisacaridos estructurales
(Cantabrana, Perise & Hernandez, 2015).

Estas modificaciones benéficas en los alimentos previamente mencionados por
Rhizopus, ha interesado a investigadores para usarlo como agente fermentador en

subproductos, entre ellos la vaina de cacao (Tabla 9) (Vasquez, et al., 2019).
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Figura 5. Metabolismo de Rhizopus oryzae en condiciones aerobias (flechas azules)
y anaerobias (flechas negras). Imagen modificada de: Batt & Tortorello, (2014).

Tabla 8. Beneficios a la salud de los alimentos fermentados
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Microorganismo

Modificacion en el

Grupo de Efecto a la salud
alimento S alimento
Productos BAL Formacién del &cido Efecto
lacteos lactico, accion | hipocolesterolémic
proteolitica en la proteina | 0, antimicrobiano,
de la leche. modificacion de la
microbiota
Aumento sintesis de intestinal,
folato, proteinas, acido anticancerigenos,
linoleico y minerales, antiinflamatorio,
mejora de la | efecto prebidtico
digestibilidad de las
proteinas y absorcion de
calcio.
Frutasy BAL Oxidacion de Efecto
verduras carbohidratos, formacion antimicrobiano,
de alcoholes y acidos prevencion de
organicos. cirrosis, diarrea,
Aumento de las | efecto prebidtico.
propiedades
antioxidantes.
Legumbres Hongos y Mejora del sabor, Propiedades
bacterias apariencia, digestibilidad. antioxidantes,
Inhibicion de compuestos modulador de
no nutritivos. enzimas como
Aumento de compuestos | acetilcolineateraa,
fendlicos. glucosidasa y
amilasa, propiedad
antitrombdtica y
fibrinolitica.
Cereales Hongos y Diminucién de Prevencion de
levaduras carbohidratos no| enfermedades
o relacionadas al
digeribles, aumento

sintesis de aminoacidos,
mejora de la
biodisponibilidad de

estrés oxidativo:
enfermedades
cardiovasculares,
resistencia a la
insulina,
enfermedades
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compuestos fendlicos y | neurodegenerativa

vitaminas S.

Datos obtenidos de: Sanlier, Basar-Gokcen & Ceyhun-Sezgin (2017). BAL: Bacterias acido-lacticas.

Tabla 9. Efecto de diferentes especies de hongos en la vaina de cacao.
Hongo Efecto en la vaina da cacao Referencia

Contenido de fibra disminuyo 7.2 %; Contenido de
Rhizopus | proteina aumento un 94.8 %; disminuyo 10.6 % la | Lateef et al.,
stolonifer | cantidad de lipidos. Capacidad antioxidante (2008)

(DPPH) aumento 62 %.

Vaina se sec0 y fermento/ 14 dias; contenido de

proteina aumento 48.59 %, mientras que fibra (14

' %) y lipidos (22 %) disminuyeron; el contenido de _
Rhizopus _ . . .. | Olugosi et al.,
' teobromina, taninos y fitatos disminuyd
stolonifer | _ _ _ (2019)
significativamente; contenido de fibra insoluble

disminuyo conforme avanzaban los dias de

fermentacion.

_ Aumento del contenido de proteina de 1.95 a 23.16 .
Rhizopus o _ Sriherwanto
% y una pérdida de materia seca del 31-35 %;
oryzae ) ) et al., (2016)
aumento valina, glutamato y alanina.

Disminucion de fibra total del 4 %, hemiceluloa 31
Pleurotus . . Alemawor et
%y 10.1 % de celulosa; incremento del contendido
ostreatus ] al., (2010)
de proteina 37.3 %.

Uso de Mn/ 7 semanas de fermentacion, aumento
el 39.93 % de proteina; disminucion de fibra 17.08
Pleurotus | %; disminucion del contenido de lignica, | Alemawor et
ostreatus | hemicelulosa (22.78 %), celulosa (26.34 %); | al., (2009)

aumento de fibra soluble (42.25 %); disminucién de

taninos.
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Il.4 Modelos para evaluar la funcionalidad bioldgica de la fibra dietaria

El proceso de digestion es un sistema complejo en el que los alimentos
atraviesan por una transformacion mecanica y quimica con la finalidad de aportar
nutrientes y otros compuestos al organismo. De manera general, la fibra dietaria sufre
una modificacion mecénica en la boca y de acuerdo con el tipo de enlace glucosidico
algunas fibras son hidrolizadas parcialmente en el aparato digestivo por la amilasa
pancreatica o por la sacarasa e isomaltasa ubicadas en el borde del cepillo intestinal
y la glucoamilasa. Finalmente, la fibra llega al colon para que los microorganismos
mediante la fermentacién puedan hidrolizar los enlaces B-glucosidicos que las
enzimas del intestino delgado no lograron romper (Wang et al., 2019).

Para analizar las modificaciones fisicoquimicas y la bioaccesibilidad de los
alimentos, se han implementado modelos in vitro que simulan el proceso fisiologico
de la digestion gastrointestinal y fermentacion colonica. Estos tienen la ventaja de
ser modelos sencillos, sin restricciones, controlables y sin interferencias fisiologicas
(Wang et al., 2019; Santos et al., 2019).

I1.4.1 Digestion gastrointestinal in vitro

Los modelos de digestion in vitro de acuerdo con la regién del sistema digestivo
de los seres humanos pueden simular: el proceso fisioldgico, el tiempo de transito,
condiciones enzimaticas y pH. En el caso particular de la fibra dietaria, inicia su
trasformacion en la boca, la cual sufre una modificacion fisica por el proceso de
masticacion. A pesar de estar presente la ptialina, esta enzima no genera efecto
alguno en la fibra dietaria; pero el proceso mecanico genera una respuesta en el
estomago en donde aumenta la secrecion de HCI. A nivel gastrico, la fibra dietaria
(soluble) por su capacidad de absorcion genera la formacion de soluciones viscosas
provocando un aumento de saciedad y un enlentecimiento del vaciado gastrico.
Después, en el intestino delgado, dependiendo de los enlaces glucosidicos que
conforman la fibra, las enzimas amilasa pancreatica, la isomaltasa, la sacarasa y la

glucoamilasa van a hidrolizar parcialmente al polimero. A nivel del duodeno la fibra
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alimentaria principalmente soluble genera un efecto en la gradualidad de absorcion
de glucosa, lipidos e impedimento de un cierto grado de absorcion de colesterol y
sales biliares. Lo cual ocasiona de manera secundaria una secrecion menor de
hormonas gastrointestinales y la conversion de colesterol enddégeno en sales biliares,

generando un efecto hipocolesterolemiante (Figura 7) (Capuano, 2017).

Funcidn fisioldgica de
la fibra insoluble

-Favorece al tamario
del bolo fecal.
-Mejora del
peristaltismo.
-Disminucion de la

-Enlentecimiento del

vaciado gastrico.

-Aumento de Saciedad.

-Menor secrecion de
hormonas
gastrointestinales.

-Reduccion de la
glucemia postprandial.

presion intracoldnica.

-Disminucion de los
niveles de colesterol.
-Mayor grado de
fermentacion.
-Formacién de AGCC.
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Figura 6. Proceso digestivo de la fibra dietara y funcionalidad fisiolégica de la fibra
soluble e insoluble. Adaptado de: Mataix-Verdu, (2015); Capuano, (2017).

cion Bioaccesibilidad
a metabolitos

I1.4.2 Fermentacién coldnica in vitro

Posterior al proceso digestivo, la fibra dietaria con minimas modificaciones
guimicas vy fisicas llega al ciego que forma parte del colon ascendente. En esta
seccién del aparato digestivo la microbiota colénica puede digerir la fibra
dependiendo de su composicion quimica y estructural. En el caso de la fibra dietaria
insoluble por su caracteristica minima de retencion de agua y formacién de geles, la
microbiota no puede inferir en su totalidad en ella y procede al colon distal, en donde
favorece al tamafo del bolo fecal y brinda un mejor peristaltismo, asi como
disminucién de la presién intracolonica (Figura 7) (Capuano, 2017). En cambio, la
fibra soluble, por su capacidad de retencion de agua y formacién de geles, es

fermentada por la microbiota colénica por bacterias sacaroliticas. Esta fermentacion
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origina la formacion de acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato, butirato)
y acidos grasos de cadena ramificada (isobutirato, isovalerato), gases y aumento de
masa bacteriana (bifidobacterias) (Wang et al., 2019).

Es importante mencionar que mediante la digestion y fermentacion también se
da la liberacion de compuestos fendlicos, que se encuentran unidos por enlaces
covalentes a la fibra soluble, los cuales mediante el proceso de masticacion permiten
una mayor bioaccesibilidad de estos compuestos bioactivos. Posteriormente se
dirigen al estémago donde algunos fenoles son afectados por el pH presente,
mientras que en el intestino delgado algunos de ellos son absorbidos
(permeabilidad), para posteriormente alcanzar el torrente sanguineo
(biodisponibilidad). Los compuestos que no fueron absorbidos llegan al colon, en
donde seran fermentados por la microbiota (bioaccesibilidad), algunos seran
absorbidos por los colonocitos y alcanzaran el torrente sanguineo (biodisponibilidad)
(Gonzélez-Aguilar et al., 2017).

1.4.2.1 Acidos grasos de cadena corta y beneficios a la salud/cancer de colon

Mediante la fermentacidn colonica se presenta la sintesis de AGCC, estos se
caracterizan por ser acidos carboxilicos con colas alifaticas con uno a seis carbonos
y son producidos por las colonias bacterianas presentes en el colon. Estos grupos
de bacterias son: la familia de las bacteriodetes que producen tanto acetato como
propionato y las firmicutes que producen butirato (Mataix-Verdu, 2015).

La formacién de los acidos grasos ocurre por la utilizacién de polisacaridos no
digeribles como sustrato, mediante la glucolisis; pero también se pueden sintetizar a
partir del metabolismo de &cidos organicos y aminoacidos. Esta sintesis ocurre en la
mucosa intestinal del colon ascendente. De acuerdo con mediciones de
concentracion de los AGCC en sujetos sanos, la relacion que se reporta es 60 % de
acetato, 20 % de propionato y 20 % butirato. Sin embargo, de acuerdo con los habitos
alimenticios, actividad fisica, estado de salud, pueden modificar a la poblacién

bacteriana y por ende la concentracién de AGCC (Mataix-Verdu, 2015).
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El 90-95 % de los AGCC son absorbidos en el colon en donde generan diversos
efectos fisiolégicos. Una vez sintetizado el butirato es metabolizado por los
colonocitos, usdndose como fuente preferente de energia para la mucosa colonica
distal; también se le ha relacionado por tener un efecto inhibitorio del desarrollo de
tumores, atribuyéndole importancia en el cancer de colon. Por otro lado, el propionato
es metabolizado a nivel hepatico, el cual sirve como precursor de la gluconeogénesis
y se la atribuye tener efecto hipocolesterolemiante por inhibir la enzima hidroximetil
glutaril CoA reductasa. Mientras que el acetato puede ser metabolizado en tejidos
periféricos mediante la gluconeogénesis, formar acidos grasos de cadena larga y
cuerpos cetdnicos (Mataix-Verdu, 2015; Fernandez et al., 2016).

Ademas del papel fisioldégico previamente mencionado, los AGCC patrticipan en
la absorcion y regulacion de agua e intercambio ionico, aumento de una microbiota
beneficiosa, regulacion de pH acido, mejora de la vasodilatacion en el lumen
intestinal y disminucién de la secrecion de acidos biliares. Todas estas acciones
fisioldgicas benefician principalmente a la mucosa intestinal y a los colonocitos. Los
cuales a nivel celular a través de estudios in vitro o in vivo se ha demostrado que los
AGCC generan una respuesta inhibitoria de factores de transcripcion implicados en
la proliferacion celular (histona deacetilasa (HDAC)), inhibicién de genes implicados
en la inflamacién (NF-kB, receptor tipo Toll (TLR), TNF-a, IFN-y e IL-6 y la expresion
de genes implicados en el trasporte de los AGCC y mejora de la mucosa intestinal
(GPR43, MCT1) (Venegas et al., 2019; Wang et al., 2019).

I1.5 Cancer de colon

De acuerdo con la Clinica Mayo y la Sociedad Americana contra el Cancer, el
cancer de colon se define como neoplasia de tipo leiomiosarcoma que puede dar
origen en la valvula ileocecal hasta el recto, comenzando con la aparicion de polipos,
los cuales al pasar el tiempo estos pélipos se pueden volver malignos. Un 15-20 %
de la poblacién adulta presenta este crecimiento anormal de tejido en el colon
(American Cancer Society, 2018). Esta patologia es la segunda causa de muerte por
cancer a nivel mundial, afectando a 700,000 personas al afio. El riesgo de padecer

cancer colorrectal es del 5 % pero existe un 90 % de erradicar la patologia con un
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diagndstico oportuno; este tipo de neoplasia es menos frecuente en mujeres (4.19
%) y mas comun en hombres entre 60 - 65 afios (4.49 %). Sin embargo, la
prevalencia en edades mas tempranas ha incrementado en los ultimos afios

(Reynoso-Noveron & Torres-Dominguez, 2017).

Segun el INEGI y el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado (ISSTE) en el 2018 se diagnosticaron cerca de 15 mil casos,
ademas de un aumento de la tasa de mortalidad de 6.5 casos por 100,000 individuos
aumentando un 1.7 casos por 100,000 individuos los ultimos 3 afios, ubicandose en
el 3er lugar como el cadncer mas comun en el pais, teniendo un aumento en las
Ultimas tres décadas (Fernando et al., 2016).

La aparicion de este cancer se asocia a la edad, estilo de vida (ingesta de alcohol,
tabaquismo, sedentarismo), antecedentes patologicos (diabetes, cancer, obesidad),
factores ambientales y alimenticios (Barriga-Sanchez, 2017).

Entre los factores que desarrollan el cancer de colon, el tipo de alimentacion es
uno de los puntos importantes para el desarrollo y prevencién del mismo. De acuerdo
con diversos estudios y recomendaciones de las diferentes organizaciones e
instituciones nacionales e internacionales, una dieta rica en grasa saturadas, un
consumo excesivo de carnes rojas y una alimentacion nula o minima en frutas y
verduras, podria aumentar el riesgo de cancer colorrectal.

Diversos estudios sefialan una vinculacion entre la obesidad y el cancer de colon
a causa de un aumento de la activacion y sintesis de proteinas de respuesta
inflamatoria crénica. Tales proteinas pueden ser factor 1-alfa inducible por hipoxia
(HIF-1-alfa), factor activador de proteina (AP-1), factor nuclear-kappa B (NF-kB),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL6 y IL1, de las cuales se tienen evidencia
gue originan una alteracion en la division celular y su expresion es debido a una dieta
alta en grasas saturadas. Para prevenir la aparicion del cancer colorrectal, se
recomienda una dieta alta en frutas, vegetales, granos enteros y leguminosas que
aportan agentes bioactivos y fibra dietaria (flavonoides, prontocianididinas, taninos,
licopeno, acido siringico, tirosol, resveratrol, limonoides, hesperetina, naringeninas,

antocianinas, sulfuranos, alicina, curcumina), vitaminas y minerales que brindaran
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proteccion celular de los radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) (Tao,
La, Li, & Huna-Bin, 2018).

