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RESUMEN

En la elaboracion de algunos alimentos se generan subproductos ricos en
compuestos nutracéuticos por lo que se busca su aprovechamiento en la
elaboracién de alimentos funcionales. Sin embargo, no es suficiente con que
contengan estos compuestos bioactivos sino que lleguen a los 6rganos destino
para ejercer su funcion. En particular, resulta indispensable conocer los cambios
gue sufren al durante su paso en el tracto gastrointestinal asi como conaocer los
mecanismos por los cuales estos pueden ser absorbidos. Lo mencionado
anteriormente puede ser regulado proporcionando una matriz alimentaria y por el
procesamiento al que son sometidos. En estudios anteriores se desarrollé un
confite adicionado de bagazo de mango el cual presento una alta bioaccesibilidad
de compuestos fendlicos y flavonoides. Ademas se observo que la fraccion no
digerible contribuya con la formacién de acidos grasos de cadena corta. Sin
embargo, no se explico si dicho comportamiento se debia a la matriz alimentaria o
bien al procesamiento de extrusion al que se sometia. Es por ello que el objetivo
del presente trabajo fue determinar los cambios en la biotransformacion de los
compuestos polifendlicos de un confite funcional adicionado con bagazo de mango
sometido a extrusion. Para ello se sometié a una digestién gastrointestinal in vitro
el bagazo de mango (BM), un confite adicionado con bagazo de mango (CBM) y
un confite adicionado de bagazo de mango y extrudido (CE). Los resultados
mostraron que el procesamiento por extrusion tiene efecto significativo en el
contenido de &cido fenoles y xantonas. La absorcién de los flavonoides se vio
afectada por el proceso de extrusion. La absorcion de los acidos fendlicos se vio
favorecida por el proceso de extrusion asi como por la matriz alimentaria. Se
identificaron diversos grupos de compuestos fenodlicos presentes tanto en el BM,
CBM y CE. Por lo que se puede concluir que la matriz alimentaria asi como el
proceso de extrusion contribuyen con la bioaccesibilidad de los compuestos
polifendlicos de un confite adicionado con bagazo de mango.

Palabras < clave: Bagazo de mango, confite funcional, biotransformacion,
bioaccesibilidad, compuestos polifenélicos, extrusion.



SUMMARY

In the production of some foods, by-products rich in nutraceutical compounds are
generated, so their use in the production of functional foods is sought. However, it
is not enough that they contain these bioactive compounds but that they reach the
target organs to perform their function. In particular, it is essential to. know the
changes they undergo during their passage in the gastrointestinal tract as well as
to know the mechanisms by which they can be absorbed. The aforementioned can
be regulated by providing a food matrix and by the processing to which they are
subjected. In previous studies, an added mango bagasse confection was
developed which presented a high bioaccessibility of phenolic and flavonoid
compounds. It was also observed that the non-digestible fraction contributes to the
formation of short chain fatty acids. However, it was not-explained whether this
behavior was due to the food matrix or to the extrusion processing to which it was
subjected. That is why the objective of the present work was to determine the
changes in the biotransformation of the polyphenolic compounds of a functional
confection added with mango bagasse subjected to extrusion. To this end, the
mango bagasse (BM), a confection added with mango bagasse (CBM) and an
added confection of mango bagasse and extruded (EC) were subjected to in vitro
gastrointestinal digestion. The results showed that extrusion processing has a
significant effect on the acid content of phenols and xanthones. Flavonoid
absorption was affected by the extrusion process. The absorption of phenolic acids
was favored by the extrusion process as well as by the food matrix. Various groups
of phenolic compounds present in BM, CBM and CE were identified. Therefore, it
can be concluded that the food matrix as well as the extrusion process contribute
to the bioaccessibility of the polyphenolic compounds of a confection added with
mango bagasse.

Keywords: Mango Bagasse, functional confectionary, biotransformation,
bioaccessibility, phenolic compounds, extrusion
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l. INTRODUCCION
Los compuestos polifendlicos estan ampliamente distribuidos en

alimentos de origen vegetal. EI consumo de estos se ha relacionado con una
reduccion del riesgo de padecer enfermedades crénico no trasmisibles,
parcialmente atribuido a su capacidad antioxidante, accion antiinflamatoria y
modulacion de transduccion de sefiales intracelulares.

Resulta importante comprender que para llevar a cabo su funcion en los
tejidos de interés, el consumo de polifenoles es solo la parte inicial del proceso. En
el tracto gastrointestinal, estos compuestos son sometidos a diferentes
condiciones sufriendo transformaciones que modifican su estructura quimica inicial
(parental); a este proceso se le conoce como biotransformacion. Ademas,
dependiendo de su naturaleza quimica, estos pueden estar también sujetos a
distintos mecanismos de absorcién. Dentro del organismo, los compuestos
polifendlicos se comportan como xenobiéticos con un destino renal muy rapido o
bien, poder ser metabolizados por la microbiota colonica y ser transportados al
higado por la vena porta hepatica donde nuevamente pueden sufrir
transformaciones. Cabe sefialar que en los 6rganos destino, los compuestos
fendlicos también pueden sufrir cambios intracelulares.

El proceso anteriormente descrito ha sido definido por dos términos
importantes: bioaccesibilidad y biodisponibilidad. La primera se refiere a la porcién
de un nutriente o cualquier otro fitoquimico (e.g. compuestos polifendlicos) que se
liberan de la matriz alimentaria y esta potencialmente disponible para la absorcién
en elintestino delgado; esta matriz alimentaria es la forma fisica de un alimento y
abarca las estructuras naturales de los materiales vegetales crudos, asi como la
organizacion compuesta que resulta del procesamiento industrial o en el hogar.
Por otra parte el término biodisponibilidad incorpora a la absorcion, el
metabolismo, la distribucidn tisular de un nutriente/xenobidtico especifico.

Por otra parte, los cereales, leguminosas, verduras y frutas son alimentos
ricos en fibra dietética. Por definicion, esta no puede ser digerida por las enzimas

digestivas lo que limita su absorcion en el tracto digestivo. Sin embargo, estudios



recientes demuestran que diferentes compuestos estan unidos a ella y el tipo de
fibra dietaria puede afectar la absorcion y los efectos benéficos de ambos
componentes. Algunos autores han propuesto el término fibra dietaria
antioxidante, ésta es la fibra que se asocia a compuestos con capacidad
antioxidante como los son los compuestos polifenélicos. Desde entonces dicha
asociacion se ha estudiado observandose que resulta benéfica la llegada de estos
compuestos al colon, mientras la fibra es fermentada, los compuestos fendlicos
permanecen en el tejido del colon eliminando los radicales libres y contrarrestando
los efectos pro-oxidantes de la fibra dietética.

Con respecto al mango (Mangifera indica L.), mdltiples estudios se han
realizado para conocer su composicion de fibra dietaria en la pulpa, la semilla y la
cascara asi como su composicion de compuestos polifendlicos. Si bien estas
propiedades se pueden aprovechar en el consumo de productos procesados de
mango, una desventaja es que se generan subproductos que también son ricos
en estas caracteristicas, de ello deriva el creciente interés de utilizar estos
(cdscara, hueso y bagazo) para elaborar alimentos funcionales. En un estudio
reciente nosotros formulamos un confite adicionado con bagazo de mango donde
no solo se estudié la cantidad de compuestos polifendlicos, sino que también se
evalué la bioaccesibilidad y permeabilidad aparente de estos compuestos. Se
observé que los polifenoles predominantes en el producto elaborado fueron el
acido galico, la magiferina y la quercetina. Durante el paso por el tracto
gastrointestinal las concentraciones de estos cambiaron, aumentando
principalmente en la zona del intestino delgado y disminuyendo drasticamente en
el colon, tanto la mangiferina como el &cido galico fueron permeados hacia el
lumen del intestino delgado. Esto permitid sugerir que los polifenoles presentes
pueden estar siendo trasportados a torrente sanguineo ya sea por absorcion
intestinal o bien por la vena porta hepatica. Por otra parte también, se sugiere que
otros polifenoles presentes pueden estar siendo biotransformados y permitir su
bioaccesibilidad y permeabilidad aparente. Sin embargo, estas aseveraciones no

han sido evaluadas.



IIl. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del mango

En el 2003 el estado mexicano reconocio al mango de la variedad Ataulfo
del Soconusco de Chiapas, como denominacién de origen gracias a su gran
calidad e inigualable sabor. Es desde entonces que se ha buscado el aumento de
exportaciones del mango. Para el 2016, México se posiciono como el quinto
productor de mango a nivel mundial con un volumen de 1.88 millones de toneladas
de las cuales el 1.53 se destinaron a consumo nacional y 0.36 a exportaciones
principalmente a Canada y Estados Unidos. Asi mismo fue el primer exportador a
nivel mundial superando a India, que en afos anteriores se posicionaba como lider
en este ramo. Los principales estados productores son Yucatan, Campeche,
Quintana Roo, Tabasco, Chiapas, Oaxaca y Veracruz. En una proyeccion
planificada se busca consolidar a México-en el 2030 como el mayor exportador de
mango para Estados Unidos, Canada y Japon, asi mismo, expandir en la Unién

Europea y desarrollarse en Viethnamy Corea del Sur (SAGARPA, 2017).

2.1.2 Consumo y procesamiento

Debido a que el mango es un fruto climatérico, su manejo pos-cosecha
requiere que se corte en estadios tempranos de maduracion para su mayor vida
de anaquel. Del total de la produccion de este fruto, el 13.5% se destina a la
industrializacién, principalmente a la elaboracién de jugos, conservas, néctares,
derivados secos (Wall-Medrano et al., 2015).Los pasos basicos para la obtenciéon
de la mayoria de los productos mencionados anteriormente son (Murillo, 2014):
a) Recepciony seleccion
b) Lavado
c) Escaldado
d) Peladoy troceado
e) Despulpado

f)  Tratamiento térmico



g) Aditivos
h) Envasado
i)  Enfriamiento

Asi mismo, la industria de los alimentos minimamente procesados ha
reforzado a la agroindustria del mango, presentando un crecimiento exponencial,
sin embargo, existen varios problemas en cuanto a la vida de anaquel, calidad
microbioldgica y generacion de subproductos (Wall-Medrano et al., 2015).

Los principales subproductos generados del procesamiento del mango

son la cascara, la semilla y el bagazo (cominmente conocido como pasta) y
representan del 50 al 55 % del pesos total de la fruta (Sayago-Ayerdi, Zamora-
Gasga, & Venema, 2017).El primero de ellos representa del 7 — 24 % del peso
total de la fruta. Su importante contenido. de fitoquimicos, polifenoles,
carotenoides, enzimas, vitamina E y C le confieren propiedades antioxidantes las
cuales han despertado el interés de la comunidad cientifica. Asi mismo, se ha
reportado que es rica en fibra dietética, celulosa, hemicelulosa, lipidos, proteinas y
pectinas los cuales son buenos acarreadores de compuestos benéficos para la
salud. La semilla o hueso del mango representa del 45 — 85% del peso total
dependiendo de la variedad. El interés en este subproducto radica principalmente
en el contenido de grasas que presenta similares a las de la manteca de cacao y a
gue no contiene-acidos grasos trans (Jahurul et al., 2015).

1.1.3 Generalidades del bagazo de mango

Si bien los principales subproductos obtenidos del procesamiento del
mango son la cascara y la semilla, existe otro que se genera del despulpado vy
refinado del mango para la elaboracién del jugos y néctares, el bagazo de mango,
el cual representa la parte fibrosa de la fruta. De los estudios que se han realizado
sobre esta fraccion, en Cuadro 1 se muestra su contenido proximal, donde se
observa un alto contenido de humedad y carbohidratos de los cuales la mayoria es

fibra dietética, asi como un bajo contenido de grasas y proteina. Por otra parte, se



sabe que es rico en compuestos fendlicos como mangiferina, quercetina y acido
galico los cuales pueden ser responsables de su alta capacidad antioxidante

reportada (Herrera-Cazares, Hernandez-Navarro, et al., 2017).

Cuadro 1. Composicion nutricional del bagazo de mango

Macronutriente Porcentaje
Humedad 60.5
Proteina 2.5
Lipidos 3.0
Carbohidratos 87.5
Minerales 6.9
Fibra dietaria 83.9

Fuente: Herrera-Cazares et al.,(2017)

Asi mismo, estudios previos muestran que es una matriz altamente
fermentable por las bacterias presentes en el colon propiciando la produccion de
acidos grasos de cadena corta .como- el acido butirico, propionico y acético, por lo
cual se ha sugerido puede ser catalogado como una fibra dietética y la cual puede

contener antioxidantes (Herrera-Cazares et al., 2019).

2.2 Compuestos nutracéuticos

El termino nutracéutico es usado para describir cualquier producto
derivado de una fuente alimenticia, el cual se espera proporcione beneficios
meédicos y a la salud. Los compuestos nutracéuticos (proteinas, aminoacidos,
acidos grasos fibra y antioxidantes) pueden ser extraidos de diversas fuentes
naturales y proveer de beneficios extras a la salud al incluirse en farmacos o

matrices alimentarias (Moldes, Vecino, & Cruz, 2016).



2.2.1 Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son un segundo metabolito derivado de las
rutas metabdlica de la pentosa fosfato, fenilpropanoil y acido shikimico llevadas a
cabo en las plantas. Su propdsito es proveer de proteccion a la planta de agentes
patégenos y predadores, asi mismo, contribuyen caracteristicas de color y sabor a
las frutas y vegetales (Bravo, 1998). La clasificacion de los compuestos
polifendlicos se muestra en la Cuadro 2, esta se realiza en base a la complejidad
de sus estructuras quimicas. En general, comprenden un anillo-aromético unido a

uno a mas grupos hidroxilos (Balasundram, Sundram, & Samman, 2006).



Cuadro 2. Clasificacion de los compuestos polifendlicos en base a su estructura

basica.
NUmero basico de , .
Clase Estructura basica
carbonos
Fenoles simples Cs ®'°”
Benozoquinonas Cs o= =0
Acidos fendlicos Cs—C; Q_cm
Acetofenonas Ce—C> @—cucm
ACidOS CG - CZ @—cmwu
fenilaceticos
ACidOS C6 - C3 @—ch;H.coou

hidroxicinamicos

Fenilpropenos Ce—C3

Coumarinas e Cs—Cs

Isocumarinas

Qmﬁmcm
Naftoquinonas Ce—Cy Z

Xantonas Cs—C1-Cs

Stibenos Ce—Cr—Cs
Araquinonas Cs—Co—Cs “: N
Flavonoides Cs—C3—Cs

Lignanos (Ce — Ca):2

Fuente: Rice-Evans et al., (1997).



La importancia de estudiar los compuestos polifendlicos radica en su
estructura, ya que les proporciona la capacidad de actuar como como agentes
donantes de hidrégeno o de electrones, de tal modo que poseen un potencial de
accion como inhibidores de radicales libres, mejor conocido como capacidad
antioxidante, esta es dada por diferentes factores (Rice-Evans, Miller, & Paganga,
1997):

e Su potencial reductor, es decir, por su capacidad para donar electrones.

e EI destino del radical resultante derivado de antioxidantes, es decir, su
capacidad para estabilizar y deslocalizar el electron desapareado.

e Su reactividad con otros antioxidantes.

e El potencial de quelante del metal de transicion.