I1l. Justificacion

Recientemente se ha propuesto el uso de semillas y epicarpio de
diferentes plantas o frutos, entre ellos, la vaina de cacao. Este es el principal
subproducto de la industria del chocolate, representando un problema de
contaminacion en paises productores debido a que se tiene un manejo inadecuado
del desecho y no se le ha dado aplicaciones considerables hasta el momento.

Nuestro grupo de trabajo ha estudiado a la vaina de cacao con la finalidad de
disminuir el problema de contaminacién y aprovecharla para su inclusion en la
alimentacion humana, como fuente de compuestos nutritivos y nutracéuticos,
especialmente fibra dietaria, con potenciales beneficios a la salud. Dado los aportes
previos de la funcionalidad biologica de la vaina y la caracterizacion de esta misma,
este es un subproducto que al ser procesado es de utilidad para desarrollar
ingredientes o aditivos alimentarios, aportando caracteristicas positivas a los
productos elaborados con el mismo. El procesamiento evaluado hasta el momento
(microondas, flujo de aire y extrusion), mejoran limitadamente la bioaccesibilidad
gastrointestinal in vitro de los compuestos antioxidantes (fenoles, flavonoides y
taninos), con un impacto significativo pero minimo sobre la sobrevivencia de células
de cancer de colon humano, como medida de evaluacién de su funcionalidad
biologica. Sin embargo, alun existe oportunidad de mejorar su composicién quimica
y funcionalidad, por lo que se propone la fermentacién tipo tempeh como método
innovador para el procesamiento de la vaina de cacao.

La fermentacion en estado sélido tipo tempeh (Rhyzopus oryzae) es un método
tipico para el procesamiento de los subproductos, debido a que a través de su
naturaleza permite mejorar la composicibn quimica y nutracéutica de estos,
mejorando su perfil antioxidante y contenido en fibra dietaria, contribuyendo a

beneficios a la salud principalmente en el colon, evitando asi enfermedades
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gastrointestinales. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fué determinar los efectos
del procesamiento por extrusion y fermentacion de la vaina de cacao (Theobroma
cacao L.) sobre su composicion quimica, nutracéutica y funcionalidad biolégica in

vitro.

V. Objetivos

IV.1 Objetivo general
Determinar el efecto del procesamiento por extrusion y fermentacion tipo tempeh de
la vaina de cacao (Theobroma cacao L.) sobre su composicién quimica, nutracéutica

y funcionalidad biolégica in vitro.

IV.2 Objetivos especificos

1. Determinar la composicion quimica y nutracéutica de la vaina de cacao sin
fermentar y fermentada con Rhizopus oryzae.

2. Analizar la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y la capacidad
antioxidante de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada mediante un
sistema de digestion gastrointestinal in vitro.

3. Cuantificar los acidos grasos de cadena corta en la etapa colénica e identificar
los metabolitos volatiles presentes en las diferentes etapas de la digestion

gastrointestinal de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada.
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V. Materiales y Métodos

V.1 Materiales

V1.1 Materia prima

Se uso la vaina de cacao procedente del fruto en un estado de madurez y sin
lesiones ni contaminacion aparente, de la especie Theobroma cacao L. proveniente
de Jalpan de Méndez, Tabasco. Las vainas se lavaron y desinfectaron manualmente
con una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % v/v, se separ6 el mucilago y las
semillas, finalmente la vaina se trituré en molino hasta obtener una pasta (Yapo et
al., 2013).

V.1.1.1 Procesamiento de la vaina de cacao
Acorde a los objetivos del presente proyecto, las muestras analizadas fueron: a)
la vaina de cacao seca y extruida, b) la vaina de cacao seca-extruida y fermentada

con Rhizopus oryzae a diferentes tiempos.

V.1.1.1.1 Flujo de aire y extruido

La pasta obtenida del molino se extrudioé en un prototipo de un tornillo de 45 con
diametro de 2.54 cm y dos zonas de calentamiento de 15y 10 cm. Las condiciones
utilizadas fueron: 15 rpm y 1.1 mm diametro del dado, la primera zona de
calentamiento se ajusté a 60 °C y la segunda a 120 °C (Nieto-Figueroa, 2019). El

material extruido se sometio a una fermentacion solida por el método del tempeh.
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V.1.1.1.2 Fermentacién con Rhizopus oryzae

La muestra extrudida se sometid a una fermentacion con Rhizopus oryzae,
adaptando el método de preparacion de TEMPEH MX® (Bélgica) y las condiciones
sugeridas por Lateef et al. (2008).

La muestra extrudida fue hidratada por dos horas hasta obtener un porcentaje
de humedad del 69 % v/v y se coloco en autoclave por 15 min a 121 °C. Se dejo
enfriar hasta que la muestra obtuvo una temperatura de 30 a 35 °C y se procedi6 a
inocular con Rhizopus oryzae (cultivo iniciador). Se utiliz6 un g del cultivo
iniciador/200 g de muestra. Finalmente se procedié a incubar en una bolsa de
plastico, con orificios, a 30-34 °C por dos dias sin presencia de luz. Durante el
proceso, se verificd la formacion del micelio y la cobertura de este sobre vaina de
acuerdo con lo descrito por Chalid & Rahmawati (2019). Se obtuvieron muestras a 0,
12, 18, 24, 36, 48 horas de fermentacion, cada muestra se sec6 a 40 °C/ 24 h para
la inactivacion del hongo y se pulverizé y guardoé en un lugar fresco y seco, protegida

de la luz para analisis posteriores.

V.2 Métodos

V.2.1 Anélisis proximal
Se evalu6 la composicion proximal de acuerdo con los métodos de la AOAC

(2002) para la cuantificacion de proteinas, lipidos, cenizas y humedad de las

diferentes muestras mencionadas en el apartado V.1.1.1

V.2.1.1 Anélisis de cenizas

El contenido de cenizas se realiz6 mediante el método 923.03 de la AOAC
(2006). Se colocé el crisol a peso constante (80 °C/12 h), se enfrid y procedié a
colocar 4 g de la muestra en los crisoles y calciné en una mufla (550 °C/ 4 h) hasta
obtener cenizas de color blanco. Se dejo enfriar los crisoles en el desecador. Por
ultimo, se realizaron los calculos pertinentes y se determiné el porcentaje de cenizas

por la siguiente formula (1):

(1)
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] Wf —Wwi
% Cenizas = W—mx 100

Wf-Peso del crisol con ceniza
Wi:Peso del crisol inicial
Wm:Peso de la muestra

V.2.1.2 Determinacién de humedad
La humedad se determind por el método 934.01 de la AOAC. Se colocoé en la estufa
a peso constante (105 °C/3 h) y seco en el desecador durante 40 min. Posteriormente
se colocaron tres gramos de la muestra en el crisol, se registré su peso y contindo
colocando el crisol en la estufa (130 °C/3 h), se dej6 enfriar y peso el crisol. Se

determino el porcentaje de humedad por la férmula (2):

(2)

(Wev+Wm) — Wf
Wm X

% humedad = 100

Woecv: Peso del crisol vacio
Wm: Peso de la muestra
Wi: Peso final del crisol y la muestra

V.2.1.3 Determinacion de lipidos

Los lipidos totales se determinaron por el método 920.29 descrito en la AOAC
(2006). Previo a realizar el protocolo se colocaron los matraces a peso constante
(105 °C/3 h), se dejé enfriar en el desecador y se pusieron 3 g de la muestra en papel
filtro del No.1; se registré el peso. Se metid la muestra envuelta con papel filtro a los
cartuchos de celulosa y se tap6é con algodon. Una vez que se prepararon los
cartuchos, se coloco el éter de petréleo en los vasos de precipitado (2/3 partes del
vaso). Se procedid a iniciar el calentamiento del éter de petréleo, y una vez que
empezO a ebullir se contaron 4 horas para retirar del calor. Posteriormente a la
extraccion se utilizé el solvente, se sec6 en estufa a 100 °C/30 min y dej6 enfriar para

finalmente pesar y obtener el porcentaje de lipidos por la siguiente férmula (3):
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3)

o Wf—Wmz
% lipidos = —wm X 100

Wi: Peso del extracto obtenido
Wmz: Peso del matraz
Wm: Peso de la muestra

V.2.1.4 Determinacion de proteina

La determinacion de proteina se us6 el método Kjedhal. Se colocé 1 g de muestra
desgrasada, 3.5 g de Na2S0a4, 0.4 g de CuSOsy 15 mL de H2SOa4. Previamente se
encendi6 y calent6 el equipo a 360 °C. Se colocaron los tubos en el digestor durante
3 h o0 hasta que se presente en la muestra un color verde. Posteriormente se realizo
la destilacion; se afiadieron 100 mL de agua destilada, 50 mL NaOH al 40 % p/v y se
obtuvo un destilado con 25 mL de &cido bérico que se implementd como indicador
rojo de metilo. Se titulé6 con NaOH 0.2 N, para finalmente obtener el registro de la
cantidad de NaOH.

Se uso la siguiente formula (4):

(4)
(VH,SO,)(N) — (V NaOH)(N)(0.014)(100)
Wm

% nitrogeno =

100 g Proteina

Factor = 6.25

16 g nitrégeno

%Proteina = (%N)(Factor)

36



V.2.1.5 Determinacion de carbohidratos totales

El porcentaje de carbohidratos totales se obtuvo por diferencia, el cual fue
calculado al restar los porcentajes de agua, proteinas, grasas y cenizas de un 100
%, esto de acuerdo con el método FAO/OMS (1998).

V.2.2 Composicion nutracéutica

V.2.2.1 Determinacion de fibra total, fibra soluble e insoluble

La determinacion de fibra dietaria se llevo a cabo mediante el método
gravimétrico-enzimético descrito en AOAC (2002), el cual la muestra esta
desgrasada. Se pesé un gramo de la muestra previamente desgrasada y se
adicionaron 50 mL de fosfato y 100 yL de a-amilasa (3,000 U/mL); la muestra se
incubo6 en bafio de agua a 95 °C/30 min con una agitacion constante cada 5 min;
finalmente la muestra se enfrio a 60 °C y se ajusto el pH a 7.5. El siguiente paso
consistio en adicionar 100 pL de proteasa (350 U equivalentes de tirosina/mL), se
sometid a bafio de agua a 60 °C/ 30 min con agitacion continua, importante mantener
la muestra a 60 °C y ajustar el pH a 4.0. Finalmente se adicionaron 300 uL de
amiloglucosidasa 3,300 U/mL y se incubé a 60 °C/30 min con agitacion continua. Se
peso y filtré en papel filtro No. 4, después se realiz6 dos lavados con 15 mL de agua
destilada a 60 °C y dos lavados de etanol al 80 % v/v. Por ultimo, el residuo del papel
filtro se peso, este residuo se consider6 como fibra insoluble. El porcentaje de fibra

insoluble se determina con la siguiente férmula (5):

(5)

Wpm — Wps
Wp p)xlOO

%fibra insoluble =

Wpm: Peso del filtro con muestra
Wps: Peso del filtro sin muestra

Wm: Peso de la muestra
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El residuo obtenido de la fase anterior se puso a precipitar con 4 veces el
volumen de la muestra con etanol al 95 % v/v y se filtré la muestra en papel filtro No.4
previamente pesado Yy realizaron dos lavados con 15 mL de acetona. La muestra se
secot por 24 h a 60 °C y procedi6é a pesar para obtener el porcentaje de fibra soluble
por la férmula previamente mencionada.

Para la determinacion de la fibra total, es necesario sumar los porcentajes de fibra

soluble e insoluble.

V.2.2.2 Fenoles totales

V.2.2.2.1 Extraccidon de compuestos antioxidantes

Se usaron 500 mg de muestra seca y se pesdé en matraces individuales.
Posteriormente se agregaron 20 mL de acetona-agua- acido acético (70:29.5:05) en
un matraz, el cual se coloc6 en una placa de agitacién a 400 rpm/60 min/20-25 °C en
oscuridad. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm/ 4 °C y se colectd el
sobrenadante. Se almacend en viales individuales a -20 °C hasta su uso (Valadez-
Carmona, 2017).

Una vez obtenido el extracto, se determind la cantidad de fenoles totales
mediante el método de Folin-Ciocalteu. Se colocé un volumen de 0.3 mL de etanol o
metanol en las muestras previamente extraidas (30 g/L) en tubos de ensayo, seguido
de 2.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 10 veces con agua y 2 mL de
carbonato de sodio al 7.5 % p/v. Finalmente, los tubos se agitaron e incubaron a 50
°C/ 5 min. Se midi6 la absorbancia de las muestras a 760 nm usando un lector de
microplaca y comparé con una curva de calibracion de acido gélico con una
concentracion de 10 a 70 ug/mL. Los resultados se expresaron en g de equivalentes

de acido galico (GAE)/g de masa seca de la muestra (Singleton, et al., 1999).

V.2.2.2.2 Fenoles por HPLC
Con el extracto obtenido previamente, dos mililitros del sobrenadante se filtraron
en un filtro para jeringa de 0.45 pym e inyectd en el HPLC (cromatografia liquida de

alta resolucién, por sus siglas en inglés) Agilent Serie Agilent Serie 1100 (Agilent
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Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se empled la cromatografia liquida de alta
resolucién con un detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y se utilizé una columna
Zorbax Eclipse XDB-C8 (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5.0 micras). Se
inyectaron 20 YL de cada sobrenadante de la matriz por diferente método para el
analisis por HPLC. Para la fase movil se uso, acido férmico al 3 % v/v en H20 y
metanol grado HPLC en una tasa de flujo de 1 mL/1min con una relacion 1:1 v/v. La
elucion se realizé con un gradiente que iniciara al 98 % de la fase Ay el 2 % de la
fase B, a los 20 min, se alcanz6 el 68 % de la fase Ay el 32 % de la fase B. Después
de 30 min, se alcanz6 el 60 % de lafase Ay el 40 % de la fase B. Finalmente, después
de 40 min, se alcanzo el 5 % de la fase Ay el 95 % de la fase B y se mantuvo con
un flujo isocratico durante 5 min de la fase B. La lectura del detector se ajusto a 278
nm (BelS¢ak et al., 2009).

V.2.2.3 Flavonoides totales

Los flavonoides totales en el sobrenadante de la VC se determinaron por
triplicado de acuerdo con el método descrito por Maleyki & Ismail, (2010). La
absorbancia se midié a 510 nm usando un lector de microplaca. Se construy6 una
curva de calibracion usando (-) epicatequina como el estdndar con concentraciones
gue van de 8 a 80 pg/mL. Los resultados se expresaron en pug de equivalentes de

rutina (ER) /g de muestra d.m.