La capacidad antioxidante de los compuestos polifendlicos ha despertado
el interés de los investigadores desde hace afios. Especificamente en la ciencia de
los alimentos, el término antioxidante se relaciona a la inhibicion de la
peroxidacioén lipidica de los mismos. Por otra parte, existe evidencia convincente
de que el desarrollo de algunas enfermedades se asocian con el efecto dafiino de
especies reactivas de ‘oxigeno como el anion superoxido, el perdxido de
hidrogeno, el radical hidroxilo y el oxigeno singulete. Debido a esto se ha ampliado
el estudio del efecto de los polifenoles sobre dichos radicales, proponiéndolos
como compuestos nutracéuticos al prevenir dichas enfermedades (Robards,
Prenzler, Tucker, Swatsitang, & Glover, 1999).

El mango es una importante fuente de compuestos polifendlicos como se
muestra en el Cuadro 3. La cantidad y tipo de plifenoles que contiene el mango
depende de la variedad que sea estudiada asi como de su estado de madurez
(Palafox-Carlos, Yahia, & Gonzalez-Aguilar, 2012).



Cuadro 3. Principales compuestos polifenélicos de mango variedad Ataulfo.

Concentracion

en extracto
Compuesto Estructura

metandlico
(Hg/mL)
Acido galico N on 57
HO i\\\ P <)
HOY
Acido protocateico N on 0.61
i, *
H( \_,%ﬁ )
Acido clorogénico o g 177
\] o OH
Ho™ »E-/‘\n - ’"\]J/ .[/
Acido vainillico _<=\ ;0“ 14
HC \ /
I_r‘_'/ )
d\

Fuente: Palafox-Carlos et al., (2012).

Si bien se han estudiado principalmente los compuestos de la pulpa,
néctar o jugo de mango, en la actualidad ha cobrado interés el contenido de ellos
en la cascara, la semilla y el bagazo de mango para buscar su aprovechamiento,

algunos de estos datos se muestran en el Cuadro 4.



Cuadro 4. Composicion de fenoles de los subproductos del mango

. Contenido de fenoles
Variedad de mango Parte del mango

totales
Raspuri y Badami Piel/ cascara 8.1-29.5 mg/g
Ataulfo Piel/bagazo/ semilla 102.0 mg EAG/g
Tommy Atkins Semilla/ hueso 11,228-20,034 mg/100g
Ataulfo Bagazo 95.7 mg EAG/g
Ataulfo Bagazo 9.73 mg/100g

Fuente: (Ajila & Prasada Rao, 2013), (Amaya-Cruz et al., 2015), (Soqgi,
Siddiq, Greiby, & Dolan, 2013), (Herrera-Cazares, et al., 2017) y (Blancas-
Benitez et al., 2015).

2.2.1.1 Acidos fendlicos

Estructuralmente, los &cidos fendlicos comprenden un anillo aromatico
con uno o mas sustituyentes del grupo hidroxilo. Constituyen dos subgrupos
(Balasundram et al., 2006):

e Los &cidos hidroxibenzoicos: Se incluye el acido galico, el &cido p-
hidroxibenzoico, el acido protocateico, el acido vainillico y el acido siringico,
estos tienen en comun una estructura C6-C1.

e Los acidos hidroxicinamicos: son compuestos aromaticos con tres carbonos
unidos (C6-C3), ejemplo de estos son el acido cafeico, el acido ferulico, el
acido p-coumarico y el acido sinapico.

Las diferencias que presentan en base a su estructura pueden observarse
en la Figura 1. Comunmente estos estan conjugados con mono o polisacaridos,
vinculados a uno o mas grupos fendlicos o también con derivados funcionales

como ésteres y esteres de metilo (Bravo, 1998).
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COOH COOH

/\| 2\

| P
HO™ " “OH Y“‘OH HO
OH OH
Galico Protocateico Cafeico Ferulico
Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos

Figura 1. Ejemplos de acidos fendlicos.
Fuente: Bravo, (1998).

2.2.1.2 Flavonoides
Los flavonoides son compuestos que en la naturaleza se encuentran
generalmente glicosilados, esto les resta reactividad pero los hace mas solubles
en agua. Su estructura generalmente est4 compuesta por varios grupos
funcionales hidroxifendlicos unidos a la estructura del anillo, denominado A, By C.
Como se muestra en la Figura 2, sus variaciones hacen que se puedan agrupar
en grandes familias:
e Flavonoles: con un grupo 3-hidroxipiran-4-fenol en el anillo C.
e Flavonas: carece del grupo 3-hidroxil.
e Flavanoles: carecen del doble enlace 2-3 y del grupo cetdnico en la
posicion 4 del anillo C.
e |soflavonas: el anillo B esta localizado en la posicién 3 del anillo C
Los azucares que comunmente se han encontrado unidos a los
flavonoides son la ramnosa, glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa (Rice-Evans et
al., 1997).
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Flavonoles Flavonas Flavanoles Isoflavonas

Figura 2. Estructuras de los flavonoides referencia.
Fuente: Rice-Evans et al., (1997).

2.2.1.3 Xantonas

Las xantonas son compuestos bioactivos con una estructura quimica
compuesta por un sistema aromatico triciclico. CgC3-Cs con unidades de
hidroxilo, metoxilo e isopropeno unidas a los anillos aromaticos A y B que dan
como resultado una amplia gama de compuesto, aunque estos se presentan
recurrentemente como éteres o glucosidados, ejemplo de esta estructura se

muestra en la Figura 3 (Burton-Freeman, Sandhu, & Edirisinghe, 2017).

Mangiferina

Figura 3. Ejemplo de la estructura quimica de las xantonas.
Fuente: Beelders, Beer, Ferreira, Kidd, & Joubert, (2017).

2.2.1.4 Galotaninos

Los galotaninos son clasificados como taninos hidrosolubles consisten en
un grupo galoil sustituyendo completa o parcialmente los grupos hidroxilo de una
molécula de glucosa, siendo esta la molécula central y resultando asi una amplia

gama de derivados de galotaninos, cabe mencionar que se han encontrado
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algunos en donde la molécula central no es la glucosa. Otros derivados del acido
galico incluyen formas conjugadas con grupos metilos ejemplos de estos se

muestran en la Figura 4 (Burton-Freeman et al., 2017).

HO OH

OH
o)
0
o

HOQ)LO o o

OH
HO [ 0.0 » N

o OH o
OH

HO OH OH

OH OH

H

Pentagaloil glucosido

Figura 4. Ejemplo de la estructura quimica de los galotaninos

Fuente: Burton-Freeman et al.,( 2017).

2.2.2 Fibra

El CODEX alimentario define la fibra dietética como polimeros de
carbohidratos con 10 o mas unidades monoméricas que no son hidrolizadas por
las enzimas endoégenas del intestino delgado de los humanos (Kirchner,
Degenhardt, Raffler, & Nelson, 2012).

La clasificacion que comunmente se le da es de acuerdo a su solubilidad
en agua: los polisacaridos no amilaceos (la pectina, los B-glucanos, los fructanos,
oligosacaridos, algunas hemicelulosas, gomas y mucilagos) comprenden la fibra
soluble, mientras que la fibra insoluble comprende la hemicelulosa, celulosa y
ligninas (Gonzéalez-Aguilar, Blancas-Benitez, & Sayago-Ayerdi, 2017).

Uno de los principales roles de la fibra dietética es ser sustrato de
fermentacion para las bacterias presentes en el colon produciendo varios
compuestos como acetato, propionato y butirato, gases como CO,, aminas y

fenoles. Asi mismo generar energia y biomasa (Lee & Hase, 2014).
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El consumo de fibra se ha relacionado directamente con beneficios a la
salud en aspectos gastrointestinales como movilidad, transito intestinal, sindrome
de colon irritable, enfermedad de Crohn, estrefiimiento, enfermedades coronarias,
efecto prebidtico, disminuir el indice glicémico y aumentar la saciedad (Saura-
Calixto, 2011).

Es bien conocido que las frutas son una fuente de este macronutriente,
sin embargo, en los ultimos afios el estudio de sus subproductos ha mostrado, en
algunos casos, que estos son aun mas ricos en fibra dietética, tal es el caso del
bagazo de mango (c.v. Ataulfo) donde se ha reportado que mas del 80% de éste
se compone de fibra dietética, un poco mas del 50% es fibra soluble mientras que

el resto es insoluble (Blancas-Benitez et al., 2015; Herrera-Cazares, et al., 2017).

2.2.2.1 Fibra antioxidante

Si bien, las frutas son fuente de fibra dietética y compuestos
antioxidantes, es importante reconocer que en estos alimentos los compuestos no
se encuentran aislados uno del otro, esto es debido a que los polifenoles tienen
anillos arométicos hidrofébicos y grupos hidrofilicos con la capacidad de unirse a
polisacaridos y proteinas, a ‘este tipo de complejos se le conoce como fibra
dietética antioxidante (Saura-Calixto, 2011).

Es por ello-que la fibra dietética puede ser considerada como una matriz
alimentaria acarreadora, debido a que protege a los compuestos polifendlicos del
medio gastrointestinal y llevarlos hasta el colon (Gonzélez-Aguilar et al., 2017),
donde pueden ser liberados por accién de las bacterias colénicas y transportados
por-la vena porta hepética al higado y cumplir su funcion (Karabin, Hudcova,
Jelinek, & Dostalek, 2014). Particularmente, este efecto se ha demostrado en un
modelo in vivo utilizando subproductos de mango como el bagazo y la cascara
(Blancas-Benitez et al., 2015).
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2.3 Alimentos funcionales
Los alimentos funcionales son aquellos que mejoran ciertas funciones
fisiol6gicas para prevenir o incluso curar enfermedades (Roberfroid, 2000).
De acuerdo con el Instituto Internacional de las ciencias de la vida de
Europa (ILSI, por sus siglas en inglés), un alimento funcional es:
e Un alimento que se consume convencionalmente en la dieta diaria.
e Se compone de compuestos naturales, a veces en mayor concentracion o
presente en alimentos que normalmente no lo suministran.
e Que se ha demostrado cientificamente que promueve efectos positivos en
las funciones objetivo mas alla de la nutricién basica.
e Pensado para proporcionar una mejora del estado de bienestar y salud y/o
reducir el riesgo de enfermedades.
Los métodos para la obtencion de alimentos funcionales incluyen la
adicion de algun componente (ejemplos de estos se muestran en la Figura 5),
modificacion del procesamiento del alimento, ingenieria genética, etc. Permitiendo
a la industria de los alimentos desarrollar productos con valor agregado (Lopez-

Varela, Gonzéalez-Gross, & Marcos, 2002).
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‘ Componentes

I % 1
Prebioticos ‘ ‘ Probioticos ‘Micronutrientes
— Fibra = Lactobacilli e Selenio
— Fructooligosacaridos — Bifidobacteria — Antioxidantes
- Inulina n Vltamlrcl:a A Ey
— Lactutlosa

Figura 5. Compuestos comunmente presentes o para elaborar alimentos
funcionales.

Fuente: Lopez-Valera et al., (2002).

2.3.1 Alimentos funcionales a base de subproductos

El procesamiento de alimentos genera cantidades de subproductos y
desechos que tienen un impacto ambiental importante. Una de las soluciones
propuestas-es el aprovechamiento de estos con base en ciertas propiedades
funcionales que poseen. Particularmente los subproductos generados del
procesamiento de vegetales y frutas contienen altas cantidades de nutrientes de
interés en la industria farmacéutica y alimentaria (Federici, Fava, Kalogerakis, &
Mantzavinos, 2009). De una manera general, las cascaras de estos productos,
pueden ser ricas en compuestos polifendlicos y fibra dietética, compuestos
antimicrobianos y colorantes, las pulpas ricas en carotenoides y otros compuestos
hidrofilos y la semilla en compuestos antioxidantes y lipidos (Ayala-Zavala et al.,
2011).
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Actualmente las investigaciones se centran en caracterizar los
subproductos para la extraccion de los compuestos funcionales o bien para la
adicion de estos en alimento comunmente consumido, poco es lo reportado
referente a la elaboracion de alimentos funcionales debido a que se busca
resguardar la informacién de formulaciones (Martins, Pinho, & Ferreira, 2017;

Nunes, Pimentel, Costa, Alves, & Oliveira, 2016).

2.4 Digestion gastrointestinal

El sistema gastrointestinal es el encargado de preparar los alimentos
ingeridos para que los nutrientes puedan ser incorporados al medio interno y llegar
a todas las células para ejercer sus funciones de aporte de energia, estructurales
y reguladores. Para realizar su funcion utiliza una serie de pasos los cuales se

describen en el Cuadro 5 (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).
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Cuadro 5. Etapas de la digestién gastrointestinal y su efecto en los diferentes nutrientes.

Etapa de la digestion
gastrointestinal

Medio de la etapa

Efecto en los macronutrientes

Efecto en los polifenoles

Masticacion en la boca

Efecto mecanico. Presencia de
saliva (agua, electrolitos,
proteinas, compuestos
antibacteriales, hormonas, &cidos
nucleicos, moléculas de nitrégeno,
antioxidantes) y a-amilasa.

Los alimentos son triturados y la a-
amilasa comienza la
descomposicion quimica del
almidon. La porcion . de alimento
que ha sido masticado en la boca
se denomina bolo.

En presencia de proteinas algunos
polifenoles pueden ser precipitados.

Digestion estomacal

Mezcla y agitacion de los
alimentos en un pH con un valor
de dos.
Presencia de acido clorhidrico y
la lipasa gastrica. Activacion de la
pepsina.

Desnaturalizacion de proteinas,
activacion_de enzimas del tracto
gastrointestinal y una minima
digestién de lipidos.

Conversion del bolo en quimo.

Liberacion de la matriz alimentaria.
El &cido induce la hidrolisis y/o
transformacion de oligomeros de
proantocianidinas asi como la
escisibn de azlcares unidas a los
polifenoles. Algunos acidos fenolicos
pueden ser absorbidos.

Digestién en el
intestino delgado

Cambio de pH a valores de 7 a
7.2.

Presencia de
procedentes del pancreas vy bilis

enzimas

El. quimo se descompone en
pequefias moléculas que el cuerpo
absorbe a la circulacién. Emulsiéon
de lipidos en glébulos pequefios y
accion de la bilis y la lipasa
pancreatica.

Las antocianinas y flavonoides son
inestables en medios alcalinos.
Polifenoles glucosidados y aglicones
pueden ser absorbidos por diferentes
mecanismos.

Fermentacién colénica

4 . Digestion de hidratos de carbono Pueden ser reconocidos como
segregada de la vesicula biliar. L : L ; .
por accion de la amilasa xenobioticos e inducir su pronta
pancreatica y de proteinas por excrecion.
accion de la proteasa.
La fibra soluble es fermentada por Pueden modular la diversidad
las bacterias generando microbiana.

Residen bacterias fermentadoras.

metabolitos como &acidos grasos de
cadena corta.

Las enzimas microbianas forman
4cidos fendlicos simples.

Fuente: Velderrain-Rodriguez et al., (2014).
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2.4.1 Bioaccesibilidad, biodisponibilidad y biotransformacion.

Es importante comprender que para llevar a cabo su funcion en los tejidos
de interés, el consumo de polifenoles es solo la parte inicial del proceso, los
compuestos son sometidos a las diferentes condiciones del sistema
gastrointestinal donde sufren o no reacciones que modifican su estructura quimica,
a este proceso se le conoce como biotransformacion (Karabin et al., 2014).

Dependiendo de la estructura quimica que puedan presentar los
polifenoles, las células del intestino delgado utilizan diferentes mecanismos de
absorciéon. En la Figura 6 se muestran los mecanismos generales en los que se
puede llevar a cabo. Cabe mencionar que muchos de ellos pueden no ser
absorbidos y ser secretados por la orina debido a gue son reconocidos como
xenobidticos (Velderrain-Rodriguez et al., 2014) o bien poder ser metabolizados
por la microbiota coldnica para posteriormente ser transportados al higado por la
vena porta hepatica donde nuevamente pueden sufrir transformaciones (Karabin
et al., 2014).
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Lumen
intestinal

Célula
epitelial
intestinal

Torrente
sanguineo

9 LPH VU samm 00 wmre2 Q0 wmret G B-glucosidasa @ Aglicona de
compuestos fendlicos
.,‘ Compuesto fendlico - Compuestos ‘ Conjugacion de
hidrolizado A wonosacérido . conjugados L A enzimas
(SULT, COMT,
UGTA)

LPH, lactasa florizina hidrolasa; SGLT1, transportador dependiente de sodio; MPR proteina asociada de multiresistencia;
SULT, sulfotransferasa; COMT, catecol-o-metiltransferasa; UGTA, UDP glucoronosil transferasa, todas las anteriores por

sus siglas en inglés.

Figura 6. Marco general del proceso de liberacion intestinal y absorcion de
compuestos fendlicos.
Fuente: Velderrain-Rodriguez et al., (2014).

Ya sea por la vena porta al higado o por absorcién en el intestino, los
polifenolesson trasportados al torrente sanguineo por difusiébn pasiva, por
trasportadores apicales y baso laterales multifarmaco/ lipidicos (apical and
basolateral multi-drug/lipid transporters) o transformados a metabolitos de fase Il
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Una vez en el torrente sanguineo se
distribuyen a los tejidos destino donde son absorbidos por la célula y donde
también pueden sufrir cambios intracelulares (Karabin et al., 2014).

El proceso anteriormente descrito comprende dos términos importantes
(Grundy et al., 2016):
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La bioaccesibilidad se refiere a la porcion de un nutriente o cualquier otra
sustancia que se liberan de la matriz del alimento y esta potencialmente disponible
para la absorcion en el intestino delgado. Esta matriz alimentaria es la forma fisica
de un alimento y abarca las estructuras naturales de los materiales vegetales
crudos, asi como la organizacibn compuesta que resulta del procesamiento
industrial o en el hogar. Por otra parte, la definicion de biodisponibilidad incorpora
la absorcion, el metabolismo, distribucion tisular y accion biolégica de un nutriente

especifico (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

2.5 Extrusién y su efecto en los compuestos polifendlicos

La extrusibn es un proceso que implica altas temperaturas y tiempos
cortos(HTST por sus siglas en inglés), donde el alimento con un contenido de
humedad especifico se alimenta en un tornillo sin fin por lo que la combinacion de
humedad, presién, temperatura Yy - cizallamiento mecanico resultan en
transformaciones a nivel molecular del alimento, reacciones quimicas, ruptura de
enlaces covalentes, modificacién estructural de la matriz alimentaria, lo que
modifica las propiedades funcionales de los ingredientes del alimento (Dalbhagat,
Mahato, & Mishra, 2019; Singh, Gamlath, & Wakeling, 2007).

Un extrusor tiene tres componentes principales: alimentacién, donde se
introducen los ingredientes y se produce la mezcla inicial. El transporte de los
ingredientes a través de tornillos sin fin y que puede generar compresion. En esta
seccién-es donde se genera la mayoria de cambios en los alimentos generados
por -la temperatura y el trabajo mecénico. A medida que disminuyen las
dimensiones del canal de flujo, el material se comprime y la energia mecanica se
disipa a medida que aumenta la temperatura. Finalmente, en la seccion de
medicion (o coccion), se produce una compresion adicional del producto extruido
como resultado de reducciones adicionales en las dimensiones del canal de flujo y

una mayor accion de cizallamiento (Contreras-Jiménez et al., 2017).
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En los dltimos afios, los investigadores han utilizado esta tecnologia
emergente para la incorporaciéon de nuevos ingredientes, como los son los
subproductos de frutas y verduras, en el desarrollo de alimentos que puedan
mejorar la calidad nutricional de dicho producto, aumentando la biodisponibilidad
de compuestos bioactivos (Alam, Kaur, Khaira, & Gupta, 2015).

Los efectos del procesamiento de extrusion en los compuestos polifenolicos
gue se han observado son variados, pero completamente dependiente de las
condiciones del proceso. Por ejemplo, a bajas temperaturas de procesamiento, se
ha observado un aumento en el contenido de compuestos polifendlicos totales,
debido a que se genera un estrés hidrico, lo que conlleva a un rompimiento de la
matriz y con ello la exposicion de los polifenoles unidos a ella (Shahidi & Yeo,
2016). Por otra parte, dichos compuestos tienen-una baja resistencia al calor, por
lo que a altas temperaturas, estos pueden de-carboxilarse y propiciar la
polimerizacién de los mismos lo que conlleva a una pérdida de sus propiedades
antioxidantes. Asi mismo el cizallamiento, la velocidad del proceso y el tiempo de
residencia son factores que se han visto, estan involucrados en el cambio de la
estructura de la matriz donde dichos compuestos estan embebidos (Nayak, HAI
Lui & Tang, 2015). Conociendo estos efectos, se ha buscado utilizar esta la
tecnologia de extrusion para mejorar la bioaccesibilidad de estos compuestos de

interés y asi influenciar en la biodisponibilidad de los mismos al ser consumidos.

2.6 Confite adicionado con bagazo de mango

Anteriormente en el grupo de trabajo, se formulé un confite adicionado
con bagazo de mango, con la finalidad no solo de proporcionarle un valor
agregado, sino también de brindar a la poblacion infantil un alimento rico en fibra
dietaria y compuestos polifendlicos (Zavala, 2018).

En dicha formulacién, se busc6é que los polifenoles fueran mayormente
accesibles que en el bagazo de mango, por lo cual se opt6 por utilizar la extrusion

como medio de liberacion de estos compuestos (Hernandez-Navarro, 2015).
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En este sentido, ambas muestras, el bagazo de mango y el confite,
presentaron en su composicion acido galico, mangiferina y quercetina, fueron
sometidos a una digestidon gastrointestinal in vitro. En cada etapa de este proceso,
oral, gastrica, intestinal y col6nica, se siguid6 la concentracion de dichos
compuestos y con ello se observd que el porcentaje de bioaccesibilidad fue mayor
en el confite comparado con el bagazo de mango, principalmente el acido galico y
la mangiferina fueron permeados al lumen intestinal en dicha etapa.

Estos resultados permitieron sugerir que, el cambio de la concentracién
de los compuestos en cada etapa de la digestion gastrointestinal in vitro, podria
deberse a la biotransformacion que sufren los compuestos y que esta misma
podria estar influenciando en su absorcion en la etapa intestinal.

Ademas, es importante considerar que los cambios en la bioaccesibilidad
podrian deberse al cambio de matriz alimentaria, a la composicion del producto
ylo al proceso de extrusion que se llevd a cabo para elaborar el alimento. Sin

embargo estos tratamientos no fueron evaluados (Herrera-Cazares, et al., 2017).
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Il JUSTIFICACION

El bagazo de mango, un subproducto generado por el alto consumo de
jugos y néctares en México, es rico en fibra dietaria y compuestos polifendlicos,
algunos de ellos pueden estar unidos a este nutriente. Dichos compuestos
resultan atractivos en la elaboracion de alimentos funcionales debido a que su
consumo esta relacionado con beneficios a la salud. Sin embargo, para la
formulacion de dicho alimento es importante comprobar si los polifenoles
cumplirdn su funcién. Sobre estas bases, el grupo de trabajo formulé un confite
adicionado con bagazo de mango y sometido a un proceso de extrusion, con la
finalidad de mejorar la bioaccesibilidad de los polifenoles durante una digestion
gastrointestinal in vitro; donde se demostré que acido galico, mangiferina y
guercetina procedentes del bagazo de mango-son liberados en las diferentes
etapas de la digestidn gastrointestinal siendo. aparentemente absorbibles en la
etapa intestinal. Sin embargo, no se comprob6 cémo el proceso de extrusion, asi
como un cambio de matriz alimentaria afectaria la bioaccesibilidad,

biotransformacion y absorcion de los.compuestos.
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IV HIPOTESIS
La extrusion de un confite funcional adicionado con bagazo de mango
tiene efecto sobre la accesibilidad de los compuestos polifendlicos que pueden ser

biotransfromados y absorbidos durante la digestion gastrointestinal in vitro.
V OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar los cambios en la biotransformacion de los compuestos
polifendlicos de un confite funcional adicionado con bagazo de mango sometido a

extrusion.

5.2 Objetivos patrticulares

Caracterizar el perfil de compuestos polifendlicos del bagazo de mango,
de un confite adicionado con bagazo de mango no extrudido y de un confite
adicionado con bagazo de mango extrudido.

Determinar la bioaccesibilidad de los compuestos polifenélicos del bagazo
de mango, de un confite adicionado con bagazo de mango no extrudido y de un
confite adicionado con bagazo de mango extrudido en cada etapa de una
digestion gastrointestinal in vitro.

Determinar-la. biotransformaciéon de los compuestos polifenélicos del
bagazo de mango, de un confite adicionado con bagazo de mango no extrudido y
de un confite adicionado con bagazo de mango extrudido en cada etapa de una

digestion gastrointestinal in vitro.
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VI METODOLOGIA

6.1 Estrategia experimental
En la Figura 7 se presenta la un diagrama de la estrategia experimental

llevada a cabo en el presente trabajo.

p—
Andlisis proximales
-
Extraccion de
compuestos
polifendlicos libres
y ligados Y = N
Bagazo de
[ mango
(BM) Determinacion de
la capacidad
Digestion antioxidante.
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Figura 7. Estrategia experimental
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6.2 Materiales

Los ingredientes para la formulacion de los dulces fueron obtenidos de
comercializadoras de materias primas locales ubicadas en la Central de abastos
de Santiago de Querétaro, Querétaro.

Los reactivos y solventes fueron adquiridos de la marca J. T. Baker entre
los que se encontraron el sulfato de sodio y calcio, hidroxido de sodio y potasio,
fosfato de sodio y potasio, acido clorhidrico, metanol, acetonitrilo grado HPLC, y
acido férmico grado HPLC. Los radicales (ABTS y DPPH), el Trolox, los
estandares: mangiferina, quercetina y &acido gallico; las enzimas: a-amilasa,

proteasa y amiloglucosidasa; fueron de la marca Sigma Chemical Co., (USA).

6.3 Elaboracion del confite

El procesamiento del bagazo 'y del confite se llevd a cabo en las
instalaciones del Programa de Posgrado en Alimentos del centro de la Republica
(PROPAC), Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro
(UAQ), en donde se tiene montada una pequefia planta piloto. La preparacion se
llevd a cabo bajo los lineamientos que marcan las buenas préacticas de
manufactura (NOM-120-SSA-1994) y en conformidad con la NOM-187-
SSA1/SCFI-2002. ~Se . realizaron andlisis microbiolégicos para asegurar la
inocuidad del producto.

Se_elaboraron dos confites de acuerdo a lo descrito por Hernandez-
Navarro,(2015). Con algunas modificaciones, un confite adicionado con bagazo
de mango y extrudido (CE) y un confite adicionado con bagazo de mango no
extrudido (CBM) con la finalidad de observar el efecto del proceso de extrusion en

las variables respuesta.

6.3.1 Obtencién del bagazo de mango
El bagazo de mango (BM) fue proporcionado por la empresa Frozen Pulps

de México S.A. de C.V. Se congel6 a -18 °C, se liofilizé durante 24 h y se redujo a
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un tamafo de particula de 250 micras. Se almacend al vacio a -70 °C para su uso

posterior.

6.3.2 Elaboracion del confite adicionado con bagazo de mango extrudido y el
confite adicionado con bagazo de mango no extrudido

Previamente a la elaboracion de los confites, almidon gelatinizado fue
preparado de la siguiente manera: Una mezcla al 70% de Maizena® y agua a
temperatura ambiente fue preparada, esta se gelatinizé a 90 °C a bafio maria. Se
extendio en charolas para secar a 37 °C durante 12 h, posteriormente se molié en
un procesador Nutribullet® y se tamizo a un tamafio de particula de 250 micras.

Para la elaboracion de los dulces, se coloc6é grenetina y pectina
previamente hidratadas a fuego lento hasta su punto de ebullicion. Posteriormente,
se adicion6 el edulcorante y en orden estricto almidon gelatinizado, acido citrico,
sal y bagazo de mango (BM). Todos los ingredientes se mezclaron hasta obtener
una pasta homogénea, al final para humectar, se afadié glicerol.

Posteriormente, para la elaboracion del confite adicionado con bagazo de
mango y extrudido (CE), se us6 un extrusor de tornillo simple de una pulgada de
diametro: una relacién de tornillo de L/D=19 y la matriz utilizada fue un dado de 6
mm de diametro. El proceso de extrusion se llevd a cabo a una temperatura de 72
°C en ambas zonasde calentamiento y a una velocidad de tornillo de 15 rpm.

Se obtuvieron tiras de 15 cm y se colocaron en un secador Excalibur a 30
°C por un tiempo de 12 h. Posteriormente se espolvorearon con chile en polvo de
la marca Tajin®.

Para la elaboracién del confite adicionado con bagazo de mango sin
extrudir (CBM), se realizé todo el proceso anteriormente descrito, pero la etapa de
extrusion fue excluida, de tal manera que la pasta fue colocada en una duya de 6
mm de didmetro, con la finalidad de formar tiras de 15 cm. Posteriormente
colocarlas en el secador con las mismas condiciones descritas con anterioridad y

siendo también espolvoreadas con chile en polvo de la misma marca.
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6.4 Andlisis proximal

El analisis proximal se realizé en el BM, el CBM y el CE por triplicado de
acuerdo a lo descrito por la AOAC. Se determiné la humedad (método 325.23), en
contenido de proteinas (método 920.15), lipidos (método 920.39) y cenizas
(método 942.05). Una vez determinado el porcentaje de proteina, humedad, grasa
y cenizas estos se sumaron y se restd a un 100%. La diferencia obtenida
corresponde a los carbohidratos. La determinacion de la fibra dietaria soluble e
insoluble se realiz6 de acuerdo a la método 991.42 y el método 9931.19

respectivamente.

6.5 Digestion gastrointestinal in vitro

En este andlisis se incluy6 la participacién de individuos sanos para la
primera etapa de la digestion, por lo cual, se cumplio con el cédigo de bioética de
acuerdo a lo establecido en la declaracion de Helsinki. Se utilizaron también
fragmentos de intestino de ratas por lo que el protocolo se remitio a previo andlisis
y aprobacién por el Comité de Bioética de la Universidad Autonoma de Querétaro
(CBQ18/062). Se tomaron €n cuenta las disposiciones para el tratamiento de los
animales de acuerdo a las pautas del Consejo de Organizaciones Internacionales
de Ciencias Médicas (CIOMS, por sus siglas en inglés), en donde se establece
gue el correcto uso de los animales deben conformarse de acuerdo a
investigaciones médicas en seres humanos, buscando medidas que eviten o
minimicen riesgos y supervisen la seguridad. Asimismo, se consideré que la
evaluacion cientifica esta vinculada a la ética, siendo esta ultima esencial en la
consideracion de los aspectos cientificos de una propuesta y para determinar su
validez (CIOMS, 2002).