V.2.2.4 Taninos condensados
Los taninos condensados se cuantificaron de acuerdo con la metodologia de
Feregrino-Pérez et al. (2008). Se adicionaron 200 pL del reactivo de vainillina 1% -
HCL 4% (en proporcion 1:1) de manera dosificada (50 pL) a 50 pL de muestra;
posteriormente la microplaca se ley6 a una longitud de onda de 540 nm. Se prepar6
un blanco de 50 pL de solvente usado en la muestra. La curva de calibracion se
realiz6 con el estandar (+) catequina en in intervalo de concentracién de 0.02 a 0.6
Mg de (+) catequina / ml, la cual se preparé en metanol. La concentracion de taninos

condensados se expres0 como pg de equivalentes de (+) catequina / g muestra.
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V.2.2.5 Determinacion de teobromina

La determinacion de la capacidad antioxidante, se realizé mediante el ensayo de
decoloracion 2,2-difenil-1picrilhidracilo mediante lo propuesto por Fukomoto & Mazza
(2000) en microplaca. En principio se afiadieron 20 uL de extracto etanolico y 200 pL
de solucion DPPH (24 mg en 100 mL de metanol) en una microplaca, las muestras
fueron por triplicado. Después se prepar6 un control (20 uL de metanol y 200 uL de
DPPH). Posteriormente las muestras se leyeron cada 10 min durante 90 min a una
longitud de onda de 540 nm en un lector de Elisa. La placa se mantuvo en la
oscuridad y a temperatura ambiente entre lecturas.

Se elaboré una curva de calibracion de trolox (TEAC) de 0 — 800 mM vy los
resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente de trolox en yM

/g de muestra.

V.2.3 Capacidad antioxidante
V.2.3.1 Método DPPH

Para la determinacion de la capacidad antioxidantes, se realizé mediante el
ensayo de decoloracion 2,2-difenil-1-picrilhidracilo mediante lo propuesto por
Fukomoto & Mazza (2000) en microplaca. En principio se afiadieron 20 pL de extracto
etanolico y 200 uL de solucién DPPH (24 mg en 100 mL de metanol) en una
microplaca, las muestras fueron por triplicado. Después se preparé un control (20 pL
de metanol y 200 uL de DPPH). Posteriormente las muestras se leyeron cada 10 min
durante 90 min a una longitud de onda de 540 nm en un lector de microplaca. La
microplaca debe mantenerse en oscuridad y a 20-25 °C. temperatura ambiente entre
lecturas.

Se elaboré una curva de calibracion de trolox (TEAC) de 0 — 800 mM vy los
resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente de trolox en yM

/g de muestra.
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V.2.3.2 Método ABTS

La determinacion por el método ABTS 2,2- azinobis(3- etilbenzotiazolina-6- &cido
sufénico) se llevé a cabo mediante la técnica descrita por Nenadis et al. (2004). La
cual consistio en preparar una solucién acuosa 7 mM de ABTS con volumen de 5 mL
y una solucién de K2S20s a 140 mM con volumen de 88 uL, ambas soluciones se
mezclaron y se esperd 12 h en un cuarto oscuro para que se genere el radical y este
protegido de la luz. Después de la incubacion, se realizé una diluciéon de 500 uL de
la solucion preparada con 20- 25 mL de etanol, esta soluciéon se ley6 a 734 nM. En
la placa se adicionaron 20 pL del extracto etandlico, un control con 20 yL de metanol
y 230 pyL de ABTS en cada pozo. La placa se mantuvo en la oscuridad y temperatura
de 20-25 °C. Los valores obtenidos se expresaron como UM equivalentes de trolox/g

de muestra.

V.2.4 Digestion gastrointestinal in vitro y determinacién de la

bioaccesibilidad.

La digestion gastrointestinal se empleé de acuerdo con lo descrito por Campos-
Vega et al., (2015). Se cont6é con la participacion de sujetos sanos Yy utilizaron
intestinos de rata, por lo que se sometid la presente investigacion al comité de
Bioética de la Facultad de Quimica de la UAQ (No. De oficio CBQ20/036).

La bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y flavonoides provenientes de la
vaina de cacao se determiné cuantificando en los fluidos de cada etapa de la
digestion gastrointestinal. Para esto se siguio las técnicas descritas previamente en
los apartados V.2.2.2.2, V.2.2.3 y V.2.2.4. Ademas, se determinaron la capacidad
antioxidante de los fluidos derivados de cada etapa de la digestion gastrointestinal in

vitro de acuerdo con los métodos previamente descritos en el apartado V.2.3.

V.2.4.1 Fase bucal
Cada voluntario don6 5 mL de saliva'y mezclé con 1 g de la muestra (VSF/VF48h)

y 5 mL de agua destilada. Se simularon las condiciones de la boca colocando la
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muestra en agitacion por 3 min a 37 °C. Se realizé el mismo procedimiento para el

blanco, pero Unicamente se utilizé agua destilada con la respectiva saliva.

V.2.4.2 Fase gastrica

Al volumen final de la fase anterior se le afiadieron HCI y pepsina 0.055 g (0.7
FIP-U/mg), se disolvieron en 0.94 mL de HCI 20 nM e incub6 en agitacion durante 2
ha 37 °C.

V.2.4.3 Fase digestiva

Para la simulacion de la fase del intestino delgado, se prepard un extracto
intestinal por disolucion de 3 mg de hiel de buey y 2.6 mg de pancreatina, los cuales
se disolvieron en 5 mL de solucion de Krebs-Ringer (118 mM NacCl, 4.7 mM KCI, 1.2
mM MgSOas, 1.2 mM KH2PO4, 25 mM HCOs, 2.5 CaClzy 11 mM glucosa). La
suspension se transfirié a un recipiente que contenia el saco intestinal invertido. La

solucion se afladié a cada muestra y al blanco.

V.2.5 Manejo de los animales para latécnica de saco intestinal invertido

Se utilizaron ratas macho tipo Wistar sanas. Se mantuvieron en condiciones de
acuerdo con la NOM-062-200-199 y se control6é la humedad, ciclos dia/ noche de
12/12 h, temperatura adecuada y en condiciones aceptables de limpieza y

ventilacion.

V.2.5.1 Eutanasia de los animales y preparacion del saco intestinal

Para el sacrificio, las ratas inicialmente fueron anestesiadas con CO2. Después,
se cortd la aorta para una muerte instantanea. Posteriormente se realiz6 una incision
abdominal para la obtencion del intestino delgado 20-25 cm y segment0 con una
longitud de 6 cm y coloco en la solucion de Krebs-Ringer, gasificado con CO2z a 37
°C. Después los segmentos removidos se lavaron en la misma solucion e invirtieron
con una varilla metdlica y llenaron con 2 mL de la solucion y ligaron por ambos

extremos. El intestino invertido se incub6 en bafio de agua a 37 °C /2 h/ 80 ciclos por
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min/ atmdsfera anaerodbica. Finalmente, los sacos se retiraron a 15, 30 y 60 minutos
para obtener la fraccidon digerida (muestra dentro del saco) y la fraccion no digerida

(muestra fuera del saco), esta Ultima se sometié a la fermentacién coldnica.

V.2.5.1.1 Manejo de los animales después de la eutanasia
Los restos de los animales se manejaron de acuerdo con la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002.

V.2.6 Fermentacién col6nica in vitro

El método de fermentacion coldnica se realizé de acuerdo con Campos-Vega et
al. (2009). Se emplearon 100 mg de inulina como control positivo de carbohidrato
fermentable. Se usé un inoculo fecal humano como fuente representativa de la
microbiota coldnica, la cual serd obtenido de individuos sanos con normopeso, sin
patologias gastrointestinales y sin consumo de antibiéticos en los Ultimos tres meses
previos a la muestra.

Se prepararon en tubos estériles 9 mL de cultivo basal, el cual se compone (g/L):
agua peptonada 2.0, extracto de levadura 2.0, cloruro de sodio 0.1, fosfato dibasico
de potasio 0.04, fosfato monobasico de potasio 0.04, sulfato de magnesio
heptahidratado 0.01, cloruro de calcio dihidratado 0.01, carbonato de sodio 2.0,
cisteina HCI 0.5, sales biliares 0.5, Tween-80 2 mL y hematina 0.2 g.

Los tubos se sellaron y mantuvieron en una atmosfera anaerdbica que contenia
una mezcla de gases H2/CO2/N2 durante 24 h. Se homogenizaron 3 g de materia
fresca con 27 mL de solucién de NazHPO4 a 1 M. Los tubos con cultivo basal se
inocularon con 1 mL del homogenizado fecal y se adiciondé la fraccién no digerida
proveniente de la muestra (0.5 g de solido y 0.5 de liquido) e inulina (100 mg). Se
agitaron los tubos con vortex durante 30 segundos e incubaron en bafio de agua a
37 °C. Durante la fermentacion se determinaron el pHy los AGCC alas 0, 6, 12y 24
h. La fermentacién se detuvo mediante centrifugacion y las muestras obtenidas se

almacenaron a — 70 °C hasta su analisis.
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V.2.6.1 Cuantificacion de los AGCC por GC-MS

Las muestras de la fermentacion coldnica in vitro se analizaron de acuerdo con
Zamora-Gasga et al. (2015) a través de un detector selectivo de masas Agilent 5975C
VL acoplado a un cromatografo de gases Agilent 7890A (Agilent Technologies, Inc.,
Santa Clara, CA), equipado con una columna capilar DB-5MS (60 mx 250 ym x 0,25
pum; Agilent). Se utilizé helio (caudal, 1 mL/min) como gas portador. Los AGCC se
cuantificaron utilizando curvas estdndar de acidos acético, propionico y butirico
(Sigma Aldrich). Se realiz6 el andlisis de datos utilizando el software MSD
ChemStation (Agilent G1701EA version E.02.00.493). Los &cidos grasos de cadena
corta se identificaron comparando los espectros de masas con los de la biblioteca
NIST / EPA / NIH (NIST, EE. UU.) y el tiempo de retencion con los estandares. Los

resultados se expresaron en mmol L™1; 100 yg de muestra.

El radio molar se calculé utilizando la siguiente ecuacion (6):

(6)
AGCCi
AGCCt

Donde AGCCi representa la concentracion individual de AGCC (en mM/L) y

Radio molar =

AGCCt la cantidad total de AGCC (en mM/L) por cada tiempo de fermentacion.

El indice de fermentabilidad (IF) se calcul6 de la siguiente manera (7):

(7)
IF = AGCCt .
AGCC inulina
V.2.7 Anéalisis metabolémico
Las sefales espectrométricas de cualquier molécula madre o metabolito fueron
identificadas y confirmadas por la biblioteca espectral de masas NIST / EPA / NIH.
Los metabolitos se analizaron utilizando la plataforma MetaboAnalyst para el analisis

e interpretacion metabolomicos (https://www.metaboanalyst.ca)
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V.2.8 Anélisis estadistico

Todas las mediciones se llevaron a cabo como experimentos independientes
al menos por triplicado y los datos experimentales se expresaron como la media + la
desviacion estandar (DE). Se realizaron comparaciones multiples usando ANOVA
unidireccional y la prueba de Tukey post hoc. Los andlisis estadisticos se realizaron
utilizando el software JMP 10.0 y las diferencias estadisticas se consideraron p <
0.05. Se utilizé la correlacion de rango de Spearman (r) para buscar cualquier
relacion entre polifenoles y capacidad antioxidante.
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VI. Resultados y discusion

VI.1 Anédlisis morfoldgico

Actualmente el fruto del cacao se clasifica en tres diferentes linajes: Criollo,
Forastero y Trinitario, esta clasificacion se da por las caracteristicas fenotipicas del
fruto, las cuales se definen a través de los descriptores morfologicos propuestos por
la Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE). Los
descriptores morfoldgicos se clasifican en cualitativos y cuantitativos, estos ultimos
son: rugosidad, color, tamafio y forma. Cabe mencionar que los rasgos morfolégicos
varian de acuerdo con el lugar de origen y su principal funcién es conocer el tipo de
especie, analisis del fenotipo/genotipo y la estandarizacién y calidad en los cultivos
(Sudjud , Mahmud & Djafar, 2019).

En la Tabla 10 se definen las caracteristicas morfolégicas cuantitativas que se
seleccionaron. Los frutos de cacao que se utilizaron concuerdan con los frutos
criollos utilizados como estandares por Ramirez-Guillermo et al. (2018), lo que
confirman un lugar de origen, una especie y una procedencia de una plantacién
homogénea del fruto utilizado en la presente investigacién. Mientras que, el peso
total de las semillas, numero total de semillas y peso de la vaina indican que el fruto
del cacao del presente estudio se encontraba en un estado de maduracion fisioldgica
media, adecuado para su procesamiento industrial, de acuerdo con lo sugerido por
Rojas et al. (2020).

VI.2 Determinacion de los tiempos de fermentacion sélida tipo tempeh
Posteriormente a la inoculacion de la fermentacion sélida tipo tempeh, de
acuerdo a lo mencionado en los materiales y métodos, se procedio a determinar el
tiempo de fermentacion de acuerdo con el crecimiento del micelio siguiendo lo
sugerido por Chalid, Hermanto & Rahmawati (2018). A las 12, 18 y 24 horas se
mostré un crecimiento del micelio limitado, y fue hasta las 36 horas donde el micelio
se expandio; el proceso continud hasta obtener un recubrimiento abundante del

micelio en la superficie de la vaina de cacao, mostrando asi un crecimiento adecuado
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a las 48 horas (Figura 8); posteriormente a las 72 horas el micelio en la vaina de
cacao mostraba una pigmentacion de color negra dando un aspecto organoléptico
negativo. Cabe mencionar que el tiempo de fermentacion maximo utilizado en esta
investigacion es menor a lo reportado por otros estudios en la vaina de cacao
(Lateef et al, 2008; Alemawor, Dzogbefia, Oddoye, & Oldham 2009; Sriherwanto et
al. 2016; Olugosi et al., 2019).

Tabla 10. Rasgos morfolégicos cuantitativos del fruto del cacao.

Rasgo morfologico Fruto de cacao (n=15)
Intervalo Media

Peso total del fruto (g) 340 - 500
Longitud (cm) 12.5-15.5 14 +0.7
Ancho central (cm) 7.4-8.5 8+0.35
Volumen (mL) 350 - 600 440 + 66.01
NUmero total de semillas 35-48 41 + 3.96
Pesos total semillas (g) 70-110 95+11.25
Peso total pulpa (g) 10-90 78 £20.77
Peso total vaina (g) 160 — 300 249 + 35.02

El tiempo de fermentacion determinado en la presente investigacion fue similar
a lo reportado por Erkan et al., (2020), donde se establecieron tiempos 6ptimos de
fermentacion entre las 24 y 48 horas en diferentes leguminosas, sugiriendo que los
tiempos de fermentacion pueden variar de acuerdo con el tipo de materia prima.
Otros puntos que considerar y que tienen efecto en el crecimiento del micelio, y por
ende acortar o a largar los tiempos de fermentacion son: la cantidad del inoculo y la
temperatura. Para la vaina de cacao se utilizé 1 g de inoculo (1 x 108 esporas) y una
temperatura de 34 °C, similar a lo reportado por Cantabrana, Perise & Hernandez
(2015) y Nelofer et al., (2018), quiénes sefialan que un inoculo Optimo para un
crecimiento del micelio no mayor a las 36 horas es entre 1 x 106 — 1.5 x 10y una

temperatura entre 30 - 34 °C.
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Figura 7. Vaina de cacao a diferentes tiempos de fermentacion.

VI.3 Cambios en la humedad y pH durante la fermentacién tipo tempeh

Para determinar los posibles cambios en la matriz alimentaria debidos al
crecimiento del hongo se evaluaron cambios en el pH y humedad (Figura 9). La
humedad mostré un incremento significativo a las 48 horas de fermentacion (26.35
%) respecto a las 0 horas (3.59 %) coincidiendo con lo reportado por otros autores
(Chalid, Hermanto & Rahmawati, 2018; Wang et al., 2018; Nelofer et al., 2018),
guienes indican que el cambio en la humedad es debido a la produccion de agua
libre por el proceso metabdlico que se genera durante la fermentacion solida para
producir el tempeh. De la misma manera se observé un aumento del pH durante el
proceso de fermentacion, iniciando con un pH de 5.35 y finalizando con un pH de 7.3.
Un cambio similar en el pH fue reportado por Erkan et al. (2020) durante la produccién
de tempeh con diferentes leguminosas, atribuyendo el aumento del pH a la
produccién de amoniaco; sin embargo, de acuerdo con el tipo de microorganismo el
pH puede cambiar en el proceso de fermentacion.
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Figura 8. Porcentaje de humedad y cambios de pH de la vaina de cacao en diferentes
tiempos de fermentacion.

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado £ DE y son
expresados como porcentaje en base seca. Letras diferentes expresan diferencia significativa entre
tiempos de fermentacion (p=0.05, por prueba de Tukey).

V1.4 Composicién quimica de la vaina de cacao durante el proceso de
fermentacion

Enla Tabla 11 se presenta la composicién proximal (carbohidratos, proteinas,
lipidos, cenizas) y el contenido de fibra total, soluble e insoluble de la vaina de cacao
sin fermentar (VSF) y fermentada (VF) a diferentes tiempos de fermentacion.

De manera general se puede observar un cambio en los diferentes
componentes del analisis proximal, mostrando un efecto de la fermentacion sobre la
vaina de cacao. De acuerdo con Campos-Vega, Nieto-Figueroa, & Oomah (2018) la
composicion quimica de la vaina es diferente y se modifica de acuerdo con el
tratamiento al que se somete.

El contenido de carbohidratos disminuyé conforme avanzaron las horas de
fermentacion. Sin embargo, la VSF (muestra extrudida-esterilizada), la VF12h y la
VF18h mostraron un mayor contenido de carbohidratos sin diferencia significativa

respecto a las demas muestras. De acuerdo con Offiah, Kontogiorgos & Falade
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(2018) y Dang & Vasanthan (2018) esto se podria atribuir al pretratamiento de la
extrusion y el calentamiento en la autoclave previo a la fermentacion, ambos
procesos originan una modificacion en la estructura rigida de las paredes celulares
aumentando el contenido de carbohidratos. Por otro lado, se presentd una
disminucién del contenido de carbohidratos a las 24 horas (de 4.18 a 6.37 %), a las
36 horas y finalmente una disminucién significativa de 8.8 % a las 48 h en la VSF.
Esto mismo se observo por Nelofer et al. (2018) a las 36 horas, quién menciona que
la disminucion de carbohidratos se relaciona con la disminucion de fibra, este
fendmeno puede variar de acuerdo con la matriz alimentaria y se le atribuye a la
accion enzimatica como algunas carbohidratasas propias de Rhizopus oryzae,

originando una degradacion de las moléculas de mayor peso molecular.

Tabla 11. Composiciéon quimica de la vaina de cacao fermentada a diferentes
tiempos.

- Tiempos de fermentacién (horas)
Concentracion

%) 18 24 36

Carbohidratos 87.14 +2.112 | 86.79 +0.14% 86.44 + 0.502 82.96 + 0.022° | 80.77 + 1.62° 78.34 +1.28¢
Fibra total 66.70 £ 0.70%° | 69.32 +0.922 69.19 £ 2.382 66.49 + 2.073 | 64.43 £2.22° 64.89 + 0.5320
61.12 + 0.05% | 64.28 +0.862 64.34 £ 2.452 62.01 +1.50% | 60.27 +1.58P 58.81 + 0.78°
Fibra insoluble
5.58 +0.732 5.03 + 0.262 4.85 + 0.47% 4.47 + 0.602° 4.15 + 0.63° 6.06 £ 0.712
Fibra soluble
Proteina 4.87 +0.314 4.99 +0.08¢ 5.63 +0.19¢ 6.84 +0.48¢ 8.84 +0.33 9.73+£0.192
Lipidos 1.49 + 0.99° 1.32 +0.20 1.40 + 0.22b 2.54 +£0.462 3.21 +0.98? 3.71 £0.932
Cenizas 6.50 + 0.93? 6.90 £ 0.152 6.53 + 0.462 7.66 £0.112 7.18 £ 0.402 8.22 £0.192

Cada valor representa la media de tres experimentos independientes por triplicado + DE y son expresadas como
porcentaje en base seca . Letras diferentes por renglén expresan diferencia significativa entre muestras (p=0.05,
por prueba de Tukey).

El contenido de fibra total de la VSF es mayor (7.6 %) a lo reportado por Nieto-
Figueroa et al. (2019) a pesar de gque existe un mismo pretratamiento como la
extrusion, el efecto de vapor bajo presion que se presenta en la esterilizacion, previo

ainocular, pudo influir en el contenido de fibra total en la VSF, lo que ha sido atribuido

al incremento de la fraccion soluble (Dang & Vasanthan 2018).

Respecto a la VSF, la VF12h y VF18h presentaron un incremento significativo
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de 2.62 y 2.49 %, respectivamente, de la fibra total, ademas de 3.16 y 3.22 % de la
fraccion insoluble respectivamente. Posteriormente una disminucion significativa de
2.7 % de fibra total y 2.3 % de fibra insoluble a las 24 horas, continuando esta
tendencia a las 36 y 48 horas de fermentacion. Este mismo fenémeno de aumento y
disminucion del contenido de fibra a través de las horas de fermentacion ha sido
reportado previamente por Oliveira, et al. (2010) y Kupski et al. (2012) atribuyendo el
aumento del contenido de fibra total e insoluble en las primeras horas de
fermentacion al crecimiento del hongo. Los hongos filamentosos como R. oryzae
producen de manera intrinseca otros polisacaridos como celulosa y quitinas , ambas
propias de su pared celular, las cuales son similares a las estructuras del sustrato
solido en el que se desarrollan. Mientras que la disminucion del contenido de fibra
total e insoluble después de un tiempo prolongado de la fermentacion se asocia a la
habilidad de R. oryzae para degradar componentes de la pared celular del sustrato
(vaina de cacao) a través de su sistema enzimatico, es decir, secrecion de enzimas
gue degradan celulosa y hemicelulosa. Esto fue observado también por Alemawor,
Dzogbefia, Oddoye, & Oldham (2009) en donde usaron vaina de cacao con el hongo
filamentoso Pleurotus ostreatus. De igual manera se informé esta tendencia por
Lateef et al, (2008) y Olugosi et al. (2019) quienes usaron la vaina de cacao con R.

stolonifer.

En cuanto al contenido de fibra soluble hay una disminucion conforme el
tiempo de fermentacion avanza; sin embargo, a las 48 horas el contenido de fibra
soluble es mayor, sin diferencia significativa, a las demas muestras. De Lima, et al.
(2021) a través del uso de R. oligosporus en un subproducto (anacardo)
caracterizado por ser rico en fibra insoluble reportaron un incremento del 20 % de
fibra soluble después de las 32 horas de fermentacion. También Vong, Hua & Liu,
(2018) mencionaron tener un incremento del contenido de fibra soluble del 109 % vy
una disminucion de fibra insoluble del 28 %, utilizando R. oligosporus. La matriz
utilizada (okara) se caracterizaba por ser rica en fibra insoluble, atribuyendo este
cambio en la composicion quimica a las enzimas fungicas, las cuales descomponen

la estructura lignoceluldsica del sustrato (vaina de cacao) y se liberan oligosacéaridos
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y disacéridos originando una bioconversion de fibra insoluble a fibra soluble. Das,
Lonappan, Brar & Verma (2015) de igual manera reportaron bioconversion de las
fracciones de fibra en el orujo de manzana a través de la fermentacion sélida por R.
Oryzae. Otros autores también evidencian el uso de la fermentacién sélida como
alternativa para el procesamiento de diferentes subproductos que se caracterizan por
tener un alto contenido de fibra insoluble, teniendo como ventaja una menor
destruccion de la estructura de la fibra y menor contaminacion con el uso de
sustancias quimicas (y Postigo, et al. 2021; Acosta-Estrada, et al. 2019; Guo, Kang,
Bai, & Xu 2018; Queiroz-Santos et al. 2018; Zhao, Guo & Zhu, 2017).

Sobre el contenido de proteina, la VSF mostré un contenido menor del 2% a
lo reportado por Nieto-Figueroa et al. (2019). De acuerdo con Offiah, Kontogiorgos &
Falade (2018) y Dang & Vasanthan (2018) de igual manera que con el contenido de
carbohidratos y fibra, ambos pretratamientos previos a la fermentacién originan un
menor contenido de proteina debido a la desnaturalizacion. Sin embargo, el
contenido de proteina incrementa conforme las horas de fermentacion avanzan,
mostrando una diferencia significativa a las 24, 36 y 48 horas. Lo anterior concuerda
con Lateef, et al. (2008), Alemawor, Dzogbefia, Oddoye, & Oldham (2009),
Sriherwanto, et al. (2016) y Olugosi et al. (2019), en donde usaron la vaina de cacao
como sustrato y el procesamiento de fermentacion sdlida. Este incremento de
proteina se atribuye al crecimiento de las hifas del hongo y se caracterizan por ser
de alto valor biolégico (Lateef, et al. 2008; Oliveira, et al. 2010; Kupski, et al. 2012;
Olugosi, et al. 2019).

Por otro lado, la vaina sin fermentar mostré un contenido menor de lipidos con
valores cercanos a lo reportado por Vriesmann, Amboni & Petkowicz (2011), Chun et
al. (2016), Nguyen & Nguyen, (2017), pero contrario a lo reportado por Nieto-
Figueroa et al. (2019), en donde el valor reportado es 50 % menor a la VSF a pesar
de tener la extrusion como procesamiento similar con este estudio. Esta diferencia
se le puede atribuir al tipo y cantidad de procesamientos térmicos y mecanicos

reportados por Nieto-Figueroa et al. (2019), los cuales pueden contribuir a la
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peroxidacion lipidica. Posteriormente de las O horas, se present6é una disminucién no
significativa del 12y 6 % a las 12 y 18 horas, respectivamente; de acuerdo con Lateef
et al. (2008), Kupski et al. (2012) y Oliveir, et al. (2010) la disminucién es debido a la
sintesis micelial o de quitina, esta ultima es un componente principal de la pared
celular de las hifas de los hongos filamentosos. Sin embargo, la VF36h y VF48h
presentaron un incremento del 115y 148 % del contenido de lipidos. De acuerdo con
dos Santos Oliveira et al. (2011) y Lennartsson, Edebo & Taherzadeh (2014), sefialan
gue R. oryzae entre otros hongos filamentosos tienen la capacidad de sintetizar sus
propios acidos grasos. De igual manera, se presentd un incremento del contenido de
cenizas conforme el tiempo de fermentacion avanza, mostrando un mayor contenido
y diferencia significativa a las 24 y 48 horas, lo cual concuerda con lo reportado
previamente por Kupski et al. (2012) en el salvado de arroz y Lateef et al. (2008),
Alemawor, Dzogbefia, Oddoye, & Oldham (2009) ambos usando la vaina de cacao y
mencionando que el aumento observado de cenizas probablemente se debid a la
disminucién de algunas fracciones organicas de la vaina durante el proceso de

bioconversion.

VI.5 Composicion nutraceutica de la vaina de cacao durante el proceso

de fermentacion

En la Figura 2 se presenta el contenido de fenoles, taninos y flavonoides
totales durante el proceso de fermentacién, observandose cambios conforme los
tiempos de fermentacion en la vaina de cacao avanzan. Se presento una disminucion
inicial de fenoles y flavonoides y un aumento de taninos; posteriormente se observé
un incremento a las 18 horas en todos los grupos de compuestos fendlicos y a las 24
horas de fermentacién una disminucion significativa, concluyendo a las 48 horas con

un incremento de fenoles y taninos ademas de la disminucion de flavonoides.

Kupski et al. (2012), reportaron estd misma tendencia en la fermentacion
sélida del salvado de arroz respecto al contenido de fenoles totales, mostrando una
variacion en las primeras horas y un incremento significativo en la ultimas horas de

fermentacion (120 h), atribuyendo este comportamiento a la descomposicion de la
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lignina ocasionando una liberacion de fenoles de la pared celular. Coincidiendo asi
con Das et al. (2015), sin embargo, el tiempo de fermentacion fue mayor y se utilizé
pulpa de manzana, este aumento de fenoles totales se debe de igual manera al grupo
enziméatico y oxidativo lignolitico de los hongos filamentosos como R. oryzae para la
degradacion del anillo de fenilo. Por otra parte, la disminucién repentina es dada por
la hidrolisis de compuestos antioxidantes en moléculas mas pequefias o por que se
encuentran ligados a componentes de la matriz alimentaria, dificultando asi su
lectura, ademas de proponer un tiempo de 36 a 48 h para empezar a notar cambios
significativos en el contenido de compuesto antioxidantes (Buen-Rostro et al., 2017).
El grupo de taninos condensados present6 el mismo comportamiento que los
fenoles, sin embargo, fue el polifenol que en mayor concentracion se reportd. Esto
debido a que los hongos filamentosos se caracterizan por ser microorganismos
productores de tanasas por excelencia (Kumar, Sharma & Singh 2007; Altop, 2019;
Londofio-Hernandez et al., 2020). Otro factor que considerar es lo reportado por Altop
(2018), quien menciona que los taninos condensados son polifenoles unidos a las
proteinas y a la celulosa, conforme la fermentacion avanza estos son liberados por
la hidrélisis ocasionada a la pared celular y a las proteinas de la matriz alimentaria.
A comparacién de los otros compuestos fendlicos, los flavonoides mostraron
el mismo comportamiento que los anteriores, pero fueron los compuestos de menor
abundancia. Gebru & Sbhatu (2020) y Adebo et al. (2018), reportan que la
disminucién repentina es debido a una hidrolisis de los flavonoides y la presencia de
un bajo contenido es por la alta actividad del polifenol oxidasa secretada por una
amplia gama de cepas de hongos filamentosos. De acuerdo con lo reportado por
Buen-Rostro et al. (2017) se pueden proponer a los hongos filamentosos como un
microorganismo para el procesamiento de subproductos lignocelulésico como la
vaina de cacao. A pesar de no mostrar una diferencia significativa entre tiempos de
fermentacion, se presenté un cambio en la composicion nutracéutica, por lo que se
propone llevar a la vaina de cacao a un mayor tiempo de fermentacion e incluso una
combinacion con otras tecnologias (Nieto-Figueroa et al., 2019), las cuales podrian

ayudar al aumento significativo de compuestos antioxidantes.
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Figura 9. Composicion nutraceutica (a) y capacidad antioxidante (b) de la vaina de
cacao sin fermentar y fermentada a diferentes tiempos.

Cada valor representa la media de tres experimentos independientes por triplicado + DE y son expresadas como
Mg equivalentes de acido galico, (+) catequina, rutina por g de muestra para fenoles, taninos y flavonoides
respectivamente. La capacidad antioxidante es expresada como como pM eq. Trolox/g de muestra Letras
minudsculas diferentes expresan diferencia significativa entre muestras (p=0.05, por prueba de Tukey).