El BM, el CBM y el CE se sometieron a una digestion gastrointestinal in

vitro de acuerdo a lo descrito por Campos-Vega et al., (2015).
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6.5.1 Simulacién de condiciones de boca (etapa oral)
Se reclutaron voluntarios sanos, a quienes se les explicé detalladamente
el procedimiento a seguir. Una vez entendido con claridad el procedimiento se

pidié que firmaran un consentimiento informado (

30



ANEXO 1).

Los voluntarios consumieron su ultimo alimento 90 min previos al inicio
del ensayo. Posteriormente, se les pidié masticar un gramo de muestra 15 veces
por 15 s, el contenido lo descartaron en un vaso que contenia 5 mL de agua
destilada. Después, enjuagaron su boca por 60 s con 5 mL de agua potable 'y
nuevamente se deposito el liquido en el vaso anterior. De la misma manera se

prepard un blanco sustituyendo la muestra por agua destilada.

6.5.2 Simulacién de condiciones de estobmago (etapa gastrica)

Para simular fluidos géstricos, 0.055g de pepsina se disolvieron en
0.94mL de HCI 20 mM, a esta mezcla se le afiadié 9mL de la suspension obtenida
en la simulacién de condiciones de boca, se incubaron-con agitacion durante 2 h a
37°C.

6.5.3 Simulacién de condiciones de intestino delgado (etapa intestinal)

Previamente se realizé la preparacion de las siguientes soluciones:

La solucién tampon de Krebs-Ringer contenia 118 mM NaCl, 4.7 mM KClI,
1.2 mM de MgSOQOy, 1.2 KH,POy4, 25 mM NaHCOg3, 11 mM glucosa y 2.5 mM CaCl,,
pH 6.8.

Para preparar el extracto intestinal sintético se disolvieron 3 mg de hiel de
buey y 2.6 mg de pancreatina en 5 mL de solucion tampédn Krebs-Ringer.

Se emplearon ratas de la cepa Winstar con un peso entre 250 a 300 g
clinicamente sanas, se alojaron 2 ratas por jaula las cuales eran de acero
inoxidable, tenian un clip a prueba de escape y permitian la entrada de aire y luz.
Las ratas se mantuvieron en condiciones aceptables de limpieza y ventilacion
constante (NOM-062-Z00-1999), se alimentaron con alimento comercial y agua
potable. Los animales se mantuvieron en ayuno 16h antes del sacrificio dejando

solo agua.
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6.5.3.1 Sacrificio de animales

Para el sacrificio, las ratas se anestesiaron con pentobarbital 60mg/kg.
Posteriormente, se expuso el intestino con una incision abdominal en la linea
media, un segmento de 20 a 25 cm del yeyuno proximal de cada rata fue

escindido y se coloco en una solucion Krebs- Ringer gasificado con CO, a 37°C.

6.5.3.2 Técnica del saco intestinal invertido utilizando ratas

El segmento del intestino ya removido se lavé con la solucion tampdn
Krebs-Ringer para eliminar residuos. Posteriormente se volted con una varilla de
vidrio, se cortd en segmentos 6 cm de longitud aproximadamente y se ligaron en
un extremo, todo el procedimiento previo se hizo manteniendo sumergido el
intestino en solucidon tampdn Krebs-Ringer para evitar-la pérdida de viabilidad del
tejido. El intestino fue llenado con 2 mL de solucién tampon y se ligd al otro
extremo para crear un saco, este fue incubado en un bafio conteniendo 15 mL de
la suspensidon obtenida en la simulacién de condiciones de estdémago a 37°C. La
incubacion fue en agitacion constante (80 ciclos por minuto).

La solucion que estaba dentro del saco, denominada fraccion absorbible,
se encontraba del lado basolateral (BL); la que estaba fuera, denominada fraccion
bioaccesible, se encontraba del lado apical (AP); de estas se tomaron muestras a
los 15, 30, 60 y 120 -min de incubacién y se almacenaron a 4°C para su posterior

analisis.

6.5.3.3 Determinacién del coeficiente de permeabilidad
El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp por sus siglas en inglés)
se calculé mediante la siguiente ecuacion:
Papp= [V/(A*T)]*(C60/C0)
Dénde V es el volumen contenido en el lado basolateral (BL), A es la
superficie disponible permeable (2mrh), r es el radio del segmento intestinal
(0.4cm) y h es la longitud del segmento intestinal disponible para la premiacion

(4cm). T es el tiempo de incubacion, Cy es la concentracion inicial en el lado apical
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(AP), mientras que Cgo €s la concentracion en el lado basolateral (BL) a diferentes
tiempos de digestion (15, 30, 60, 120 min).

El coeficiente de permeabilidad neta (Papp neta por sus siglas en inglés)
se calculara utilizando la siguiente ecuacion:

Papp neta= Papp(BL—AP) - Papp(AP—BL)

Donde Papp (BL—AP) es el coeficiente de permeabilidad aparente del
lado basolateral hacia el lado apical, mientras que Papp(AP—BL) es el coeficiente
de permeabilidad aparente del lado apical hacia basolateral.

La relacion de flujo de salida (F) se calcul6 utilizando la siguiente
ecuacion:

F= Papp(BL—AP) / Papp(AP—BL)

Donde Papp(BL—AP) es el coeficiente. de permeabilidad aparente del
lado basolateral hacia el lado apical, mientras que Papp(AP—BL) es el coeficiente
de permeabilidad aparente del lado apical hacia basolateral.

La bioaccesibilidad a lo largo del tracto gastrointestinal y la absorcion en
el intestino delgado se calcul6 con la siguiente ecuacion:

(Ci—CT)*100
Donde Ci es la concentracion inicial de los compuestos y CT es la

concentracion final obtenida a los diferentes tiempos de incubacion.

6.6 Determinacién y cuantificaciéon de compuestos fendlicos

La capacidad antioxidante, determinacion y cuantificacion de los
compuestos polifendlicos se llevd a cabo para el BM, CBM, CE, para las muestras
obtenidas en cada etapa de digestion gastrointestinal in vitro (Oral, gastrica e
intestinal). El estudio se raliz6 en el Centro de Biotecnologia FEMSA ubicado en

el Instituto Tecnoldgico y de Estudios superiores de Monterrey, sede Monterrey.
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6.6.1 Extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados

Se determinaron los compuestos fendlicos libres y ligados para el BM, el
CBM y el CE de acuerdo a lo reportado por Acosta-Estrada et al.,(2014) con
algunas modificaciones.

Un gramo de muestra fue mezclado con 10 mL de etanol/agua (80:20 v/v)
por 10 min en mezclador (Incubador orbital Shaker Mrc lab, Israel) a 250 rpm.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 3000 G por 10 min a 4°C, el
sobrenadante fue recuperado, evaporado en un concentrador de tubos (Genevac)
a 45 °C por 5 h hasta sequedad y posteriormente re suspendido con 1mL de
metanol. Este extracto corresponde a la fraccion de compuestos polifenolicos
libres y se almacend a -20 °C hasta su uso posterior.

Al pellet obtenido de la extraccién anterior se le removié el O, utilizando
N>, se re suspendié en 10 mL de NaOH 2M y se hidroliz6 por 60 min a 25°C en la
incubadora mezcladora a 250 rpm. El hidrolizado fue acidificado hasta pH 2 con
HCI, posteriormente se removieron los lipidos adicionando 10 mL de hexano.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 1677 x g durante 10 minutos a 4
°C para remover la fase superior (hexano). A continuacion, se adicionaron 10 mL
de acetato de etilo y se centrifugb a 1677 x g durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se recuperoé y el solvente se evaporo en un concentrador de tubos
(Genevac) a 45 °C por 5 H hasta sequedad. Finalmente, el residuo se re
suspendié en un mL de metanol y se almacen6 a -20 °C hasta su posterior

analisis.

6.6.2 Identificacion y cuantificacion de compuestos polifenélicos mediante HPLC-
DAD y LC/MS-TOF

La cuantificacion e identificacion de compuestos fendlicos se llevo a cabo
de acuerdo a lo descrito por Pacheco-Ordaz et al.,, (2017) con algunas

modificaciones.
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La cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizé en un HPLC
acoplado a un detector DAD-UV (Serie 1300, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EE.UU). La separacion se llevd a cabo utilizando una columna Zorbax SB-Aq
C18 3.0 x 150 mm 3.2 miron a 40°C con una velocidad de flujo de 0.6 mL/min. La
fase movil utilizada fue (A) agua acidificada con acido férmico al 0.1% Yy (B)
acetonitrilo acidificado con acido formico al 0.1%. El gradiente de elucion a utilizar
comenzo con 5% de B y aumentando al 20% en los primeros 15 min, cambiando
al 100% a los 24 min. Los cromatogramas se obtuvieron a 280,.320 y 365 nm
después de la inyecciéon de 5 pL de muestra e integrada por el software HP-Agilent
(Chemstation para LC-Copyright).

La identificacion se realiz6 mediante cromatografia liquido acoplada a
espectrometria de masas de tiempo de vuelo (LC/MS-TOF) (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, EE.UU.) y equipado con un sistema de bomba cuaternaria con
un desgasificador al vacio, una columna con control de tempertura y un
compartimiento de fuente de ionizacion por electro pulverizacion (ESI) utilizando
las mismas condiciones descritas anteriormente. Para la separacion, la ionizacion
se llevo a cabo utilizando gas nitrogenno (350 °C) a 10 L/min, los espectros de
masas se obtuvieron en modo negativo en un rango de 150 a 1500 m/z, utilizando
un coltaje de frgmentacion de 50 V, una temperatura de gas de 300 °C,
nebulizacién de 40 psi y voltaje del capilar de 4000 V. La identificacion de
compuestos se realizd con la masa exacta de los iones identificados y se comparé
contra la -base de datos del Diccionario del Productos Naturales (DNP, por sus

siglas en inglés) (http://dnp.chemnerbase.com)

6.7 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método DPPH y ABTS
La determinacion de la capacidad antioxidante se realizé usando el radical
DPPH se llevo a cabo de acuerdo a lo reportado por Fukumoto & Mazza, (2000).

Se afadieron 20 pL de muestra y 200 uL de DPPH en los pozos de la micro placa.
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La lectura se realiz6 cada 10 min durante 90 min una longitud de onda de 540 nm
en un espectrofotdometro.

Por otra parte, la determinacion de la actividad antioxidante por el método
ABTS se realizé6 mediante la técnica descrita por Enadis, Ang, Simidou, & Hang,
(2004). Se preparoé una solucion acuosa de 7mM de ABTS y 140 mMm de
K2S208. Se mezclaron 5mL de la solucion ABTS y 88 uL de la solucion de
persulfato de potasio. Se cuidé6 de no exponer a la luz durante 12 horas,
esperando la generacion del radical. Posteriormente, se realizé una dilucién,
mezclando 500 pL de la solucion y de 20 a 25 mL de etanal, de esta solucion se
colocaron 230uL y 20uL de muestra en los pozos de la mircro placa. La lectura se
realiz6 a una longitud de onda de 734nm.

Para ambas técnicas los resultados  se reportaron como pmol
equivalentes de Trolox (TEAC) en umol equivalentes de Trolox/ g de muestra

calculado mediante una curva de calibracion.

6.8 Disefio experimental y analisis estadistico

Se llevé a cabo un disefio experimental completamente aleatorio. Los
datos obtenidos a partir de los resultados se expresaron como la media + el error
estandar. Los datos se analizaron a través de un andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de una prueba de comparacion de medias Tukey utilizando el programa
estadistico JMP pro 14.
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VIl RESULTADOS Y DISCUSIONES

7.1 Composicion proximal
En el Cuadro 6 se reportan los resultados del analisis proximal (perfil

quimico) de las muestras evaluadas.

Cuadro 6. Analisis proximal del bagazo de mango, del confite adicionado con
bagazo de mango y del confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

BM CBM CE
Humedad 12.2 £ 0.6° 4.0+0.1° 72+01°
Carbohidratos 91.5° 82.42 83.7%
Fibra dietética total 47.1+0.9° 17.5+0.6° 17.8+0.5°
Fibra dietética soluble 19.7 £+ 0.8° 4.0 £0.4° 27+01°
Fibra dietética insoluble ~ 27.4 +0.8% 13.5+0.4° 15.1+0.1°
Proteina 45%0.3° 7.3+0.1° 7.5+0.2°
Lipidos 1.3+£0.1° 1.0+0.1° 0.9+0.1°
Cenizas (minerales) 2.7+0.2° 9.3+0.8° 7.9+1.2%

Los resultados son expresados en g/100g de muestra en base seca. Cada valor representa la media de
tres experimentos independientes: + el error estandar. Letras diferentes por fila indican diferencias
estadisticas entre muestras (p<0.05). BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con bagazo de
mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.
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En el caso del BM el compuesto mayoritario fueron carbohidratos, de los
cuales 47.14 g/100g (muestra en base seca) son fibra dietética total. Estos
resultados son muy similares a lo reportado en la bibliografia (Cruz-Trinidad,
Sanchez-Burgos, Sagayo-Ayerdi, & Zamora-Gasga, 2019; Herrera-Cazares et al.,
2019; Blancas-Benitez et al., 2015) donde se ha encontrado que los carbohidratos
son el nutriente predominante en este subproducto, el cual es rico en fibra
dietética. En la pulpa de mango, el azdcar mayoritario es la fructosa, al ser el
bagazo proveniente del refinado de esta, podemos sugerir que es uno de los
carbohidratos simples presentes en este subproducto (Wall-Medrano et al., 2015).
El contenido de proteina, lipidos y cenizas fue menor al 5%, valores minimos dado
que el bagazo de mango estd compuesto en su mayoria por fibra. Estos datos
concuerdan con lo reportado por Herrera-Cazares et al.,, (2017) para el BM
obtenido de mango Ataulfo.

El mismo perfil de macronutrientes se observé para el CBM y CE, siendo
los carbohidratos los compuestos mayoritarios. El contenido de fibra dietética fue
17.49 + 0.57 g/100g para el CBM y 17.80 + 0.16 g/100g para el CE, los cuales no
tuvieron diferencias estadisticas entre si. En ambas muestras, se observdé una
disminucion en el contenido de fibra soluble, debido a un efecto de dilucién con los
otros ingredientes utilizados para la elaboracion del confite. Aunque el contenido
de fibra dietética total fue menor, se observé que el proceso de extrusién no afecto
la concentracion de fibra soluble e insoluble en el confite cuya radio fibra
soluble:fibra insoluble fue 1:3.4 para el CBM y 1:5.5 para CE.

Se ha reportado que el método enzimético de la AOAC, utilizado en esta
investigacion, no es sensible a detectar un cambio en la proporcién de fibra
dietética soluble/insoluble producido por el proceso de extrusion (Singh et al.,
2007), lo cual podria explicar el menor contenido de fibra soluble. De acuerdo a la
FDA, el confite puede clasificarse como un alimento alto en fibra, ya que excede el
10% requerido para poder declararse como tal (FDA, 2013).