Por otra parte, la capacidad antioxidante mantuvo una misma variaciéon a
través de las horas de fermentacion, a pesar de no haber diferencia significativa, a
las 24 horas se present6é una capacidad antioxidante menor y una mayor a las 36 y
48 horas, mostrando una correlacién de la capacidad antioxidante de DPPH y ABTS
(r=0.915, p=0.000; r=0.834; p= 0.001) con los fenoles totales. Esta misma variacion

obtenida en la capacidad antioxidante durante la fermentacion solida se ha reportado
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por otros autores. Lateef et al. (2008) reportaron valores por debajo y un aumento de
la capacidad antioxidante (15.74 - 37.27 pM eqTrolox/g) a las 48 horas de
fermentacion en vaina de cacao. De la misma manera Kupski et al. (2012) reportaron
un mayor porcentaje de inhibicién de DPPH del 92 % a las 96 horas de fermentacion,
atribuyendo esta capacidad antioxidante al aumento del contenido de fenoles. Sin
embargo, Dulf et al. (2017) al comparar dos cepas de hongos (R. oligosporus y A.
niger) en hueso de durazno reportaron un aumento del porcentaje de inhibicion al
segundo dia del 62 al 85 % y posteriormente una disminucion del 85 al 65 % al 6to
dia y no encontraron correlacion alguna; concluyeron que las variaciones pueden ser
dadas por el tipo de cepa y por la matriz alimentaria que se utiliza como sustrato.
Cabe mencionar que la concentracion de compuestos y capacidad antioxidante
difiere de acuerdo con la matriz alimentaria, en nuestro caso el tipo de cultivo y lugar
de procedencia del fruto de cacao como también el método de extraccion y
procesamiento aplicado a la matriz alimentaria podrian afectar (Campos-Vega, Nieto-
Figueroa, & Oomah, 2018; Nieto-Figueroa et al., 2019).

VI.6 Bioaccesibilidad de compuestos fendlicos de la vaina sin fermentar y
fermentada a las 48 horas

La bioaccesibilidad es la liberacion de compuestos presentes en la matriz
alimentaria a través del tracto gastrointestinal que contribuye a la biodisponibilidad
para finalmente generar una respuesta fisiolégica (Saura-Calixto, Serrano & Gofii,
2007). Hay alimentos o subproductos los cuales tiene que ser previamente
procesados con la finalidad de mejorar la accesibilidad de los componentes
nutracéuticos debido a su caracteristica quimica que imposibilita su liberacién y
absorcion. La fermentacion solida de manera general es un bioprocesamiento que
origina un cambio en la composicidn nutracéutica, sin embargo, estos estudios
solamente se centran en la composicidon y bioactividad, pasando por alto los
beneficios a la salud (Roasa, De Villa, Mine & Tsao, 2021).

Son escasos los articulos en donde reportan el efecto de la fermentacion
sélida sobre la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de matrices alimentarias

diferentes. Respecto a la vaina de cacao, actualmente solo Nieto-Figueroa et al.

56



(2019) han reportado la bioaccesibilidad de la vaina de cacao a través de un sistema
gastrointestinal in vitro. Cabe sefalar, que la presente investigacion es el primer
estudio que evaluo la bioaccesibilidad de la vaina de cacao fermentada.

En la Figura 10 se muestra que la bioaccesibilidad de los fenoles en la etapa
de la boca. Entre la VSF y VF se presento diferencia significativa, e inclusive de
acuerdo con el contenido inicial, la VF en la boca casi duplica el contenido, con un
valor de bioaccesibilidad del 169 %. Estos datos sugieren que la fermentacion tipo
tempeh origina cambios en la matriz, reflejados en la bioaccesibilidad de fenoles, e
inclusive el procesamiento por el hongo origina una posible sintesis de compuesto
bioactivos, como ha sido sugerido previamente (Roasa, De Villa, Mine & Tsao, 2021).
A pesar de los posibles efectos de la fermentacion tipo tempeh de la vaina, también
debe considerarse que la bioaccesibilidad en la boca esta influida también por el
proceso mecanico de la masticacion, que origina una liberacion de estos compuestos

como también la formacion de complejos de compuestos fendlicos (Capuano, 2017).

Después de la fase bucal, la matriz alimentaria compuesta de carbohidratos
no digeribles como lo es la vaina de cacao pasa a través del estbmago con un ligero
cambio en su composicién debido al HCI y enzimas gastricas, esta obtiene una
consistencia viscosa y mas o menos permeable dependiendo de los polimeros que
la conforman. Nieto-Figueroa et al. (2019) reportaron tener una ausencia del
contenido de compuestos fendlicos, atribuyendo a la composicién alta en fibra de la
vaina de cacao y de acuerdo con Palafox-Carlos, Ayala-Zavala, & Gonzéalez-Aguilar

(2011) el tipo y contenido de fibra puede reducir la absorcion de antioxidantes como
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otros nutrientes, atrapandolos en la matriz.
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Figura 10. Bioaccesibilidad gastrointestinal in vitro (boca-colon) de compuestos
fendlicos totales en la vaina de cacao sin fermentar y fermentada.

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + DE y son
expresadas como ug GAE/g de muestra. Letras mayulsculas diferentes expresan diferencia
significativa entre muestra sin fermentar (VSF) y fermentada (VF). Letras minUsculas diferentes
expresan diferencia significativa entre etapas de la digestion (a=0.05, prueba de Tukey).

Caso contrario a lo obtenido en la presente investigacion en la fase gastrica,
en donde se report6 una disminucion para ambas muestras en el contenido de
fenoles, pero con una diferencia significativa entre ellas, indicando una mayor
bioaccesibilidad de la VF sobre la VSF (80 % y 52 %, respectivamente). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Janarny & Gunathilake (2020) en salvado
de arroz, atribuyendo este aumento de la bioaccesibilidad en la fase gastrica por un
posible mecanismo de las enzimas extracelulares producidas por el metabolismo del

hongo que provoca una ruptura estructural de la matriz. De igual manera Chen et al.
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(2019) reportaron resultados similares en la fase gastrica a través de las mismas
tecnologias utilizadas para procesamiento de la vaina de cacao, sugiriendo que a
través del procesamiento de subproductos como la fermentacion tipo tempeh con R.

oryzae, se origina un aumento de la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos.

En la etapa intestinal de lado apical (fraccibn no absorbida en el intestino
delgado) a los 15 minutos se obtuvo un aumento significativo del contenido de fenoles
de la VF respecto a la VSF, obteniendo una bioaccesibilidad del 92% y 30.2%,
respectivamente. Posteriormente, en los Ultimos tiempos de la digestion intestinal, la
VSF incremento su contenido significativamente respecto a la VF. Mientras que del
lado basolateral (fraccion permeada/absorbida en el intestino delgado) al tiempo 15
y 30 minutos, el porcentaje de bioaccesibilidad de la VF (31% y 35.5%,
respectivamente) fue significativamente mayor respecto a la VSF (2% y 16.9%)
indicando una permeabilidad y absorcion en los diferentes tiempos, pero una mayor
absorcion de los compuestos fendlicos al tiempo 15 de acuerdo con un analisis de
permeabilidad aparente (Papp). De acuerdo con el lado A (apical) y B (basolateral)
[Papp A->B (9.96 cm/sx10-9)]; sin embargo, al tiempo 30 y 60 hay un eflujo de fenoles
a lado apical, esto de acuerdo con los valores de Papp B->A (9.60 y 9.85 cm/s x10°
6) . Este mismo incremento en el porcentaje de bioaccesibilidad se reporté por Chen
et al. (2019), sefialando que el procesamiento de subproductos como el salvado de
arroz a través de la fermentacibn solida y extrusion permite mejorar la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los compuestos fenélicos. También, por parte
de Janarny & Gunathilake (2020) se reportd un incremento de la biodisponibilidad del
salvado de arroz (2 de 4 especies), la cual esta dada por el previo procesamiento
enzimatico con R. oryzae; sin embargo, el proceso de transformacion de los
compuestos fendlicos durante la fase intestinal también puede ser afectada por las

condiciones de la fermentacion ocasionando una baja biodisponibilidad.

Finalmente, los compuestos fendlicos durante la fermentacién colénica en la
VF48h aumentaron la bioaccesibilidad de fenoles a las 6 y 12 horas y con una

disminuciéon a las 24 horas de la fermentacion colbnica, siendo estadisticamente
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diferente a las 6 horas respecto a la VSF. Se ha reportado que, a través del
procesamiento de subproductos de trigo por fermentacion solida también origina un
aumento de la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos en el colon. Koistinen et al.
(2017) investigaron los efectos de la fermentacion, a través de la levadura S.
cerevisiae y el tratamiento enzimatico, sobre el metabolismo colénico de fenoles
provenientes del pan de trigo fortificado con salvado de centeno fermentado a traves
de un modelo de colon in vitro. Sus hallazgos mostraron que se origind un aumento
de la bioaccesibilidad de los &cidos fendlicos en el colon con en el pan fermentado.
De acuerdo con lo reportado por Roasa, De Villa, Mine & Tsao (2021), los cambios a
través del tiempo, reportados en la presente investigacion, podrian ser debido al
procesamiento de las enzimas de la microbiota que origina la liberacién de fenoles
de la fibra procedente de la vaina de cacao y la sintesis de metabolitos fendlicos en
las primeras horas. Sin embargo, la disminucion posterior podria darse por la

utilizacién de la misma microbiota (Herrera-Cazares et al., 2017).

VI.7 Bioaccesibilidad de flavonoides de la vaina sin fermentar y fermentada a
las 48 horas

A través de un sistema gastrointestinal y fermentacion colénica in vitro, se
analiz6 el efecto de la fermentacion tipo tempeh en la bioaccesibilidad vy
biodisponibilidad de los flavonoides, los cuales son compuestos principales en la
vaina de cacao.

En la Figura 11, se observa los cambios originados de la fase bucal hasta la
fase coldnica. En la etapa de la boca se observé un incremento de la bioaccesibilidad
del casi 900% en la VSF y VF a partir de la muestra sin digerir (Figura 9), indicando
gue la fermentacion tipo tempeh influye en la liberacion de estos compuestos. Nieto-
Figueroa et al. (2019), reportaron tener una mayor bioaccesibilidad de los flavonoides

en la boca en comparacion con los otros compuestos antioxidantes.
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Figura 11. Bioaccesibilidad gastrointestinal in vitro (boca-colon) de compuestos
flavonoides totales en la vaina de cacao sin fermentar y fermentada.

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + DE y son
expresadas como ug rutina/g de muestra. Letras mayulsculas diferentes expresan diferencia
significativa entre muestra sin fermentar (VSF) y fermentada (VF). Letras minusculas diferentes
expresan diferencia significativa entre etapas de la digestién (a=0.05, prueba de Tukey).

Posteriormente en la fase del estbmago la bioaccesibilidad de los flavonoides
se sigue manteniendo por arriba del 500 %. Sin embargo, el contenido de flavonoides
disminuye en ambas muestras, mostrando un menor contenido la VF sin diferencia
significativa. Ban et al., (2015) mencionaron que los flavonoides de manera general
presentan una menor estabilidad en la fase gastrica debido a su naturaleza hidrofoba,

por lo que tienden a degradarse por factores como el pH y las enzimas digestivas.

En la etapa intestinal de lado apical, el contenido de flavonoides en la VF incrementé,
mostrado una mayor concentracion a los 30 minutos, pero sin diferencia significativa
entre tiempos. Este incremento se puede atribuir al efecto sinérgico de la matriz
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alimentaria que protege a los flavonoides hasta la fase intestinal (Mosele et al., 2016);
como también a la accion de la enzima lactasa floridzina hidrolasa (LPH), la cual
especificamente hidroliza una amplia gama de glucésidos como los flavonoides.
Mientras en el lado basolateral, se reportd una disminucion del 50 % del contenido
de flavonoides, sin diferencia significativa entre tiempos de incubacion y solamente
se observo una mayor permeabilidad aparente A->B a los 15 minutos en la VSF y VF
(7.84 y 7.59 cm/sx10°F) indicando una absorciéon de los flavonoides y una
permeabilidad a través de la barrera intestinal de acuerdo con Papp B->A, mientras
gue al minuto 30 y 60 no hubo permeabilidad. Herrera-Cazares et al. (2020), reporto
un mayor contenido del lado apical y una ausencia de lado basolateral de acuerdo
con la permeabilidad aparente, indicado que esto es debido a que la mayoria de los
flavonoides se unen a otros compuestos no digeribles o de digestion lenta mejorando
su resistencia a la degradaciéon gastrointestinal, disminuyendo asi su
biodisponibilidad. Otro factor que pudiera afectar la absorcién de flavonoides es por
la posible interaccibn con proteinas pancreaticas, hidrolizando flavonoides a
agliconas menos polares antes de la absorcion gastrointestinal (Xia, Deng, Guo y Li,
2010).

Durante la fermentacién colénica de la VSF y VF obtuvieron una mayor
liberacidn de flavonoides a las 6 horas respecto a los otros tiempos de fermentacién,
sin diferencia significativa (Figura 12). Esto mismo se reporté por Campos-Vega et
al. (2015), obteniendo una mayor bioaccesibilidad de flavonoides a las 24 horas de
la fermentacion coldnica en café usado. Tomas et al. (2019), reporté una abundancia
de metabolitos procedentes de flavonoides en la fermentacién coldnica, indicando
gue estos son metabolizados en gran medida por la microbiota. Williamson, Kay, &
Crozier (2018), indicaron que parte de los flavonoides que no son absorbidos en la
fase intestinal, viajan hasta el colon y sefiala que las fracciones conjugadas y las
agliconas resultantes estan sujetas a la fision del anillo, lo que lleva a la produccién
de acidos fendlicos y compuestos aromaticos. Estos también pueden absorberse y

someterse a un metabolismo de fase Il y en ultima instancia, excretarse en la orina.
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VI8. Bioaccesibilidad de taninos condensados de la vaina sin fermentar y
fermentada a las 48 horas

A pesar del aumento del contenido de taninos en la VF48h reportado en la
Figura 9, el contenido en la etapa bucal disminuy6 en ambas muestras, siendo menor
en la VSF (31.4%) indicando una bioaccesibilidad significativamente mayor en la VF
(37.9%), comparado con la muestra sin digerir. Esta disminucién puede ser debido a
lo reportado por Nieto-Figueroa et al. (2019), donde solamente 1% de los taninos fue
bioaccesible, indicando que el grado de polimerizacion de los taninos condensados
puede afectar la liberacion de estos compuestos. Otro factor para tener en cuenta es
la interaccién que los taninos puedan tener con la fibra de la vaina de cacao,

ocasionando que su bioaccesibilidad se vea afectada.

En la etapa gastrica se observo una disminucién del contenido de taninos
condensados respecto a lo visto en la etapa bucal. La VSF (31.1%) obtuvo un mayor
porcentaje (p < 0.05) de bioaccesibilidad respecto a la VF (6.4%). Esta disminucién
del contenido de taninos en la fase géstrica es acorde a lo reportado por Nieto-
Figueroa et al. (2019) en la vaina de cacao seca y Janarny & Gunathilake, (2020) en
el salvado de arroz fermentado por R. oryzae, sefialando que las enzimas gastricas
y el HCI no tienen algun efecto en la liberacion de taninos y despolimerizacién de
estos de su matriz procedente. De igual manera, Saura-Calixto et al. (2010),
reportaron que en las matrices alimentarias con presencia de fibra dietética se tienen
una fuerte asociacién (puentes de hidrégeno, interacciones hidréfobas, enlaces
electrostaticos y covalentes) con los taninos, originando una accién minima por parte

de las enzimas digestivas.
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Figura 12. Bioaccesibilidad gastrointestinal in vitro (boca-colon) de compuestos
taninos condensados en la vaina de cacao sin fermentar y fermentada.

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + DE y son
expresadas como g (+)-catequina/g de muestra. Letras mayusculas diferentes expresan diferencia
significativa entre muestra sin fermentar (VSF) y fermentada (VF). Letras minusculas diferentes
expresan diferencia significativa entre etapas de la digestién (a=0.05, prueba de Tukey).

En la etapa intestinal del lado apical la VF mostr6 un aumento de la
bioaccesibilidad de taninos en los primeros minutos y un incremento significativo a
los 30 minutos (20.2 %) respecto a la VSF; finalmente a los 60 minutos (15 %) el
contenido disminuyé. Mientras que, en el lado basolateral, la bioaccesibilidad de
ambas muestras disminuy6 en los primeros minutos, posteriormente incremento a
los 30 minutos y decrecié a los 60 minutos nuevamente, reportandose una diferencia
significativa de la VSF (15.6 %) respecto a la VF (3.3 %). Acorde a la Papp, a los 15
minutos la VF mostré valores altos de permeacion de lado A->B y un radio de flujo
positivo respecto a la VSF, indicando una absorcion de taninos de la vaina

fermentada, mientras que en la VSF mostraron valores positivos de lado A->B pero
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una nula permeabilidad de lado B->A, sefialando una dificultad de los taninos
condensado de la vaina sin fermentar por cruzar la barrera intestinal. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Herrera-Cazares et al. (2020), Nieto-
Figueroa et al. (2019) indicando que en un modelo de digestion in vitro, para evaluar
la bioaccesibilidad del gabazo del mango, se observdé una disminucién de la
concentracion de taninos en la fase intestinal, atribuyendo la baja bioaccesibilidad y
nula permeabilidad a la estructura molecular de los taninos y a la ausencia de una
despolimerizacion previa, sugiriendo que estos compuestos bioactivos serén
metabolizados en la fase coldnica por la microbiota. Sin embargo, de acuerdo a lo
reportado por Janarny & Gunathilake, (2020) los taninos condensados del salvado
de arroz fermentado por Rhizopus oryzae mostraron una mayor bioaccesibilidad en
la fase intestinal y una mayor disponibilidad, por lo que mencionan que la variacion
en la bioaccesibilidad y permeabilidad varia por los factores de la fermentacion solida,
en este caso esta variacion de permeabilidad podria ser dado por la diferencia de la

matriz alimentaria y su modificaciones utilizada en la investigacion.

En la etapa colonica la VF a las 6 horas de la fermentacion colénica incremento
significativamente la bioaccesibilidad de taninos, posteriormente disminuyd, lo que
sugiere el papel importante de la fermentacién de la microbiota para la liberacion de
los taninos condensados. Estos resultados se asemejan a lo reportado por Campos-
Vega et al. (2015) y Herrera-Cazares et al. (2020), concluyendo ambos autores que
la mayor liberacién de los taninos esta dada en el colon por las enzimas de la
microbiota coldnica. Cabe afiadir que la interaccién de los taninos condensados con
la fibra dietaria pueden actuar como matriz de atrapamiento, evitando la liberacién
de estos compuestos en el tracto gastrointestinal y liberandose en el colon (Tomas
et al., 2019). A las 12 y 24 horas de fermentacion colonica el contenido de taninos
decrece significativamente en la VF. De acuerdo con Serrano et al. (2009) los taninos
liberados en las primeras horas de fermentacibn son descompuestos por las

bacterias colonicas para originar taninos absorbibles o no absorbibles.
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VI.9 Capacidad antioxidante de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada

durante la digestidon gastrointestinal in vitro

En la Tabla 13 se muestran la capacidad antioxidante de la FSV y VF, en las
etapas de la digestion y fermentacién colonica in vitro. Se observo, de manera
general, que la capacidad antioxidante evaluada por DPPH en la VF, en comparacion
con la VSF, es significativamente mayor en cada etapa, con excepcion del lado
basolateral del intestino delgado y con diferencia significativa en la boca respecto a
las demas etapas. Cuando la capacidad antioxidante se evalio por el método de
ABTS, la VF solamente mostrd diferencia significativa en la boca respecto a cada
fase y muestra, observandose una tendencia de disminucién en el estbmago-lado
apical y un incremento en el lado basolateral-colon. Este mismo cambio en la
capacidad antioxidante en la boca fue reportado por Campos-Vega et al. (2015) en
el café usado y por Luzardo-Ocampo et al. (2017) en frijol y maiz procesado,
indicando que el aumento de la capacidad antioxidante est4 dado por el aumento de
la liberacion de compuestos fendlicos. De igual manera Nieto-Figueroa et al. (2019),
reportaron un incremento en la capacidad antioxidante por DPPH de la vaina de

cacao procesada por microondas, aire caliente y extrusion en la fase de la boca.

Después de la fase de la boca, se reportdé una tendencia de disminucion
conforme la matriz avanza por cada etapa; sin embargo, en la etapa coldnica la
capacidad antioxidante incrementd. De acuerdo con Campos-Vega et al. (2015), la
capacidad antioxidante se puede ver afectada por el efecto del pH de la etapa
gastrica generando una disminucién de compuestos fendlicos, tal y como se observé
en la presente investigacion. Nieto-Figueroa et al. (2019) mencionaron que la
disminucién de los polifenoles y aumento de la capacidad antioxidante es debido a
gue los compuestos fendlicos se encuentran atrapados en la matriz de la fibra en el
guimo, lo que obstruye su cuantificacion y variacion de la concentracion de fenoles

con la capacidad antioxidante.

Durante la etapa intestinal, se observé una disminucién de la capacidad

antioxidante, siendo al minuto 30 de incubacion el tiempo con el mayor valor (DPPH)
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en la VF. Segun Quiros-Sauceda et al. (2015), la mayor absorcion de compuestos
fendlicos se realiza en el estbmago y solo un pequefio porcentaje se libera en el
intestino, razén de la disminucion de la capacidad antioxidante durante esta etapa.
De acuerdo con Saura-Calixto, Serrano, & Gofii, (2007) a pesar de la disminucién de
la capacidad antioxidante por DPPH, la capacidad antioxidante puede estar dada por
la liberacidn de los compuestos nutracéuticos de la VF en el intestino; posteriormente
llegaran al colon y con la liberacidén de otros compuestos nutracéuticos y metabolitos
aumentara la capacidad antioxidante en esta etapa. Sin embargo, de lado basolateral
también se presentd capacidad antioxidante, lo cual indica que la absorcidon de los
compuestos poli fendlicos de la VF podran ejercer un efecto. Estos mismos
resultados concuerdan por lo reportado por Nieto-Figueroa et al. (2019) en la vaina
de cacao.

Janarny & Gunathilake, (2020) reportaron de igual manera a través de la
fermentacion sdlida en salvado de arroz una capacidad antioxidante en la fase
gastrica e intestinal, sugiriendo a la fermentacibn como método innovador para el
procesamiento de subproductos y uso como ingredientes con beneficios a la salud.

Acorde a lo reportado en la presente investigacion, se sugiere que la
fermentacion tipo tempeh mejora la bioaccesibilidad de los compuestos polifendlicos
y por ende su liberacion, pudiendo alcanzar incluso el colon, originando un aumento
de la capacidad antioxidante y posiblemente contribuyendo a un efecto celular en

otros tejidos.
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Tabla 13. Capacidad antioxidante de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada

durante las diferentes etapas de la digestion gastrointestinal in vitro (boca-colon).

ETAPAS DPPH (uM trolox/qg) ABTS (uM trolox/g)
VSF VF VSF VF
Boca 2194 + 11.47 2276 + 73.8" 1595 + 95.682 | 1995 + 89.94a
Estomago 1752 + 102.3A¢ 1883 + 155.04¢ 1653 + 16.442 1202 + 96.48¢
Intestinal
(Apical)
15 min 1451 + 37.9Ad 1442 + 112.1Ad 948 + 14.7A¢ 795 + 67.88d
30 min 1441 + 29.38d 1579 + 51.04de 836 + 51.2A¢ 713 + 9.68d
60 min 1398 + 39.48d 1498 + 46.9Ad 911 + 5.94¢ 790 + 46.98d
Intestinal
(Basolateral)
15 min 1325 + 370Ad 1219 £ 62.94¢f 1151 +48.5%0 | 1188 + 29.94¢
30 min 1337 + 245Ad 1160 + 77.45f 1261 + 24.54b 1164 + 37.1B¢
60 min 1347 + 17.7Ad 1171 + 9.1Bef 1285 + 3.2Ab 1276 + 12.8A¢
Colon
6 h 1775 + 62.08¢ 1959 + 84 5Abc 1560 + 19.2Aa 1584 + 10.54P
12 h 2004 + 13.38P 2232 + 99.3Rab 1561 £ 65.5%2 | 1650 + 78.7AP
24 h 1929 + 29.68b 2341 + 156.4%2 | 1621 +94.8”a | 1559 + 75.3/°

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado = DE y son
expresadas como UM equivalentes de trolox por g de muestra. Letras mayusculas diferentes por
columna expresan diferencia significativa entre muestra sin fermentar y fermentada. Letras
mindsculas diferentes por renglén expresan diferencia significativa entre etapas de la digestion de
cada muestra (p=0.05, prueba de Tukey).

VI.7 Contenido de compuestos fendlicos y teobromina determinados por HPLC

de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada a diferentes tiempos

En la Tabla 14 se muestra el contenido de fenoles especificos y teobromina
de las muestras de la vaina fermentada a distintos tiempos de fermentacion. La VSF
(0 h) mostré un mayor contenido con diferencia significativa de rutina, &cido elagico
y teobromina. A las 12 horas, se presencio acido cafeico y acido gélico, ademas de
una disminucion de los demas componentes y una ausencia de quercetina.
Posteriormente, conforme el tiempo de fermentacién avanza hay cambios en la
concentracion y presencia de los compuestos fenodlicos. La VF48h mostré un
aumento significativo de quercetina, presencia del &cido galico, disminucion de rutina
y teobromina, ademas de la ausencia del acido elagico.

Son pocos los estudios que evaltan el contenido de fenoles en la vaina de cacao de

manera especifica. La vaina de cacao sin procesar se caracteriza por contener
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catequina (36 %), quercetina (21 %), epicatequina (21 %), acido galico (11.3 %),
acido cumarico (6.5 %) y acido protocatecuico (4.5 %) (Valadez-Carmona et al.,
2017).

modifica. Valadez-Carmona et al. (2017) reportaron diferentes compuestos fenolicos

Sin embargo, conforme la VC es procesada su contenido de fenoles se

de la vaina de cacao sometida a diferentes procesos de secado de los cuales en la
VF Unicamente se cuantific6 quercetina y acido galico. Esto podria ser debido al
método de cuantificacion y extraccién, el tipo del fruto y principalmente al
procesamiento de la fermentacion tipo tempeh. Lo antes mencionado se corroboré
con Nieto-Figueroa et al. (2019), quienes reportan tener solamente la presencia de

acido galico en la VC sometida a tres procesamientos de secado diferente.

Tabla 14. Contenido de compuestos fendlicos determinados por HPLC de la vaina
de cacao sin fermentar y fermentada a distintas horas.

Muestra Acu_jo Acido Galico A?'qo Rutina Catequina Quercetina Teobromina
Cafeico Elagico

VSF NC NC 4800 + 215.8% | 16205 + 120.02 NC 1359 +14.9¢ 437 +0.012
VF12h | 9+0.43 | 23716 +1003.0® | 3358 +2.2° 4036 + 21.1¢ NC NC 4.14 +0.01P¢
VF18h NC 24615 + 1403.92 | 3673 + 143.1° 8662 + 124.9° NC 1125 + 8.5¢ 4.16 £ 0.01°
VF24h NC 12806 + 586.1° 2392 £1.4° NC NC 1424 +6.2° 4.14 +0.01P¢
VF36h NC 23243 £1720.32 | 2203 +173.6° 2225 + 16.49 NC 1222 + 4,54 4,17 +£0.01°
VF48h NC 22911 + 1003.92 NC 1557 +1.6¢° NC 1737 £9.02 4.14 +0.01b¢

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + desviacion
estandar y son expresadas como pg/g de muestra. Letras minusculas diferentes por renglén expresan
diferencia significativa del compuesto entre muestras a distintas horas de fermentacién. (p=0.05,
prueba de Tukey). ND, no detectado, debajo del limite de deteccién. NC, no cuantificado, debajo del
limite de cuantificacion.

La fermentacion puede cambiar el contenido de los polifenoles tal y como se
observo en la Figura 10, corroborando este cambio en la variacion del contenido de
fenoles especificos en la Tabla 14. Esta variacion es debido al sistema enzimatico
que la fermentacion tipo tempeh conlleva, ya que enzimas como la a-amilasa, lacasa
y B-glucosidasa, tanino acil hidrolasa, elagitanino acil hidrolasa juegan un papel
importante en la movilizacion de compuestos fendlicos bioactivos durante la

fermentacion solida, debido a que los hongos filamentosos como R. oryzae tienen
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dos sistemas oxidativos; un sistema que degrada polisacaridos y otro que degrada
la lignina e hidroliza los anillos de fenilo, aumentando el contenido y la modificacion
quimica de ciertos compuestos bioactivos (Martins et al., 2011). Zambrano et al.
(2018), reportaron un contenido diferente al inicial y una variacién de los fenoles
individuales a través de la fermentacion solida en residuos de uva, manzana y pitaya.
De igual manera Wang et al. (2019) reportaron obtener un contenido de fenoles
especificos diferente a la inicial en residuos de cebada, mostrando una variacion de
estos conforme la fermentacion avanza a través de R. oryzae, atribuyendo este
cambio en el contenido de fenoles individuales a la actividad enzimatica de la
fermentacion. Por otro lado, Torres-Ledn et al. (2019) obtuvieron un alto contenido
de &cido gélico y elagico en semilla de mango fermentada, tal y como se present6 en
la VC, atribuyendo este cambio a la biodegradacion de taninos condensados por la
fermentacion solida (A. niger) originando que los polifenoles complejos se hidrolicen

en compuestos mas simples y activos.