Ademas, el contenido de fibra dietética total del confite es cercano a la

ingesta diaria recomendada para nifios en edad escolar, por o que este producto
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puede contribuir a incrementar la ingesta de fibra en la poblacion infantil como
parte de la prevencion de ciertas enfermedades no transmisibles.

El contenido de proteinas para para CBM y CE no tuvo diferencias
estadisticas entre si, pero fue mayor al observado en el BM. Es importante
destacar que la diferencia observada en el contenido de proteina entre el BM y-los
confites era de esperarse ya que una parte fundamental de la formulacion es la
grenetina, la cual se usa como vehiculo de los compuestos de interés (Bejrapha,
Surassmo, Choi, Nakagawa, & Min, 2011). Esta adicion de material proteico, no
solo incrementa el valor nutricional del producto, también actia como vehiculo
para la liberacion controlada de los compuestos bioctivos del BM, tal como se
demostrd por Herrera-Cézares et al., (2017), incrementando su bioaccesibilidad.

En términos generales, se pudo observar que el proceso de extrusion
utilizado no afecto el contenido de nutrientes esenciales entre los confites ni el

contenido de fibra dietética.

7.2 Contenido de polifenoles libres y ligados y capacidad antioxidante.

En las Figura 8Figura 9 Figura 10 se presentan los contenidos de
compuestos polifendlicos libres y ligados del BM, el CBM y el CE. Se agruparon en
tres grupos: acidos fenolicos (ug equivalentes de acido galico/g de muestra);
xantonas, (Mg equivalentes de manguiferina /g de muestra); y flavonoides, (ug

equivalentes de quercetina /g de muestra).
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Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error estandar. Letras
mayusculas indican diferencias estadisticas en los valores de compuestos libres y letras mindsculas indican
diferencias estadisticas en los valores de compuestos ligados (p<0.05). EQ, equivalentes; BM, bagazo de
mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y
extrudido.

Figura 8. Contenido de acidos fendlicos libres y ligados.

En la Figura 8 se observa el contenido de acidos fendlicos libres y ligados
para cada muestra. Se observd que el BM es la muestra con mayor contenido de
estos compuestos, seguido del CBM y siendo el menor el CE de los tres. Esta
tendencia era de esperarse ya que los confites son adicionados con BM en casi un
56%. Cabe mencionar que en un estudio preliminar, se trataron de cuantificar
compuestos polifendlicos procedentes de cualquier otro ingrediente de la

formulacién, como el chile en polvo utilizado, sin embargo no se lograron
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cuantificar ningun tipo de estos compuestos (resultados no reportados) siendo asi
el BM es la unica fuente de compuestos polifenélicos en los confites.

El contenido total de los acidos fendlicos resulta de la suma de los
compuestos ligados y libres, siendo para el BM de 2733.3 pg equivalentes de
acido galico/g de muestra; 463.2 ug equivalentes de acido galico/g de muestra
para el CBMy 281.9 ug equivalentes de acido galico/g de muestra para el CE.

Se present6 una reduccion de casi el 50% del contenido en CE respecto a
CBM de estos compuestos. Esta tendencia ya ha sido observada para otros
alimentos sometidos a un proceso de extrusion, por ejemplo, Altan, Mccarthy, &
Maskan, (2009) observaron una reduccion del 46% al 60% de los compuestos
fendlicos ligados en cebada respecto a la misma muestra antes de ser extrudida;
Konrade & Klava, (2017) observaron una.reduccion alrededor del 50% del
contenido total de compuestos fendlicos al elaborar un pan utilizando extrusion y
adicionado con cascara de zanahoria en un 5%. La reduccion se puede deber al
efecto de la temperatura y el trabajo mecanico que se produce durante el
procesamiento por extrusion.

La concentracion de acidos fendlicos libres (2228.59 = 79.92 ug
equivalentes de acido galico/g de muestra) del BM fueron mas altos respecto a los
ligados (504.02 + 30.03 g equivalentes de acido gélico/g de muestra), estos
valores son mayores ‘a lo reportado por Herrera-Cazares, et al., (2017) (480.5
66.6 ug de acido galico/g de muestra). Esto puede ser debido a que, en esta
ocasion, el BM se sometid a un proceso de liofilizacion donde los compuestos
fendlicos no sufrieron un dafio por efecto de la temperatura. Esta aseveracion
puede ser reforzada debido a que los valores obtenidos son similares a lo
reportado por Zavala (2018) (5503 + 2.3 ug de acido galico/g de muestra) quien
utilizé un BM sometido a liofilizacion.

Respecto a los confites se observo que el contenido de acidos fendlicos
libres (130.19 = 11.07 pg equivalentes de acido galico/g de muestra; para el CBM
y 117.19 + 35.00 ug equivalentes de acido galico/g de muestra; para el CE); y el

de ligados (333.02 + 98.33 pg equivalentes de acido galico/g de muestra para el
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CBM y 164.73 £ 73.46 ug equivalentes de acido galico/g de muestra para el CE)
es muy similar entre ambos. Sin embargo, cabe destacar que aquellos
compuestos que estan ligados representan el 58.43% del contenido total en el
caso del CE, mientras que para el CBM representan un porcentaje del 71.98%.
Esta disminucion del porcentaje de compuestos ligados en el confite extrudido
puede deberse a que los compuestos contenidos en las paredes celulares del BM
estan siendo liberados por el trabajo mecanico caracteristico del proceso de
extrusion (Shahidi & Yeo, 2016).

[0 Ligados
B Libres

N\ &
K =

Muestras

>

Xantonas (ug EQ de mangiferina/g muestra)

Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error estandar. Letras
mayusculas indican diferencias estadisticas en los valores de compuestos libres y letras mindsculas indican
diferencias estadisticas en los valores de compuestos ligados (p<0.05). EQ, equivalentes; BM, bagazo de
mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y
extrudido.

Figura 9. Contenido de xantonas libres y ligadas
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En la Figura 9 se muestra el contenido de xantonas libres y ligadas para
cada muestra. Se observo una tendencia similar a los acidos fendlicos, siendo el
BM la muestra con mayor contenido de xantonas totales (318.1 pg equivalentes de
mangiferina /g de muestra) respecto a los confites (20.4 pg equivalentes de
mangiferina /g de muestra para el CBM y 28.1 ug equivalentes de mangiferina /g
de muestra para el CE).

Cabe destacar que el contenido total de xantonas que. presentan los
confites, son muy similares, sugiriendo que el proceso de extrusién no tiene efecto
significativo en este contenido. Beelders, Beer, Ferreira, Kidd, & Joubert, (2017)
estudiaron la estabilidad de xantonas provenientes de Cyclopia genistoides,
debido a que esta flor es consumida regularmente como infusion. En este estudio
se encontré que la mangiferina y la isomangiferina fueron estables a temperaturas
de hasta 130 °C. Los autores atribuyeron su estabilidad a la complejidad de su
estructura quimica y a la proteccion de la matriz alimentaria.

En las tres muestras se puede observar que la cantidad de xantonas
libres (307.4 = 7.2, 19.1 £ 1.7y 21.7 + 3.5 ug equivalentes de mangiferina /g de
muestra en BM, CBM y CE respectivamente) es mayor que la cantidad de ligadas
(11.7 £3.01,1.4 £0.7y 6.4 = 2.7 pg equivalentes de mangiferina /g de muestra en
BM, CBM y CE respectivamente).

Es importante mencionar que el porcentaje de xantonas ligadas del CBM
es de un 8.8% mientras que para el CE es de un 22.7%. Este aumento en el
porcentaje de compuestos ligados, pudiera deberse a que la extrusion esta
ayudando a integrar los compuestos, que estaban libres antes de este proceso, a

la-matriz alimentaria (Alam et al., 2015).
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Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error estandar. Letras
mayusculas indican diferencias estadisticas en los valores de compuestos libres y letras mindsculas
indican diferencias estadisticas en los valores de compuestos ligados (p<0.05). EQ, equivalentes;
BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con
bagazo de mango y extrudido.

Figura 10. Contenido de flavonoides libres y ligados.

En la Figura 10 se muestra el contenido de flavonoides libres y ligados
para cada muestra. Tendencia similar a la de las xantonas puede ser observada
en el BM(74.4 £ 0.3 y 5.5 + 0.3 ug equivalentes de quercetina /g de muestra, para
flavonoides libres y ligados respectivamente) y el CE (5.9 + 0.8 y 3.1+ 1.4 ug
equivalentes de quercetina /g de muestra, para flavonoides libres y ligados
respectivamente), siendo el contenido de flavonoides libres mayor que el de
ligados. En el caso del CBM, el contenido de flavonoides libres estaba por debajo

del limite de cuantificacion.

44



Nuevamente, se observo que la proporcion de compuestos libres/ligados
es modificado al someter el confite a extrusion, ya que en el CE logramos
cuantificar flavonoides libres, sugiriendo esto que los flavonoides pueden estar
siendo liberados de la matriz por ser sometidos a dicho proceso (Shahidi & Yeo,
2016). Ajila & Prasada Rao, (2013) observaron que flavonoides como la quercetina
y el kampferol estaban asociados a la fibra dietaria proveniente de la cascara de

mango.

Cuadro 7. Capacidad antioxidante de los compuestos polifendlicos libres y

ligados.

Meétodo BM CBM CE

Compuestos libres
DPPH 57127.27 + 6599.80° 1380.11 #11.70°  1385.19 +15.20°
ABTS  21292.86+569.92®°  943.43 +4.07" 952.51 + 3.45"
Compuestos ligados
DPPH  42560.85 + 1004.33% . 1493.97 + 29.99° 1300.11 + 97.85"
ABTS  11764.03+745.65°  420.32+6.76°  387.14 +18.09"

Los resultados se presentan como pmol eq. de trolox/g de muestra. Cada valor representa la
media de tres experimentos independientes =+ el error estandar. Letras minidsculas indican
diferencias estadisticas entre filas. BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con bagazo
de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

En el Cuadro 7 se presenta la capacidad antioxidante determinada por
los métodos de DPPH y ABTS de los compuestos polifendlicos libres y ligados. Se
observo-que el BM es la muestra con mayor capacidad antioxidante por ambos
meétodos. Estos fueron mayores incluso, a lo reportado en la bibliografia (Cruz-
Trinidad et al., 2019; Herrera-Cazares et al., 2017). Estas diferencias se atribuyen
al tratamiento de liofilizacion al que se sometié el BM. Por otra parte, los confites
no presentaron diferencias significativas entre ellos, estos resultados concuerdan
con el contenido encontrado de compuestos polifendlicos en ambas fracciones.
Otros productos han sido elaborados utilizando subproductos de mango y estos

han presentado una capacidad antioxidante similar al nuestro, como lo fue el caso

45



de Hernandez-Maldonado et al., (2019) quienes elaboraron una barra de BM,

cascara de mango y avena.

7.3 Contenido de polifenoles y capacidad antioxidante durante digestién
gastrointestinal in vitro.
El célculo del porcentaje de bioaccesibilidad se realiz6 de acuerdo a lo

reportado por Herrera-Cazares, et al., (2017) para cada etapa de la digestion
gastrointestinal in vitro, oral, gastrica e intestinal; de la siguiente manera:
%bioaccesibilidad= (Cetapa *100)/C;
Doénde:

%bioaccesibilidad= porcentaje de los compuestos que se liberan en cada etapa
respecto a la concentracion inicial.
Cetapa= ES la concentracion del compuesto en la etapa de la digestion
gastrointestinal in vitro (oral, gastrica o intestinal). Esta fue cuantificada como pg
eg. de 4cido galico, manguiferina o quercetina/ g de muestra.
Ci= Es la concentracion del compuesto encontrada en la fraccion libre mas la
fraccidn ligada de la extraccién de compuestos polifendlicos. Esta fue cuantificada
como pg eq. de acido gélico, manguiferina o quercetina/ g de muestra.

En las Figura 11,Figura 12 y Figura 13 se muestran los contenidos de
acidos fendlicos, xantonas y flavonoides respectivamente en la etapa oral y
gastrica de la digestidbn gastrointestinal in vitro, asi como los porcentajes de

bioaccesibilidad de cada etapa.
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Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error
estandar (p<0.05). Letras minusculas indican diferencia estadistica entre muestras en la
etapa oral. Letras mayuUsculas indican diferencias estadisticas entre muestras en la
etapa gastrica. EQ, equivalentes; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con
bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

Figura 11. Contenido de &cidos fendlicos y porcentaje de bioaccesibilidad en la

etapa oral y gastrica de la digestion gastrointestinal in vitro.
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Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error
estandar (p<0.05). Letras mindsculas indican diferencia estadistica entre muestras en la
etapa oral. Letras mayusculas indican diferencias estadisticas entre muestras en la
etapa gastrica. EQ, equivalentes; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con
bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

Figura 12. Contenido xantonas y porcentaje de bioaccesibilidad en la etapa oral y

gastrica de la digestidén gastrointestinal in vitro.
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Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes + el error
estandar (p<0.05). Letras minusculas indican diferencia estadistica entre muestras en la
etapa oral. Letras mayusculas indican diferencias estadisticas entre muestras en la
etapa gastrica. EQ, equivalentes; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con
bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

Figura 13. Contenido flavonoides y porcentaje de bioaccesibilidad en la etapa oral
y gastrica de la digestién gastrointestinal in vitro.

En la etapa oral se presenta un rompimiento mecanico de la matriz
alimentaria, un pH neutro y la accién de la a-amilasa (Burton-Freeman et al.,
2017). Las xantonas son los compuestos que tienen un porcentaje de
bioaccesibilidad mayor respecto a los flavonoides y los acidos fendlicos, no
significa que estos no se estén liberando en esta etapa, sino que su liberacion es
menor, mientras que las xantonas pudieran estar siendo liberadas de la matriz
alimentaria por las caracteristicas antes descritas.

La etapa gastrica presentd mayores porcentajes de bioaccesibilidad
respecto a la etapa oral, esto puede ser debido a que en dicha etapa, que simula
las condiciones del estomago, se cuenta con condiciones de un pH 2, una

hidrdlisis enzimatica por activacion de la pepsina y escision de azucares unidas a
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los polifenoles (Velderrain-Rodriguez et al., 2014). Esto permite sugerir que la
liberacion de compuestos en esta etapa es debido a las caracteristicas
mencionadas anteriormente asi como la liberacion que se present6é en la etapa
anterior. Nuevamente el grupo de las xantonas presentd mayor porcentaje de
bioaccesibilidad respecto a los acidos fendlicos y flavonoides.

El BM fue la muestra que presentd menores porcentajes de
bioaccesibilidad en la etapa oral y gastrica para los tres grupos de compuestos.
Este comportamiento sugiere que un cambio de matriz alimentaria esta afectando
la bioaccesibilidad de los compuestos. Mandalari et al., (2016) realizaron un
estudio acerca de la influencia del cambio de matriz alimentaria en la
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos provenientes de la cascara de
almendra, ellos observaron que habia un cambio-importante en la bioaccesibilidad
de estos compuestos, resaltaron que los compuestos polifenélicos pueden unirse
a las proteinas en su procesamiento, y siendo liberados en la etapa gastrica, lo
gue pudiera estar pasando al adicionar el BM al CBM y/o CE.

En el caso de los confites, el CE presentdé un mayor porcentaje de
bioaccesibilidad en la etapa oral para los acidos fendlicos y las xantonas (108 % y
424 % respectivamente) respecto a CBM (51% y 402 % respectivamente). Caso
contrario se observa en la etapa gastrica. Estos resultados concuerdan con el
contenido de compuestos libres y ligados para los confites, donde el CE presento
un menor contenido de compuestos ligados que CBM, debido a que el proceso de
extrusion pudiera esta liberando compuestos de la matriz del BM (T. Wang, He, &
Chen, 2014) haciéndolos méas bioaccesibles, sugiriendo asi que los compuestos
liberados en la etapa gastrica procedentes del CBM estan unidos a la matriz
alimentaria rica en proteina y carbohidratos.

En el Cuadro 8 se presenta la capacidad antioxidante durante la digestion
gastrointestinal in vitro en la etapa oral y gastrica, donde se observa que la etapa
gastrica presentd mayor capacidad antioxidante respecto a la etapa oral, estos
resultados concuerdan con la concentracion con los datos de concentracién de

compuestos polifendlicos.
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Cuadro 8. Capacidad antioxidante durante la digestion gastrointestinal in vitro en

la etapa oral y gastrica

Muestra Método Oral Gastrica
DPPH 5713.90 + 24.95**  6040.90 + 106.11*"
oM ABTS 1173.81 + 1.443A 1272.51 + 5.51*A
DPPH 3020.08 + 240.39"¢  5411.33 + 207.57*/®
CBM ABTS 391.80 + 12.73*¢ 1032.38 +49.43%*F
DPPH 4803.41 + 143.48%%  4944.29 + 489.17*"
- ABTS 1097.42 + 23.67*®  1014.80 + 51.12F

Eq. de trolox/g de muestra. Cada valor representa la media de tres experimentos
independientes =+ el error estdndar. Letras minUsculas indican diferencia estadistica entre
columnas. Letras mayusculas indican diferencias estadisticas entre filas. BM, bagazo de
mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo
de mango y extrudido

En el caso del BM y el CE, la diferencia estadistica entre las etapas de la
digestion no fue significativa, este mismo comportamiento es similar al contenido
encontrado de flavonoides en dichas etapas, esto sugiere que la capacidad
antioxidante podria estar relacionada con el contenido de flavonoides, los cuales
se sabe que muestran una estabilidad a cambios de pH, como lo es el paso de la
etapa oral a la etapa gastrica, esto debido a la estructura que presentan (Bravo,
1998).

En la etapa oral, el CBM fue la muestra con menor capacidad
antioxidante, mientras que en la etapa gastrica fue el CE, estos resultados
concuerdan con el porcentaje de bioaccesibilidad de los compuestos polifendlicos

encontrado.
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En la Figura 14 se observa el modelo del saco intestinal invertido utilizado
en este experimento con la finalidad de esquematizar las fracciones que se

obtuvieron en este experimento.

Lado basolateral

Lado apical

BF, Fraccion bioaccesible; NDF, fraccion no digerible; DF, fraccion absorbible; todas las anteriores por sus
siglas en inglés.
Figura 14. Modelo del saco intestinal invertido.

Fuente: Herrera-Cazares et al., (2017).

En la Figura 15 se muestra el contenido de acidos fendlicos en la etapa
intestinal; del lado apical (fraccion accesible) y del lado basolateral (fraccion
absorbida), durante la digestion gastrointestinal in vitro, asi como el modelo
matematico. que mejor se ajusta (R’=1 en todos los casos) a la cinética de

liberacion y absorcion.
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equivalentes; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

Figura 15. Contenido acidos fendlicos en la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro.
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Observando la cinética de liberacion (AP), los tiempos de incubacion no
presentaron diferencia significativa entre ellos para las tres muestras. Sin
embargo, se puede observar que el contenido de compuestos va disminuyendo
conforme el tiempo en el caso del BM, esto puede indicar que los compuestos son
facilmente liberados de la matriz en esta etapa, siendo mas susceptibles a las
condiciones del medio, como los son un pH alrededor de 7.2 y presencia de
enzimas intestinales, propiciando su absorcion, degradacion o biotransformacion
durante el tiempo (Herrera-Cazares, et al., 2017).

En el caso de los confites, la cinética de liberacién es muy similar entre
ambos, la mayor concentracion de los acidos fendlicos fue los 60 min de
incubacion y en cantidades muy parecidas a las del BM, esto es interesante, ya
gue los confites se adicionaron solo con un 56% de BM, sugiriendo que el proceso
de extrusion libera de la matriz, por efecto del cizallamiento (Chavez, Ascheri,
Carvalho, Godoy, & Pacheco, 2017), compuestos ligados, a la fibra dietaria, y
estos a su vez, pueden estar siendo unidos a los ingredientes de la formulacién
como son grenetina, pectina y almidén resistente (Mandalari et al., 2016), de los
cuales previamente se liberan en una parte en la etapa gastrica y haciéndolos asi
disponibles en la etapa intestinal (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

Respecto a los porcentajes de bioaccesibilidad, en el BM se encontraron
alrededor de 18 a 24%; de 63 al 89% en el CBM y de 97 al 141% para el CE. La
diferencia entre muestras, corrobora que la matriz alimentaria esta teniendo una
influencia.en la liberacion de los compuestos, asi como el proceso de extrusion.

En la cinética de absorciéon (BL), la mayor concentracion de acidos
fendlicos se observa a los 15 min de incubacién para el BM, es decir que los
compuestos que estan siendo bioaccesibles rapidamente, también son absorbidos
rapidamente. En el caso de los confites, es a los 120 min de incubacion que se
presentd la mayor cantidad de acidos fendlicos absorbidos, tiempo en donde la
bioaccesibilidad de los compuestos es menor; dicho comportamiento sugiere que

un cambio en la matriz alimentaria, como lo es del BM a los confites, tiene un
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efecto sobre el tiempo de absorcion de los compuestos, reafirmando que la matriz
empleada esté protegiendo los compuestos del medio intestinal.

Con respecto al porcentaje de bioaccesibilidad en el AP, estos estuvieron
entre 6 a 14 % para el BM, de 34 a 98 % para el CBM, y del 77 al 130% para el
CE. Observando asi que los compuestos procedentes del BM tienen un.menor
porcentaje de absorcion respecto a los confites. El nutriente principal del BM es la
fibra dietaria, la cual presenta cambios hasta la etapa del intestino grueso.
Estudios anteriores han demostrado que el BM es una fuente altamente
fermentable a nivel de colon, produciendo acidos grasos de cadena corta, esta
produccion se relacion6 con una sinergia entre la fibra dietaria y los compuestos
polifendlicos embebidos en ellos (Herrera-Cazares et al., 2019). Es importante
destacar que los porcentajes de absorcion del CE fueron ligeramente mayores a
los del CBM, esto nos sugiere que las interacciones de los acidos fendlicos con la
matriz alimentaria, son modificadas durante el proceso de extrusion, y esto a su
vez, favorecer la absorcion de los compuestos bioaccesibles. El transporte de
compuestos hidrofilicos, como 1o son-los &cidos fendlicos, en el intestino delgado,
es mediante diversos mecanismos, entre ellos: la difusion pasiva, el transporte
activo mediado por portadora, el transporte facilitado y el paracelular en uniones

estrechas (Dominguez-Avila et al., 2017).
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Figura 16. Contenido xantonas en la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro.
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En la Figura 16 se muestra el contenido de xantonas en la etapa
intestinal; del lado apical y basolateral, durante la digestion gastrointestinal in vitro,
asi como el modelo matematico que mejor se ajusta (R*=1 en todos los casos) a la
cinética de liberacion y absorcion.

Con respecto a la cinética de liberacion (AP) se observa que no hubo
diferencia significativa entre los tiempos de incubacion para las tres muestras.
Esto nos puede sugerir que las condiciones del medio no estan afectando la
estabilidad de los compuestos durante el tiempo de incubacion. En el BM se
observaron porcentajes de bioaccesibilidad alrededor de 40 a 79%, del 225 al
275% para CBM y del 177 al 219% para CE. Estos valores nos indican un efecto
del cambio de matriz alimentaria, al aumentar el -porcentaje de liberacion en los
confites respecto al BM, sin embargo, no.se encuentra diferencia entre los
confites, lo que nos puede sugerir que no hay un efecto del proceso de extrusion,
para estos compuestos en esta etapa. Anteriormente se menciond que estos son
compuestos altamente estables a cambios de pH y temperatura, ademas de que
pueden ser facilmente ligados a otros componentes de la matriz alimentaria
(Beelders et al., 2017).

En el caso de las xantonas absorbidas (BL) los porcentajes de absorcion,
estuvieron alrededor de 6 a 14 % para BM, del 20 al 64% para CBM y del 8 al 48%
para CE. Estos resultados sugieren que el cambio de matriz esta afectando la
absorcion de estos compuestos. Los resultados coinciden con los reportado con
anterioridad (Herrera-Cazares, et al., 2017). La absorciéon de estos compuestos
cobra relevancia, ya que se han relacionado con amplios beneficios a la salud, por
arriba de los &cidos fendlicos y flavonoides (Kulvinskien & Stasiulaitien, 2019).
Cabe destacar que la absorcidon de estos compuestos es retroactiva a través del

lado apical al lado basolateral (Gutierrez-Orozco & Failla, 2014).
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Figura 17. Contenido flavonoides en la etapa intestinal de la digestién gastrointestinal in vitro
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En la Figura 17 se muestra el contenido de flavonoides en la etapa
intestinal; del lado apical y basolateral, durante la digestion gastrointestinal in vitro,
asi como el modelo matematico que mejor se ajusta (R*=1 en todos los casos) a la
cinética de liberacion y absorcion.

Respecto a la cinética de liberacion (AP), muestra un comportamiento
similar a la de los acidos fendlicos en el BM. En la bibliografia se ha reportado una
baja estabilidad de estos compuestos a pH similares al intestinal, lo que podria
estar explicando dichos comportamientos (Karabin et al., 2014; Velderrain-
Rodriguez et al., 2014). Mientras que para CBM y CE la mayor liberacion se
observd a los 60 min de incubacion, esto sugiere: que el cambio de matriz
alimentaria influye en la liberacién de los flavonoides respecto al tiempo. Los
porcentajes de bioaccesibilidad, para el BM estuvieron entre el 24 a 50 %, de 190
a 400 % en el CBM y del 58 al 58.38% para el CE. Las diferencias puede deberse
a que, en la etapa gastrica, la liberacion de estos compuestos fue menor para el
CBM respecto al CE, esto pudiera sugerir que el proceso de extrusion esta
haciendo de estos compuestos mayormente bioaccesibles en las condiciones
gastricas. Esta idea se reafirma cuando se observa la cinética de absorcion (BL)
CE es nula (los valores estan por debajo del limite de deteccién, por tanto, no
cuantificados y no detectados), mientras que para CBM si report6é absorcion.

Respecto-a los porcentajes de absorcion, el BM presentd de un 12 a 29% y
de 83 a 173 % para el CBM. Estos resultados son similares a los encontrados por
Herrera-Cazares et al.,, (2017), donde se observdé que la quercetina estaba
presente en el lado apical, no siendo asi para el lado basolateral. Los autores
atribuyeron la ausencia de dichos compuestos al hecho de que la estructura
guimica de los flavonoides afectaba absorcion. Sin embargo, en el presente
estudio, se sugiere que el proceso de extrusion podria estar afectando la
estructura quimica de los flavonoides y por ende la absorcion de los compuestos,
esto debido a que el CBM si presentd absorcion de flavonoides. Es bien conocido
gue la absorcién de flavonoides en el intestino delgado sera solo de aquellos que

se encuentren glucésidos (Hollman et al., 1996).
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En las Figura 18 y Figura 19 se muestran los resultados de la capacidad
antioxidante por el método de DPPH y ABTS durante la etapa intestinal, tanto del
lado apical como del basolateral. Se observa una marcada diferencia en las
cinéticas de liberacion y absorcién cuando existe un cambio de matriz asi como
por el proceso de extrusion.

En el caso del BM las cinéticas de liberacion (AP) y absorcion (BL) de los
acidos fendlicos son muy similares al comportamiento de la capacidad
antioxidante mediante el método de ABTS.

Para el CBM la cinética de liberacién (AP) y absorcion (BL) de los acidos
fenolicos es similar al comportamiento de la capacidad antioxidante mediante el
método ABTS, mientras que las de las xantonas son similares al comportamiento
encontrado mediante el método DPPH.

Con respecto al CE, la cinética de liberacion mediante ambos métodos
probados presenté un comportamiento parecido a la de los acidos fendlicos,
mientras que la de absorcion es muy similar al de las xantonas, en el caso de
DPPH y a la de acidos fendlicos para ABTS.

Campos-Vega et al., (2015) estudiaron los cambios de la capacidad
antioxidante durante la digestion gastrointestinal de un subproducto de café, los
autores realizaron correlaciones de la capacidad antioxidante con los compuestos
polifendlicos y encontraron que esta no solo dependia de un grupo de polifenoles,
sino de la sinergia que habia entre estos en los diferentes medios de la digestion
gastrointestinal. Los resultados reportados son parecidos a los que se encuentran

en este trabajo, sin embargo se sugiere hacer un estudio de correlacion.
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Figura 18. Capacidad antioxidante en la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro mediante el método
DPPH.
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Figura 19. Capacidad antioxidante en la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro mediante el método
ABTS.
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7.4 Permeabilidad aparente, coeficiente de permeabilidad y flujo durante la etapa
intestinal.

En el Cuadro 9 se presentan los valores de permeabilidad aparente
durante la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro. En el caso de los
acidos fendlicos, se observo que a los 60 y 120 min de incubacién los valores
excrecion (Papp BL->AP) y los de absorcion (Paap AP->BL) son muy similares,
sugiriendo asi un equilibrio dinamico de absorcion y excrecion de estos

compuestos. Este comportamiento se presentd en todas las muestras evaluadas.

Cuadro 9. Cambios en la permeabilidad aparente de los compuestos polifenélicos
durante la etapa intestinal.

_ Papp (cm/s) Papp (cm/s)
Tiempo AP->BL x 10° BL>AP x 10°®
(min) BM CBM CE BM CBM CE
Acidos Fendlicos
15 90+2.1 29.2+1.1 29.8+0.6 62+11  57+1.9 55.7+7.4
30 9.9+0.2 13.44+2.3. 10.3+0.7 27+9.9 36.4+23 31%15
60 11+1.0 16.3+0.4 - 12.8+0.7 11+0.8 18.8+0.2 18.7+3.4

120 7.2+0.6 10.4+0.3 8.6+0.6 7.2+1.0 6.6+2.3 6.5+0.6
Flavonoides

15 59+12 NP NP 102+6.0 98+14.9 44+22.1
30 18+3.9 6.4+1.2 NP 41.4+8.9 45.749.3 8.3%4.9
60 NP 4.8+0.9 NP 19.3+t1.4 19.6+8.6 16.7+9.3
120 2.91+0.2 5.3+0.3 NP 6+0.1 59+0.43  3.7£1.3
Xantonas
15 7.1+1.4 2.4+0.7 1.7+0. 64+1 31.6+3.9 46+17.0
30 2.810.6 1.4+0.4 0.3+0.03 28+9.2 14+0.4  20.2+5.5
60 2.610.4 1.8+0.2 3.2+0.3 10+0.8 7.4+0.9 9.4+4.5

120 2.1+0.7 0.8+0.1 0.4+0.1 9.9+1.6 4.2+0.3 5.3+0.5

Cada valor representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. NP, no
presenta permeabilidad; Papp, permeabilidad aparente por sus siglas en inglés; BL, lado basolateral del
intestino delgado; AP lado apical del intestino delgado; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado
con bagazo de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.
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En el caso de los flavonoides, es importante destacar que estos no fueron
absorbidos al provenir del CE, mientras que para el BM y el CBM se observan
valores mayores de excrecion que de absorcion. Este comportamiento es similar a
lo reportado con anterioridad (Herrera-Cazares, et al., 2017). Se ha observado que
la absorcion de flavonoides es menor cuando estos estan glucosidados (Y. Wang,
Liu, Chen, & Zhao, 2013), también, que al presentar esta estructura quimica su
afinidad a las proteinas disminuye dependiendo la posicion en donde esté unida el
azucar (Xiao, Cao, Wang, Zhao, & Wei, 2009). Esto pudiera estar explicando las
diferencias de absorcion entre muestras. Mismo comportamiento se puede
observar para las xantonas, donde los valores de excrecion son mayores a los de
absorcién para las tres muestras.