En cuanto a la teobromina, el contenido de la VSF es mayor respecto a las
muestras fermentadas, mostrando un menor contenido sin diferencia significativa la
VSF48h. Cabe mencionar, que la teobromina es el alcaloide principal del fruto del
cacao con sitio de sintesis en los granos del fruto (Campos-Vega, Nieto-Figueroa, &
Oomah, 2018). En la presente investigacién se obtuvo un contenido de la VSF y
VF48h de 4.37 y 4.14, respectivamente. En cuanto lo reportado por otros autores se
obtuvo un contenido bajo. Sotelo et al. (2015) reportaron un contenido de la VC sin
procesar entre los 20 ug/g a 37.5 ug/g. Mientras que Nguyen & Nguyen (2017)
reportaron 67.9 ug/g. El contenido de teobromina como de polifenoles puede variar
por el tipo de especie, la variabilidad genética, lugar de origen y factores ambientales
durante la plantacion (Vazquez-Ovando et al., 2015). No obstante, a partir del
procesamiento de la VC el contenido de teobromina también se modifica. Nieto-
Figueroa et al. (2019) reportaron valores de 210 pg/g, 205 pg/g y 135 ug/g para la
extrusion, secado por flujo de aire y secado por microondas, respectivamente. De la
misma manera que Nguyen, Tran & Tran (2021) obtuvieron una disminucion de la

presencia de teobromina a través del secado por microondas. Sin embargo, a través
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de la fermentacion solida también se reporté un cambio en el contenido de
teobromina. Amorim et al. (2017), Oduro-Mensah et al. (2018) y Olugosi et al. (2019)
reportaron una disminucion significativa del contenido de este alcaloide conforme la
fermentacion avanza. A diferencia de nuestro estudio los autores antes mencionados

utilizaron otros tipos de hongos filamentosos y mas de dos dias de fermentacion.

VI.7.1 Contenido, bioaccesibilidad gastrointestinal y permeabilidad in vitro
(boca-colon) de compuestos fendlicos y teobromina de la vaina de cacao sin
fermentar y fermentada determinados por HPLC

En la Tabla 15 se muestra la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos
individuales de la VF durante la digestion. A través de la digestion solamente el &cido
cafeico, acido galico, &cido elagico, rutina, catequina y teobromina fueron
cuantificados en la VF48h en diferentes concentraciones y distintas etapas.

El &cido cafeico solamente se cuantificé en la VF12h y en la etapa de la boca de la
VF48h, de acuerdo con lo reportado la vaina de cacao no se caracteriza por ser un
subproducto que predomine el acido cafeico (Abdul Karim et al., 2014; Valadez-
Carmona et al., 2017). Sin embargo, la presencia de este compuesto fendlico podria
ser dado por la degradacion de la lignina ocasionada por R. oryzae durante la
fermentacién a las 12h vy la liberacion en la etapa de la boca por el proceso mecanico
gue se origina (Martins et al., 2011; Das et al., 2015; Capuano, 2017).

A diferencia del acido cafeico; el acido gélico y elagico fueron los acidos fendlicos
mas constantes a través de la digestion in vitro en la VF48h. La bioaccesibilidad del
acido galico se observo de la siguiente manera: boca> colon > lado basolateral > lado
apical, sin cuantificacion en la fase del estbmago. Indicando que, en la fase bucal y
gastrica, la bioaccesibilidad del acido galico es limitada por la baja actividad
enzimatica para la hidrdlisis de taninos, evitando asi la liberacion de este compuesto
bioactivo (Quatrin et al., 2020); mientras que el acido galico cuantificado puede ser
procedentes de la fermentacion tempeh (Chen et al., 2019).
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Tabla 15. Contenido y bioaccesibilidad gastrointestinal in vitro (boca-colon) de
compuestos fendlicos determinados por HPLC de la vaina de cacao sin fermentar y

fermentada
Muestra Acido Acido Gaélico Acido Elagico Rutina (+) Catequina Quercetina Teobromina
Caféico
MUESTRA SIN DIGERIR
VSF NC NC 4800 + 215.82 16205 + 120.0%@ NC 1359 + 14,982 4.37 +£0.01%@
VF48h NC 22911 + 1003.92 NC 1557 + 1.65° NC 1737 £9.0" 4.14 +0.0082
BOCA
VSF ND 2488 + 234.7% NC NC NC ND 1.22 + 0.02°
VF48h 606 = 6.0 13863 + 29.9°° 4453 + 155.5P NC NC NC 1.14 + 0.01B¢
ESTOMAGO
VSF NC NC 79 + 0.36"¢ NC NC ND 1.17 £ 0.02%¢
VF48h ND ND 18 + 2.7% NC NC ND 1.16 + 0.01*°
INTESTINO DELGADO
Apical 15 min
VSF NC 1789 * 60.2"° 132 + 3.65¢ 3038 + 60.2° 1207 + 10.7%° ND 0.28 + 0.0%¢
VF48h NC 1299 + 53,084 196 + 7.1%¢ NC 1118 + 26.8%¢ ND 0.28 + 0.0%¢
Apical 30 min
VSF ND 1715 + 157.2%° 1307 + 83.6" NC 1413 + 62.0" ND 0.28 £ 0.0°¢
VF48h NC 1295 + 157.65% 1127 +5.1 84 NC 1211 + 1.08¢ ND ND
Apical 60 min
VSF ND 1785 + 139.0"° NC NC 923 + 56.8° ND 0.28 £ 0.0
VF48h NC 934 + 5,68%f 1126 + 68.7¢ 4051 £ 6.92 1111 + 7.5¢ ND ND
Basolateral 15 min
VSF NC 644 + 12.08%¢ 1946 + 154,88 NC 771 +2.18¢ ND 0.28 £ 0.0°
VF48h ND 2544 + 20.6*° 3137 + 163.2%¢ NC 1357 + 6.3% ND ND
Basolateral 30 min
VSF ND 953 + 44.1°¢ 2359 + 31.6%° NC 941 + 6.65¢ ND 0.28 £ 0.0°
VF48h NC 1361 + 14.8Ccde 5613 + 415.172 NC 1362 + 0.74° ND ND
Basolateral 60 min
VSF ND 743 + 158.8* 5124 + 200.8"2 NC 1255 + 25.17° ND 0.28 £0.0°
VF48h NC 537 + 5.45¢f 4023 + 54.8°° NC 776 + 3.1%¢ ND ND
COLON
6 horas
VSF NC NC 1504 + 84.5% NC NC ND 1.13 +£0.0Md
VF48h NC NC NC NC 3641 + 26.42 ND 1.11 £ 0.07d
12 horas
VSF NC 2308 + 10.3% ND NC NC ND 1.13 +0.0¢
VF48h NC 2055 + 47.188 ND NC ND ND ND
24 horas
VSF NC 1805 *+ 30.0"° 199 + 2.6° NC NC ND 1.13+0.0¢
VF48h NC 1373 + 5.4Bcde ND NC 1399 + 6.8° ND ND

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + desviacion
estandar y son expresadas como ug/g de muestra. Letras minusculas diferentes por renglon expresan
diferencia significativa del compuesto entre etapas de la digestion. Letras mayusculas diferentes por
renglon expresan diferencia significativa ente VSF y VF48h (p=0.05, prueba de Tukey). ND, no
detectado, debajo del limite de deteccién. NC, no cuantificado, debajo del limite de cuantificacion.
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En la fase intestinal, la bioaccesibilidad incrementdé ademas de indicar que hay
una permeacion de este compuesto fendlico, tal y como se reportd por Nieto-
Figueroa et al. (2019) en la vaina de cacao, Luzardo-Ocampo et al. (2020) en el sorgo
y Chait et al. (2020) en el algarrobo. Esto debido a que los polifenoles complejos,
conjugados y unidos a la VC se liberara de la matriz e hidrolizan por las enzimas
intestinales (Wojtunik-Kulesza et al., 2020). Posteriormente se origind una mayor
liberacion de &cido gdlico a las 12 y 24 horas de la fermentacién coldnica, lo que
indica una descomposicion de elagitaninos procedentes de la VC por la microbiota
intestinal (Wojtunik-Kulesza et al., 2020; Chait et al., 2020).

Para el 4&cido elagico se presenté la misma tendencia en la fase intestinal que en
el acido gélico, pero sin presencia en el colon y en la etapa inicial. Lado basolateral
> lado apical > boca > estomago. Indicando que en la etapa oral hay una liberacion
del acido elagico procedente de la fermentacion tipo tempeh, el cual a través de la
masticacion de acuerdo con Gonzalez-Aguilar et al. (2017) se origina una mayor
bioaccesibilidad por el proceso mecanico que esta implica. Durante el estbmago se
presentd una disminucion significativa, esto debido a que algunos compuestos
bioactivos como el acido elagico pueden interactuar con los polimeros de la matriz a
través de interacciones covalentes y no covalentes y la afinidad resultante también
se ve influenciada por la solubilidad de los polifenoles (Landete, 2011); sin embargo,
la accion de las enzimas pancreatina y pepsina originé una mayor bioaccesibilidad
en el intestino tal y como se present6 en Colantuono, Ferracane, & Vitaglione (2016)
en la cascara de granada y Van, Pirovani, & Drago (2018) en la mora, observandose
también una mayor biodisponibilidad. Por lo tanto, en la fase del colon no hay
presencia de este compuesto bioactivo, debido a que la mayor parte del acido elagico
fue absorbido o metabolizado gradualmente en urolitina (Landete, 2011; Colantuono,
Ferracane, & Vitaglione, 2016; Van, Pirovani, & Drago, 2018).

Por otra parte, en la VF48h se presentaron rutina y quercetina, ambos
flavonoides no se cuantificaron durante las diferentes etapas de la digestion. Sin
embargo, la catequina no se cuantificO en el extracto inicial pero si fue el Gnico
flavonoide que se presentd durante la digestion in vitro. Algunos flavonoides como

catequina son muy susceptibles al pH bajo, pero a su vez las caracteristicas de la
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fase gastrica pueden permitir la liberacion de polifenoles en la etapa intestinal
(Luzardo-Ocampo et al., 2017; Wojtunik-Kulesza et al., 2020); otro factor a considerar
es la caracteristica de la matriz alimentaria, la cual puede afectar la cuantificacion de
los compuestos bioactivos (Oliveira & Pintado, 2015; Mosele et al., 2016). Sin
embargo, las condiciones fisiologicas aportaron una mejora en la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de catequina, tal y como se reporté por Nieto-Figueroa et al. (2019),
debido a que los metabolitos como catequina son altamente permeables y sufren una
ligera modificacion para llegar al colon y ser metabolizados dando lugar a acidos
fenilvaléricos (Clifford, Van der Hooft & Crozier, 2013; Shabbir et al., 2021). De
manera general los flavonoides tienen baja estabilidad y bioaccesibilidad debido a su
naturaleza hidrofébica, ademas de poder degradarse por factores bioquimicos como
sales, pH y enzimas digestivas durante el proceso gastrointestinal (Ban et al., 2015).

Finalmente, la teobromina presentd una baja bioaccesibilidad en las primeras
fases de la digestidn in vitro e incremento en la fase coldnica. Este comportamiento
puede ser debido a que las metilxantinas como la teobromina son compuestos
estables ante las condiciones gastricas e intestinales (Cantele et al., 2020). Un efecto
similar en las primeras fases se reportd por Nieto-Figueroa et al. (2019) en la vaina
de cacao y Rojo-Poveda et al. (2020) en galletas de cascara de semilla de cacao,
atribuyendo la baja bioaccesibilidad a la unién de polifenoles y proteinas de la matriz
alimentaria. Son pocos los estudios que evaltan la permeabilidad de la teobromina.
Sin embargo, estudios in vivo han demostrado que la teobromina es absorbida entre
las dos y dos horas y media (Martinez-Lépez et al., 2014; Sarria et al., 2020). Lo
anterior concuerda con la nula permeabilidad que se observo en nuestro estudio, y
por lo tanto para estudios posteriores se sugiriere aumentar el tiempo de incubacién.
A diferencia de Nieto-Figueroa et al. (2019), en el presente estudio se presento un
incremento en las primeras horas de la fermentacién colénica, sugiriendo que a
través de la fermentacion tipo tempeh se permite parte de la matriz alimentaria llegue
al colon para poder ser metabolizada por la microbiota y originar la liberacion de esta

metilxantina.
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V1.8 Efecto de la fermentacion colonicain vitro de la vaina de cacao fermentada
sobre la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGGC)

Debido a que el objetivo de la presente investigacion es la obtencién de un
producto con beneficios a la salud proveniente de una biomasa residual alta en fibra
previamente procesada como lo es la VC, se analiz6 la produccion de acidos grasos
de cadena corta. En la Tabla 15 se observa el contenido de AGCC de la VF en
comparacion con la VSF y un control altamente fermentable (inulina) cuantificados
por GC-MS.

La produccion de acidos grasos de cadena corta durante el colon es debido a
la utilizacion de la fraccibn no digerible por la microbiota, procedente del bolo
alimenticio de la fase intestinal. Esta sintesis de AGCC se relaciona con el estado de
salud del donante, esto debido a que una microbiota conformada por bifidobacterias
incrementa la cantidad de acidos grasos, principalmente butirato (De Vuyst & Leroy,
2011; Wang et al., 2019). En la presente investigacion el inoculo utilizado fue de una
persona sana con normo peso. Durante la fermentacion colonica la VF48h present6
una mayor produccién del acido acético y butirico, este ultimo con un incremento
gradual junto con el acido propionico ademas de ser el acido graso de mayor
proporcion a las 24 horas, mientras que el &cido acético disminuyé significativamente
en el mismo tiempo. Caso contrario con la VSF, la cual mostré una concentracion
mayor del acido acético en todos los tiempos de fermentacion. Zamora-Gasca et al.
(2018) reportaron un aumento del contenido de AGCC en productos de maiz,
principalmente acido acético (18.8-49.8 mmol/L) y butirico (23.5-33.1 mmol/L) a las
24 y 48 horas, atribuyendo este cambio a bacterias benéficas de la microbiota. De
Cosio-Barrén, Hernandez-Arriaga, & Campos-Vega (2019) reportaron 36.51 mmol/L
de AGCC y 26.7 mmol/L de butirato en café usado materia fecal de un donador con
sobrepeso. Mencionado lo anterior se sugiere que en estudios posteriores del efecto
de la fermentacién tempeh en la produccion de AGCC se realice un analisis de
poblacidon bacteriana para corroborar este factor.

De igual manera otro factor de la variacion y contenido de AGCC es el tipo de
polimero predominante de la matriz alimentaria que metabolizara la microbiota y a su

vez la composicion de la fraccidn no digerida dependera del tipo de bacterias
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presentes en el colon; esta modificacion en la estructura puede darse por el
procesamiento tecnoldgico previo y el efecto de la digestion (Fernandez et al., 2016).
Nieto-Figueroa et al. (2019) reportaron un aumento en la concentracion de AGCC a
las 24 horas, la concentracion de los acidos grasos cambio de acuerdo con el
tratamiento utilizado para el procesamiento de la VC; el tratamiento por extrusion y
secado por flujo de aire caliente mostr6 una mayor concentraciéon de butirico y
acetico.