Una baja absorciébn de los compuestos polifendlicos ha sido bien
conocida, sin embargo, esto no es del todo malo ya que, a su paso por el colon,
pueden inducir amplios beneficios como lo es el favorecimiento de acidos grasos
de cadena corta, una ambiente antioxidante en el colon entre otros beneficios
(Velderrain-Rodriguez et al., 2014).
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Cuadro 10. Cambios en la permeabilidad aparente neta y el flujo de los

compuestos polifendlicos durante la etapa intestinal.

Tiempo Pappneta (cmM/s) ] Relacion de flujo
(min) A->B -B>Ax 10 (B=>A)/(A >B)
BM CBM CE BM CBM CE
Acidos Fendlicos
15 28+13  -27.8%1.5 -26+7.6 0.7 2.0 1.9
30 -17+10 -23+3.3 -20.7£2.1 2.7 2.9 3.1
60 -13+10 -2.610.7 -5.9+3.4 1.1 1.2 1.5
120 0.1+0.1 3.712.1 2.1+1.1 1.0 0.6 0.8
Flavonoides
15 -43.549.4 -98+14.9 -48+22.1 1.9 ND NP
30 -23.6+6.7 -39.3+9.1 -8.3+4.9 2.4 7.5 NP
60 -19.3+1.4 -14.8+7.8 -16.7+9.3 ND 3.8 NP
120 -3+0.3 -0.6+0.3 -3.7+1.3 2.0 1.1 NP
Xantonas

15 -57+14  -29.2+3.3 -44.3+16.8 10.5 15.7 25.1
30 -26+8.9 -12.6+0.3 -19.9+5.5 10.5 11.7 71.7
60 -7.80+1.2 -55.1+1.1 -6.2+4.2 4.3 4.3 2.7
120 -7.7+2.2  -3.3%0.3 -4.9+4.1 6.0 4.5 13.0

Cada valor representa la media de tres experimentos independientes con tres repeticiones. NP, no presenta
permeabilidad; Papp, permeabilidad aparente por sus siglas en inglés; BL, lado basolateral del intestino
delgado; AP lado apical del intestino delgado; BM, bagazo de mango; CBM, confite adicionado con bagazo
de mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.

En el Cuadro 10 se presentan los cambios en la permeabilidad neta y el
flup de los compuestos polifendlicos durante la etapa intestinal, donde es
importante destacar que valores de permeabilidad aparente neta (Pappneta)
mayores a 1x10° significan alta permeabilidad y menores a 1x10”’ indican
baja permeabilidad (Artursson, Palm, & Luthman, 2001). En este sentido
podemaos observar que los compuestos polifenélicos procedentes de las tres
muestras en los tiempos 15, 30 y 60 min de incubacién tienen una baja
permeabilidad. Pacheco-Ordaz et al.,(2018) probaron la permeabilidad de
compuestos polifendlicos extraidos de la cascara de mango, donde
observaron valores de permeabilidad mayores a 1x10°, es decir, la baja
permeabilidad la atribuyeron a que los compuestos polifendlicos pudieran

estar actuando de forma antagonica y obstruir la absorcion de otros
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compuestos. Esto pudiera explicar la baja permeabilidad de los polifenoles
procedentes de las muestras analizadas, ya que estos no estan purificados.
Con respecto a la relacién de flujo, valores menores a 0.5 pero
mayores a 2.0 indican mecanismos de absorcion del tipo trasporte activo
(Hubatsch, Ragnarsson, & Artursson, 2007; Luzardo-Ocampo et al.,
2018). Los valores que se obtuvieron son mayores a 2.0 lo que indica
transporte pasivo de los compuestos polifenolicos para las tres muestras.
Los transportes activos utilizan diferentes mecanismosacoplados a la
energia que crean gradientes de iones/ soluto a través de las membranas

(Dominguez-Avila et al., 2017).
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7.5 Identificacién de compuestos polifendlicos.
En el Cuadro 11 se presenta la caracterizacion de los compuestos polifendlicos

encontrados en las muestras, entre ellos se encontraron acidos fendlicos simples,
acidos fendlicos glucosidos, acidos fendlicos metilados, flavonoides, xantonas,
benzofenonas y galotaninos. La mayoria de estos compuestos ya se han
reportado en subproductos del mango como el bagazo, la cascara, el hueso, las
hojas y la pulpa (las referencias bibliograficas se colocan en el cuadro para cada

compuesto).
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Cuadro 11. Caracterizacion de compuestos polifendlicos

Pico TR Formula Compuesto Amax [M-H] Masa precisa Referencia
(min) molecular (nm) (m/z)
o L a 231 (Lifford, Ohnston,
1 1.42 C16H1809 Acido clorogénico 276 353.0716 354.0789 Night, & Uhnert, 2003)
¢ . L 228 (Palafox-Carlos et al.,
2 1.52 CgHgO4 Acido vainillinico 230 169 170
571 2012)
) (Pacheco-Ordaz &
3 1.53 C;HeOs5 Acido galico ? 271 169.0157 170.0221 Antunes-Ricardo, et
al., 2018)
(Dorta, Gonzalez,
. . 4 a Lobo, Sanchez-
4 1.75  Ci3H16010 Galoil glucosido 279 331.0656 332.0729 moreno. &  ANcos,
2014)
(Berardini, Carle, &
Maclurin mono-O- 230 Schieber, 2004,
5 319 CaeH24015 galoil-glucésido® gy 2750967 576.104 Laulloo, Bhowon,
Soyfoo, & Chua, 2018)
) 298 (Mar, Ana, Segura-
6 3,58  Ci4H100g Acido digalico ? 570 321 322 carretero, &  Fern,
2016)
7 407  CgHgOs Metil galato 2 275  183.0314  184.0387 %ig‘;“ez'o“"o et al,
4.21/ . . ., . a 228 (Tan, Ling, & Chuah,
8 6.74 Co7H24018 Trigaloil glucésido 274 635.0799 636.0872 2011)
Maclurin-3-C'-(2",3", 299 (Derese, Guantai,
9 5.91 C4oH32023 6"-O-galloyl)-B-d- 727.1032 728.1105 Souaibou, & Kuete,
. 20 279
glucésido 2017)
10 6.46 CoHxO1  Homomangiferina ® ggg 4350896  436.0969  (Laulloo et al., 2018)
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

6.87

7.29

7.79

13.44

11.83

14.62

16.52/
18.4

17.26

19.01

19.83

19.90
7

C19H18011

C19H18011

CoH1005
C15H1209

C21H19012

Ca1H32026

C26H16013

C15H1007

Mangiferina

Isomangiferina °

Etil galato @

Metil digalato éster 2

Quercetina-3-0O-

glucosido ¢

Penta-galoil-
glucésido @

Hexa-galoil —
glucdsido @
Rhamnetin-3-[6"-2-
butenoil-hexosido]?
Hepta-O-galoil-
glucésido @
Octa-O-galoil-
glucésido @

Quercetina ©

316
367
240
257
316
366
240
259
316
367
228
275
229
279
254
356

230
280

218
281
230
279
234
280
233
278
258
271
360

421.0735

421.0736

197

335.0397

463

939.0937

1091.101
7

545.0515

621.0543

697.0573

301.0343

422.0808

422.0844

198

336.0469

464

940.101

1092.1089

1092.1176

1244.1162

1396.1236

302.0410

(Pacheco-Ordaz &
Antunes-Ricardo, et
al., 2018)

(Pacheco-Ordaz &
Antunes-Ricardo, et
al., 2018)

(Dorta et al., 2014)
(Dorta et al., 2014)

(Dorta et al., 2014)

(Dorta et al.,, 2014;
Sayago-Ayerdi et al.,
2013)

(Laulloo et al., 2018)

(Dorta et al., 2014)

(Sayago-Ayerdi et al.,
2013)

(Sayago-Ayerdi et al.,
2013)
(Pacheco-Ordaz &
Antunes-Ricardo, et
al., 2018)

4 Compuestos detectados a 280nm. ® Compuestos detectados a 360nm. © Compuestos detectados a 365 nm
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7.6 Determinacién de la biotransformacion

El calculo del porcentaje de variacion se realizé de acuerdo a lo reportado

por Mosele, Macia, Romero, & Matilva, et al., ( 2016) de la siguiente manera:
%Var =[(Cetapa * 100)/C;]-100

Donde:
%Var= Porcentaje de variacion
Cetapa= ES la concentracion del compuesto en la etapa de la digestion
gastrointestinal in vitro (oral, gastrica o intestinal). Esta fue cuantificada como pg
eg. de 4cido galico, manguiferina o quercetina/ g de muestra.
Ci= Es la concentracion del compuesto encontrada en la fraccion libre mas la
fraccion ligada de la extraccion de compuestos polifendlicos. Esta fue cuantificada
como ug eq. de acido gélico, manguiferina o quercetina/ g de muestra.

Este parametro nos permite conocer la variacion del compuesto, es decir, si
disminuye o0 aumenta durante la digestion gastrointestinal in vitro, valores positivos
indicaran aumento por arriba del contenido inicial de la muestra, mientras que
valores negativos nos indicaran diminuciones por debajo del contenido inicial de la
muestra.

En el Cuadro 12 se presentan los porcentajes de variacion de los
compuestos encontrados en la etapa oral para cada muestra analizada. Se
observé que para el CBM y el CE, acido gélico y clorogénico fueron encontrados
en un mayor porcentaje respecto al BM de hasta un 600%. Por otra parte, un bajo
porcentaje de los galotaninos puede ser debido a que la mayoria de ellos estan
embebidos en la matriz alimentaria. De acuerdo con los analisis proximales, el BM
es rico en fibra dietaria; se sabe que estos compuestos ricos en grupos hidroxilo
pueden unirse por enlaces no covalentes a la celulosa o por enlaces hidrogeno a
la pectina (Dominguez-avila et al., 2017), este pudiera estar siendo el caso del BM
y, que los pocos que estan siendo bioaccesibles en esta etapa, sufren una
hidrolisis enzimatica o hidrolisis limitada de glucésidos por parte de la microflora

bucal que libera estos compuestos de la glucosa a la que esta unida (Burton-
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Freeman et al., 2017), haciendo asi que el porcentaje de variacion de &cidos
simples aumente. Asi también, la presencia de octagaloil glucosido en BM pero no
en los confites sugiere que este compuestos estd siendo el mayormente
hidrolizado respecto a los otro galotaninos en estas dos muestras, lo que por una
parte justificaria el mayor porcentaje encontrado de los acidos fendlicos simples-en
los confites respecto al BM. Cabe mencionar que estos compuestos solo se

encontraron en la fraccion libre.

Cuadro 12. Cambios en el porcentaje de variacion en la etapa oral de la digestion

gastrointestinal in vitro.

Compuesto BM CBM CE
Acido clorogénico 8.3 542.7 666.5
Acido galico 47.2 419.8 599.2
Galoil glucésido ND 390.9 ND
Ig\]/:lzj\ggu;ilgo mono-O-galoil- 472 .98.7 ND
Acido digalico ND 233.5 -97.2
Metil galato ND 390.9 313.3
'(\)"%C;‘IJISSI)?B? d_(gzhﬁé’s i d06 71.2 255.1 136.9
Trigaloil glucésido -28.4 104.0 2087.5
Etil galato ND -76.6 -52.0
Metil digalato éster ND -65.7 1198.4
Hexa-galoil —glucésido -98.4 -75.7 126.6
Hepta-O-galoil-glucdsido -94.5 -94.4 -22.5
Octa-O-galoil- glucdsido -98.0 ND ND
Dimero de mangiferina ND -88.7 -87.5
Mangiferina -43.2 274.2 285.4
Isomangiferina 538.5 -93.2 -77.2
Homomangiferina ND -90.0 -49.4
Quercetina-3-O-glucosido® -52.0 742.0 176.6

Los resultados se presentan como el porcentaje de variacion, considerando la
concentracion inicial en la muestra como el 100%. ND, no detectado; BM, bagazo de
mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con
bagazo de mango y extrudido.
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También, acidos fendlicos metilados como metil y etil galato, metil galato
ester y acido digalico fueron encontrados en mayor porcentaje en el CE respecto
al CBM y el BM. Se sabe que el proceso de extrusion podria liberar los
compuestos fendlicos de la pared celular del material vegetal, haciéndolos asi mas
disponibles lo cual pudiera explicar lo observado (T. Wang et al., 2014).

Es importante mencionar que en la extraccibn de los compuestos
polifendlicos se logrd detectar y cuantificar quercetina para las tres muestras, sin
embargo durante la digestion sélo logré detectar quercetina glucésido. En este
sentido, BM fue la muestra con menor porcentaje de variacion respecto a los
confites. Lucas-Gonzalez et al.,( 2016) sometieron a una digestion gastrointestinal
in vitro bayas de maqui (Aristotelia chilensis) donde encontraron que los derivados
de quercetina mostraban un decremento del 53% esto lo atribuyeron a que estos
compuestos pueden estarse uniendo a la matriz alimentaria a través de enlaces de
hidrogeno, enlaces covalentes o interacciones hidrofobicas y que, debido a la poca
actividad de la a-amilasa, estos compuestos no estan siendo liberados en la fase
oral.

En el caso de las xantonas, la mangiferina presenté un mayor porcentaje de
variacion cuando proviene de los confites, mientras que la isomangiferina fue
mayor para el BM. La diferencia entre estos compuestos es el acomodo de la
molécula de glucosa en el espacio, en la mangiferina, la glucosa se encuentra
unida al carbono 2, mientras que en la isomangiferina esta unida en el carbono 4
(Beelders et al., 2017). Los resultados sugieren que la posicién de la molécula de
la glucosa esta relacionado con su liberacion o union a la matriz alimentaria, es
decir, que la isomangiferina pudiera tener una afinidad de unirse a matrices
proteicas. Mientras que la mangiferina a matrices ricas en carbohidratos.

Tanto el dimero de mangiferina como la homomangiferina fueron
detectados para los confites y no para el BM, en porcentajes menores al
encontrado en la muestra inicial. Al no existir una importante diferencia de los
porcentajes de variacién entre los confites, en el caso del dimero de mangiferina,

indica que la extrusion no esta afectando la liberacion de este compuesto en la
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etapa oral. Caso diferente es el de la homomangiferina, donde el porcentaje de
variacion es menor cuando el confite es extrudido, esto sugiere, que el proceso de
extrusion esta incorporando dicho compuestos a la matriz del confite.