La VF48h mostré6 un mayor contenido de AGCC totales y un indice de
fermentabilidad mayor que la VSF, indicando la utilizacion de la vaina de cacao
fermentada como sustrato. Cabe mencionar que el pretratamiento de la fermentacion
tipo tempeh y VSF, es la extrusion, de acuerdo con lo reportado por Arcila, Weier, &
Rose, (2015) y Nieto-Figueroa et al. (2019) la extrusién también podria generar una
modificacién en el contenido de fibra de la VF para la formacién de acidos grasos en
el colon. Son pocos los estudios que evaltuan la fermentacion tipo tempeh en la
produccién de acidos grasos. Yang et al. (2021), reportaron a través de la
fermentacion tipo tempeh por R. oryzae y A. oryzae en salvado de arroz, un aumento
del nimero de bacterias Bifidobacterium y Bacteriodaceae y por ende un incremento
del contenido de acidos grasos 35.60-39.5 mmol/L principalmente butirato (5.20-6.12
mmol/L) y acético (17.87-19.73 mmol/L). Cheng et al. (2020), a través de la
fermentacién solida de pulpa de moras azul con Lactobacillus casei, observé de igual
manera un aumento de bacterias productoras de butirato como: Bifidobacterium,
Ruminococcus, Lactobacillus, Akkermansia, ademas de un incremento de &cido
butirico y 4cido acético. Acorde a los resultados previos, la fermentacion tipo tempeh
y el proceso de vapor bajo presién que genera la autoclave en la VSF, podrian
proponerse como procesos tecnologicos para la modificacion en la estructura de la

vaina de cacao para ser metabolizada por la microbiota.

Tabla 16. Cuantificacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en el extracto de
la fermentacioén coldnica in vitro de la vaina de cacao sin fermentar y fermentada

Muestra Tiempo AGCC Concentraciones Radio Acidos IF (%)
(mMm)?t molar grasos
(%) totales
Oh Acetico 14.4 + 0.5° 77.0 17.5 62.2
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Propionico 1.1+0.0° 7.3
Butirico 2.0 £0.5P 15.7
Acético 19.8 + 3.0° 70.0
6 h Propiénico 2.0+0.0¢ 8.7 25.9 38.2
Vaina sin Butirico 4.1 +1.4% 21.3
fermentar Acético 125+ 1.1P 53.2
(VSF) 12h Propionico 2.6+04° 13.7 20.4 232
Butirico 5.3+0.5¢ 33.1
Acético 9.8+1.2b 38.7
24 h Propidnico 45+0.3° 21.9 21.1 22.0
Butirico 6.8 +£0.1° 39.4
Acético 5.8 £0.5¢ 39.6
Oh Propiénico 2.3+0.0° 19.4 12.2 43.3
Butirico 4.1 +1.12 41.1
Acético 20.0 +7.8° 53.9
Vaina 6h Propiénico 4.0+0.0° 13.3 32.3 47.6
fermentada Butirico 8.3+2.9% 32.8
48 h Acético 30.8+0.72 58.4
(VF48h) 12h Propionico 5.2 +0.4° 12.2 46.6 53.0
Butirico 10.6 +1.1° 29.5
Acético 4.8 +0.0¢ 6.6
24 h Propidnico 9.1+0.7° 15.4 52.6 55.0
Butirico 38.7 +3.32 78.0
Acético 19.6 £ 0.92 63.8
0Oh Propidnico 5.8 +2.02 23.3 28.1
Butirico 2.7 +0.0% 12.9
Acético 43.9+5.82 58.0
6h Propidnico 14.2 +0.62 23.2 67.8
Control Butirico 9.7 +1.62 18.8
(inulina) Acético 309+1.12 28.1
12 h Propionico 19.5+0.22 21.9 87.9
Butirico 37.5+1.22 50.0
Acético 35.9+1.22 30.3
24 h Propidnico 21.8+3.92 22.7 95.6
Butirico 37.9+0.12 47.0

Cada valor representa la media de dos experimentos independientes por triplicado + DE. Las letras minidsculas diferentes por
fila expresan diferencia significativa AGCC de las muestras por tiempo de fermentacion (p=0.05, por prueba de Tukey). AGCC:
acidos grasos de cadena corta. IF (%): indice de fermentabilidad.'Contenido de AGCC expresado en mM compuesto por 0.001L
de muestra (500 mg sélidos + 500 pL liquido) y 100 mg de inulina, respectivamente.

V1.9 Andlisis metaboldmico del efecto de la fermentacion coldnica in vitro de la

vaina de cacao sin fermentar y fermentada

Son limitados los estudios que evaltan el proceso fisioldgico y metabdlico de
la vaina de cacao procesada. En esta investigacion se identificaron los metabolitos

secundarios procedente de la fermentacion colonica, se utilizé un enfoque no dirigido
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para conocer y profundizar en la transformacién de los compuestos provenientes de
la digestion en metabolitos durante la fase colonica de la VSF y VF48h.

En la Figura 13 se observa la agrupacion de 50 metabolitos por tiempo de
fermentacion (0, 6, 12 y 24 h) en los diferentes tipos de muestras de la VC, los cuales
conforme avanza el tiempo de fermentacion la abundancia y presencia de estos
cambia.

En la VF48h en las primeras horas de la fermentacion coldnica se presentaron
moléculas de tipo aldehidos, hidroxilos, hidrocarburos aromaticos y aceites
esenciales; estas moléculas son sintetizadas o provenientes de la fase intestinal de
la FND, por ejemplo, las moléculas de hexano y hexanal son metabolitos derivados
de la oxidacién acidos grasos polinsaturados (Larsson et al., 2016); de igual manera
la presencia de pentanodiol se relaciona con la hidrolisis previa de aminoacidos
(Wang et al., 2020).

Posteriormente, conforme avanza el tiempo de fermentacién las moléculas
antes mencionadas disminuyen y aumenta la presencia de compuestos relacionados
con el metabolismo de la microbiota intestinal. El 2,4-di-terc-butilfenol es un
metabolito secundario a partir del fenol producido por varios organismos, entre ellos,
bacterias como Bacillus licheniformis, la cual es una bacteria que tiene funcién
probidtica y se reporta su presencia en el colon (Li, et al., 2020), indicando una
posible actividad metabdlica de la microbiota sobre los compuestos antioxidantes de
la VF48h. Metabolitos como p-cresol, indole, benzil alcohol y 2-feniletanol
incrementaron de manera gradual hasta tener una mayor concentracion a las 24
horas, estos metabolitos se caracterizan por tener un origen proteolitico y se asocian
con el consumo de alimentos altos en proteina, esta Ultima caracteristica se asocia
con el cambio observado en la composicion quimica de la vaina fermentada a las 48
horas (Maccaferri et al., 2010; Al Hinai et al., 2018; Hendrikx & Schnabl, 2019). De
igual manera, el aumento de la abundancia de fenol, 2,6-dihidroxiacetofenona puede
asociarse con el uso de los compuestos antioxidantes y macromoléculas como
fuentes de energia por parte de la microbiota coldnica, debido a que productos

bioactivos pueden unirse a las matrices alimentarias y posteriormente se hidrolizan
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en micromoléculas libres o se metabolizan y se convierten en compuestos bioactivos
mas simples (Ramakrishna, 2013; Shahidi & Peng, 2018).

Por otra parte, el &cido maldnico, propanol y 1-pentanol incrementaron a las
24 horas, los dos ultimos metabolitos relacionados con el metabolismo de la sintesis
de acidos grasos de cadena corta. Las propionibacterias como Clostridium
propionicum producen de forma nativa acido propionico a través de la via Wood-
Werkman a la par que el 1-propanol y pentanol, sin embargo, el &cido propidnico
sigue siendo el principal producto (Gonzalez-Garcia et al.,, 2017; Payne, Zhao &
Fossey, 2017). Se ha reportado que el &cido malbnico es precursor de la sintesis de
AGCC principalmente propiénico y producto de la oxidacion de estos mismos,
ademas de reportar tener un efecto antiinflamatorio (Ridgway & McLeod, 2008; Chen,
Chen, & Tang, 2020).

A diferencia de la vaina fermentada la VSF presentd un alto contenido de
compuestos volatiles (3-Metilheptano, nonanal, hexano, 2-octanol, 2-metildecano,
dodecano), moléculas comunes en el colon (4cido oxalico, 2-nonenal, alcohol
benzilo, benzaldehido) y metabolitos relacionados con la oxidacion de compuestos
fendlicos (fenol). Sin embargo, se observé una mayor abundancia del acido
butanoico a las 6 horas. Posterior a las 6 horas, a las 24 horas se vuelve aumentar
la abundancia de metabolitos implicados en la oxidacion de compuestos fendlicos
(2,6-dihidroxiacetofenona, 2,4-Di-terc-butilfenol), aminoacidos (p-cresol, 1-pentanol)
y acido valerico, el cual es un AGCC més largo y producto del metabolismo de la

proteina.
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Figura 13. Metabolitos secundarios asociados a la fermentacion col6nica de la fibra

de la vaina sin fermentar y fermentada a las 48 horas. A) Vaina fermentada 48 h; B) vaina
sin fermentar.
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La VF48h (1.0-3.0) mostré cambios significativos respecto a las VSF (1.4-2.2),
puntuaciones VIP > 2.0 (Figura 14). Los metabolitos especificos que obtuvieron un
valor mayor a 2.0 de la VF48 h, fueron: éter bencil fenilico, 1-octanol, 3,4-
dihidroxibenzaldehido y acido 3- (3-hidroxifenil) -3-hidroxipropanoico. La mayoria de
los metabolitos son procedentes de la degradacion de los compuestos fendlicos y
generan un efecto a la salud. Por ejemplo, el 3,4-dihidroxibenzaldehido es un
aldehido fendlico conocido también como protocatechualdehido, el cual es producto
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de la degradacion de los acidos hidroxicinAmicos y se reporta tener beneficios a la
salud (Santos & Vieira, 2013; List & Sun, 2018). Otro compuesto derivado de
compuestos antioxidantes, el acido 3- (3-hidroxifenil) -3-hidroxipropanoico, es un
metabolito procedente del &cido hidrocafeico y del &cido hidroxipropionico, estos
ultimos compuestos procedente de la catélisis de Malonil CoA o del propionato,
ambos compuestos intermediarios de la sintesis de acidos grasos de cadena corta
(Rekdal et al., 2020; Kumar, Ashok & Park 2013).

Los metabolitos que sobresalen en la VSF (puntuaciones VIP > 2.0); betaina,
acrilato de 2-etilhexilo, benceno y fenol, los cuales son metabolitos precursores de la
sintesis de compuestos volatiles y aromaticos e intermediarios de la degradacién de
aminoacidos y carbohidratos como la betaina y el acrilato (Claus, Guillou & Ellero-
Simatos, 2016; Koistinen et al., 2019; Oliphant & Allen-Vercoe, 2019).
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Figura 14. Puntuacion VIP de los metabolitos secundarios producidos durante la
fermentacién colonica in vitro de la VSF (sin fermentar) y VF48h (fermentada c/ R.

oryzae).
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De acuerdo con los resultados reportados en la Figura 13 y Figura 14 se
puede indicar que la composicidon quimica de la VF48h a las 24 horas origina la
sintesis e incluso la oxidacién de AGCC, ademas de la utilizacion de los compuestos
antioxidantes y proteinas como energia por parte de la microbiota intestinal. Por otra
parte, el proceso de extrusion-autoclave también pudiera ejercer un cambio en la
composiciéon quimica que permita la formacion de AGCC en menor tiempo y
utilizacion de é&cidos fendlicos en mayor tiempo en el colon. Confirmando lo antes
mencionado con los metabolitos VIP, debido a que la VF48h muestra un mayor
numero de metabolitos a las 24 horas y la VSF a las 6 horas, indicando una actividad
diferente de la microbiota intestinal posiblemente a la diferencia de la estructura
fisica-quimica de las diferentes muestras.

Lo antes mencionado se corrobora con las rutas asociadas a la fermentacion
(Figura 15); en la VF48h sobresalen la ruta metabdlica del glioxinato-dicarboxilato y
la ruta de la sintesis de acidos grasos ambas rutas metabdlicas se relacionan entre
si, y a su vez la ruta relacionada con la sintesis de acidos grasos deriva a la via
metabdlica relacionada con la sintesis de AGCC (butirato y propionico). En bacterias
la via del glioxilato sirve como alternativa al ciclo del &cido tricarboxilico y es esencial
para el metabolismo del acetato y los acidos grasos en las bacterias (Leewis et al.,
2020). Debido a que, a través de la fuente de energia proveniente de acidos grasos
o carbohidratos, se deriva acetato, piruvato y lactato, los cuales son sustratos que
contribuyen a la sintesis del acido propiénico y butirico (Louis & Flint, 2017;
Gonzalez-Garcia et al., 2017). Sin embargo, fuentes como aminoacidos también
contribuyen a la sintesis de AGCC como cisteina, serina y treonina (Louis & Flint,
2017). A diferencia de la vaina fermentada, la VSF mostr6 una mayor predominancia
de la ruta metabdlica asociada al metabolismo de glicina, serina, treonina y tirosina
y también con la sintesis de acidos grasos principalmente butirato. De acuerdo a la
literatura, la sintesis de &cidos grasos de cadena corta podria estar dada
principalmente por compuestos aminos, esto debido a la presencia de la ruta del
metabolismo del azufre, la cual nos indica una oxidacion de aminoacidos y fenoles
(Carbonero et al., 2012; Shahidi & Peng, 2018). Lo antes mencionado nos indica que

el procesamiento con R. oryzae e inclusive el proceso térmico que genera la
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autoclave influira en la salud colonica a través de la formacién de acidos grasos de

cadena corta y correccion de la disbiosis microbiana.
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Figura 15. Rutas metabdlicas asociadas a los metabolitos de la fermentacion
coldnica in vitro de la vaina sin fermentar y vaina fermentada 48h. A) vaina fermentada
a las 48 horas; B) Vaina sin fermentar.
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Conclusiones

Por primera vez se reporta el efecto de Ila fermentacion
tipo tempeh con R. oryzae sobre la vaina de cacao, mostrandose un crecimiento y
desarrollo 6ptimo del hongo a las 48 horas, originando un cambio en su composicion
guimica, principalmente en el contenido de proteinas, lipidos y cenizas. También se
observo un incremento en el contenido de compuestos nutraceuticos principalmente
taninos y fenoles, este Ultimo mostré una relacion con la capacidad antioxidante de
la VC. Cabe mencionar que la evaluacién biologica (digestion in vitro) demostré que
a través de la fermentacion tipo tempeh mejoré la bioaccesibilidad y permeabilidad
de los compuestos fendlicos (acido galico y acido elagico) sugiriendo que el proceso
de la fermentacion tipo tempeh modifica la composicién nutracéutica y nutricional de
la vaina de cacao otorgando una beneficio nutricional. Debido a que la VC se
caracteriza por ser un subproducto alto en fibra, la fermentacion tipo tempeh no
ocasiond un cambio significativo en el tipo de fibra. Sin embargo, a nivel del colon se
presentd una mayor liberacion de compuestos fendlicos a las (acido gélico, catequina
y teobromina); ademas de un aumento de la sintesis de AGCC, principalmente acido
propidnico y butirico, corroborando lo antes mencionado con las rutas metabdlicas
asociada a los principales metabolitos reportados del GC-MS, sugiriendo esto una
actividad de la microbiota intestinal, la cual origina un efecto benéfico a la salud
colénica. Sin embargo, aun existe la oportunidad de evaluar el efecto de los
compuestos antioxidantes y AGCC en tejidos especificos para proponer a la vaina

de cacao como un ingrediente funcional.
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