En el Cuadro 13 se presentan los porcentajes de variacion de los
compuestos encontrados en la etapa gastrointestinal para las tres muestras,
donde se observa que los acidos fendlicos simples presentaron un porcentaje de

variacion mayor en los confites respecto al BM y mayores respecto a la etapa oral.

Cuadro 13. Cambios en el porcentaje de variacion en la etapa gastrica de la
digestion gastrointestinal in vitro.

Compuesto BM CBM CE
Acido clorogénico 26.9 1228.3 929.4
Acido galico 68.1 995.0 780.9
Galoil glucésido 24.7 166.5 ND
g/l'sglc,)“;i'go mono-O-galoil- 36.9 1220.3 733.3
Acido di galico ND -97.3 -96.3
Metil galato -66.4 525.4 437.9

Maclurin-3-C'-(2",3", 6"-

O-galloyl)--d-glucésido 4.8 2012 167.9
Trigaloil glucésido 44.2 76.1 2474.2
Etil galato ND -34.5 -41.9
Metil digalato éster -65.7 229.1 2718.5
Penta-galoil- glucésido -65.3 ND ND

Hexa-galoil —glucésido -65.3 -42.7 400.0
Hepta-O-galoil-glucdsido -18.4 507.3 91.2

Dimero de manguiferina -13.3 -52.8 -72.6
Mangiferina 1.3 698.1 380.2
Isomangiferina 613.3 -94.9 -78.8
Homomangiferina 114.4 -78.7 ND

Quercetina-3-0O-glucosido -33.2 1217.3 311.4

Los resultados se presentan como el porcentaje de variacion, considerando la
concentracion inicial en la muestra como el 100%. ND, no detectado; BM, bagazo de
mango; CBM, confite adicionado con bagazo de mango; CE, confite adicionado con
bagazo de mango y extrudido.
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El comportamiento de los galotaninos en el BM, pudiera sugerir que estos
se hidrolizan y/o deglicosilan por efecto del pH en el estomago (Burton-Freeman et
al., 2017), en un orden de menor peso molecular a mayor peso molecular. Por otra
parte, la presencia de hexa y hepta galoil glucosido en los confites, no siendo asi
en el BM, sugiere que estos se unen a la matriz alimentaria de los confites; siendo
menos susceptibles al medio de la etapa gastrointestinal, particularmente el
hexagaloil glucosido que se presentd con valores mayores en el CE respecto al
BM y el CBM, inidica una modificacion de la bioaccesibilidad por el proceso de
extrusion. La union de los compuestos polifendlicos a las proteinas depende de la
estructura de ambas moléculas, por ejemplo, compuestos con peso molecular alto,
como los galotaninos se unen fuertemente a las proteinas, también a mayor
presencia de grupos hidroxilo en el compuesto polifendlicos aumenta el orden de
unién a las proteinas (Jakobek, 2015); esto pudiera explicar la diferencia del
comportamiento de los galotaninos entre los confites, adicionados con grenetina,
respecto al BM

Para el caso de los compuestos metilados, etil galato solo se detectd en
los confites con valores negativos, mientras que el metil galato asi como el metil
digalato éster se encontraron en valores negativos para el BM, no siendo asi para
los confites y siendo mayor el porcentaje de variacion para el CE. Se ha reportado
gue una mayor cantidad de grupos galato, como el metil digalato ester, incrementa
la interaccion de estos compuestos con carbohidratos (Bautista-ortin, Cano-
lechuga, Ruiz-garcia, & Gémez-plaza, 2014; Jakobek, 2015), que estos pudieran
estarse liberando en el proceso de extrusion y a su vez unirse con los compuestos
polifenolicos.

En el caso de las benzofenonas, el CBM presentd los mayores
porcentajes de variacion respecto al BM y el CE, esto indica una mayor liberaciéon
de estos compuestos embebidos en una matriz que no tuvo un proceso de
extrusion, lo que sugiere que dicho proceso hace que estas se incorporaren a la
matriz protegiéndolas del medio de esta etapa. Caso similar se observa para la

liberacién de quercetin glucosido. Como se menciond anteriormente, en la etapa
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gastrica tiene lugar una alta hidrolisis de carbohidratos, esto sugiere que las
benzofenononas y el quercetin glucosido tienen afinidad a unirse a carbohidratos,
y que al momento de someterse al medio gastrointestinal, las interacciones entre
ellos son disminuidas y por tanto, volverlos mayormente bioaccesibles (Jakobek,
2015; Lucas-gonzalez et al., 2016).

Por otra parte, el dimero de manguiferina present6 valores negativos para
las tres muestras, indicando que esta siendo hidrolizado en este medio, formando
moléculas de mangiiferina, ya que presentd en valores positivos para ambas
muestras, siendo mayor para el caso de los confites. Sin embargo, la
isomangiferina y homomanguiferina presentaron mayores cantidades en el BM
gue en los confite, sugiriendo que al estar mayormente expuesta en una matriz
alimentaria como el BM, esta es susceptible para su liberacion.

En el Cuadro 14 se presentan los cambios en el porcentaje de variacion de
los compuestos polifendlicos encontrados para cada muestra durante la etapa
intestinal a diferentes tiempos de incubacion, tanto en el lado basolateral como en
el lado apical.

Como ya se menciond anteriormente, el lado apical, es el lado
considerado como el que estad a la luz del intestino, aqui se presentan aquellos
compuestos que hasta esta etapa se liberaron de la matriz alimentaria y estan
bioaccesibles para su absorcién.

En el caso de los acidos fendlicos simples como el acido galico y el
clorogénico. presentaron un porcentaje de variacion un poco mayor a la etapa
gastrointestinal, siendo el CBM el mayor entre las tres muestras. Por otra parte, el
cambio en el porcentaje de variacion para los galotaninos fue diferente para cada
uno.

Para el caso del &cido digalico este present6 valores negativos para las 3
muestras, cabe mencionar que en la etapa grastrointestinal no fue asi, esto indica
gue este compuesto esta siendo hidrolizado mayoritariamente en esta etapa por
las condiciones del intestino. Quirdés-Sauceda et al., (2019) sometieron mango en

diferentes estados de madurez a una digestion gastrointestinal in vitro, donde
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observaron que los acidos fendlicos aumentaban en la etapa intestinal, esto lo
atribuyeron a la alta hidrélisis que existe en esta etapa por la presencia de las
enzimas intestinales como la a-amylasa y B-glucosidasa.

Para el caso de trigaloil glucosido este present6 valores negativos para el
BM vy valores positivos para los confites, siendo el CE el de mayor valor. De
acuerdo a lo observado, es posible sugerir que la liberacion de este compuesto
durante la digestion gastrointestinal esta influenciado por un cambio de matriz
alimentaria y mejorado si esta es sometida a un proceso de extrusion. Esto
reafirma la aseveracion de que compuestos con mayor nimero de grupos galato
pueden ser unidos a la matriz alimentaria, mayoritariamente proteica y que el
proceso de extrusion mejore esta union (Jakobek, 2015).

Hexagaloil glucdsido presentd valores negativos y menores a la etapa
anterior en el caso del BM; para el caso del CBM, este compuesto no se logro
detectar, no siendo asi para la etapa anterior; y para el caso de CE se encontraron
valores negativos, contrario a lo que se observo en la etapa gastrointestinal. Esto
nos indica que este compuesto sigue estando susceptible a hidrolisis, sin embargo
esta difiere de la matriz alimentaria en la que se encuentre e incluso la influencia
del proceso de extrusion es importante para este compuesto.

Galotaninos mas complejos como el octa y hepta galoil glucésido no se
detectaron en esta etapa para el BM, caso contario se observa para el CBM pero
en valores negativos, es decir, que la matriz esta influenciando el su hidrolisis en
la etapa -gastrica y la disminucién de este indica una hidrolisis en la etapa
intestinal. Cabe mencionar que el octagaloil glucésido no se logré detectar en la
etapa gastrica, lo que pudiera sugerir que este esta siendo liberado de la matriz
alimentaria que no fue extrudida en la etapa intestinal.

Por otra parte, benzofenonas con una sola molécula de glucosa
presentaron valores negativos para las tres muestras, no siendo asi en la etapa
anterior, al tener moléculas de glucosa unidad la estructura, estas son

susceptibles a su hidrolisis en la etapa intestinal.
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En el caso de las xantonas, manguiferina presento valores negativos para
el BM, valores positivos para el CBM y no se logré detectar para el CE; sin
embargo isomanguiferina present6 valores positivos para el CE, valores negativos
para el CBM y no se logré detectar en el BM; mientras que homomanguiferina no
se detectd para el BM ni para el CE y para el CBM present6 valores negativos.
Estos comportamientos nos sugieren que la bioaccesibilidad de las xantonas esta
siendo influenciada tanto por la matriz del alimento como por el proceso de
extrusion. Hernadez-Maldonado et al., (2019) elaboraron- una barra con
subproductos de bagazo de mango y encontraron que. la liberacion de
manguiferina en la etapa intestinal era menor que en la gastrica, esto lo
atribuyeron a la accién de enzimas intestinales, esto mismo podria explicar el
comportamiento de las xantonas para las muestras analizadas en el presente
trabajo.

En el caso de la quercetina, esta presentd valores negativos para el BM
pero similares que a la etapa anterior, Por otra parte para el CBM present6 valores
positivos similares a los de la etapa anterior y mayores a los del CE. Este
comportamiento puede indicar que este compuesto esta siendo estable a los

cambios de pH durante la digestion gastrointestinal (Karabin et al., 2014).
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Cuadro 14. Cambios en el porcentaje de variacion en la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro.

BL AP
Compuesto Muestra Tiempo de incubacion (min) Tiempo de incubacion (min)
15 30 60 120 15 30 60 120
BM 390.9 30.0 71.7 104.4 119.7 114.2 1054 106.2
Acido clorogénico CBM 415.2 10449 14304 1913.8 | 1080.3 1425.8 1561.5 1032.2
CE 459.4 564.1 897.9 1261.0 798.1 923.0 1120.8 822.1
BM -14.0 -69.8 -30.0 0.3 34.7 16.8 -8.6 44.0
Acido galico CBM 165.3 358.6 242.3 296.0 341.4 381.3 386.3 323.8
CE 100.1 94.1 168.5 262.4 288.2 242.3 245.7 180.0
_ _ BM ND ND ND ND -36.3 -52.3 -59.2 -53.0
Mac'“”g&%g?&g'ga'o”' CBM | ND ND ND ND 483  -385 -459  -66.0
CE 2.1 1.7 59.7 188.8 183.1 -58.4 -73.7 -84.6
BM ND ND ND -08.8 -97.5 -96.7 -97.6 -97.0
Acido di gélico CBM -99.6 -99.2 -99.3 -99.0 -08.8 -98.5 -98.3 -98.6
CE ND ND ND ND ND -97.4 -97.6 -96.7
BM ND ND ND ND ND ND ND ND
Metil galato CBM -5.2 107.5 156.4 328.1 140.1 188.6 1914 109.6
CE -29.1 17.7 31.2 127.6 ND 172.0 -164.5 541
BM 353.1 -88.1 ND -84.5 ND ND ND ND
Maclurin-3-C~(2"3" 60- cpy | 505 284  .182 02 ND ND  -634 557
galloyl)-B-d-glucésido
CE -56.7 -40.2 -46.7 2.7 ND ND ND ND
_ . W BM -80.2 635.8 395.9 577.4 -20.9 -28.8 -68.2 -27.3
Trigaloil glucosido
CBM -88.1 -63.6 -48.5 -46.4 6.6 38.8 47.2 4.9
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CE ND ND 46.7 ND ND 1107.0 12015 661.7
BM ND ND ND ND ND ND ND ND
Etil galato CBM ND -92.3 -89.4 -82.9 -71.6 -76.4 -74.0 -80.9
CE ND ND ND ND ND ND ND ND
BM -82.4 -85.8 ND -91.4 -75.2 -72.1 -59.9 -65.6
Metil digalato éster CBM -88.4 -79.4 -80.8 -86.2 -73.5 -38.1 -18.5 -82.0
CE ND ND ND ND 741.9 791.6 14344 4014
BM ND ND ND -99.3 -88.3 -97.7 -98.8 -98.9
Hexa-galoil —glucdsido CBM ND ND ND ND ND ND ND ND
CE ND ND ND ND -19.2 13.0 914 -56.53
BM -98.5 -98.5 -98.0 -99.3 ND ND ND ND
Hepta-O-galoil-glucdsido CBM -87.8 -95.4 -22.3 -86.8 -78.2 -54.7 -93.0 -96.0
CE ND ND ND ND -72.6 -50.4 -21.6 -80.9
BM ND ND ND -92.3 ND ND ND ND
Octa-O-galoil- glucésido CBM 3129 -97.9 -66.2 -86.6 -90.5 -80.3 -96.9 -98.3
CE ND ND ND ND ND ND ND ND
BM -92.6 -88.3 -90.3 -84.2 -32.0 -41.3 -55.1 -14.8
Mangiferina CBM 20.7 -71.4 -64.8 -56.2 143.8 108.1 117.4 157.6
CE ND ND -49.0 ND 119.2 ND ND ND
BM ND ND ND ND ND ND ND ND
Isomangiferina CBM ND -90.1 -82.5 -91.1 -88.2 -88.9 -90.1 -87.8
CE ND ND ND ND ND 161.1 135.7 121.4
W BM ND ND ND ND ND ND ND ND
Homomangiferina
CBM ND -92.9 -92.2 -88.0 -91.0 -90.7 -88.7 -90.5
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CE -65.3 -76.5 -59.6 -36.3 ND ND ND ND

BM -64.1 -56.9 ND -85.2 -39.0 -49.7 -53.2 -70.9
Quercetina-3-O-glucosido® CBM ND 204.7 147.0 411.4 | 1077.0  1095.3 10354 459.1

CE ND ND ND ND 85.3 -20.0 148.5 11.2

Los resultados se presentan como el porcentaje de variacion, considerando la concentracion inicial en la muestra como el 100%. BL; lado basolateral del
saco intestinal invertido; AP, lado apical del saco intestinal invertido; ND, no detectado; BM, bagazo de -mango; CBM, confite adicionado con bagazo de
mango; CE, confite adicionado con bagazo de mango y extrudido.
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El contenido en el lado basolateral, representa los compuestos que logran
pasar el epitelio intestinal antes de llegar al torrente sanguineo (Dominguez-avila
et al., 2017).

En el caso de los &cidos fendlicos simples como lo es el acido clorogénico
y galico, los valores de porcentaje de variacidn son positivos para las tres
muestras, siendo mayores para el CBM, seguido del CE y posteriormente el BM,
esto sugiere que la absorcion de estos compuestos es mejorada al hacer un
cambio de matriz como los es del BM al CBM, pero que el proceso se extrusion
pudiera perjudicar indirectamente su absorcion, siendo en la etapa gastrica donde
estos disminuyeron su valor. Los compuestos hidrofébicos como el &cido gélico o
el clorogénico pueden trasportarse facilmente por transporte paracelular, es decir
espacios estrechos que separan a los enteraocitos vecinos por proteina llamadas
claudinas, sin embargo su velocidad de penetracion es baja (Dominguez-avila et
al., 2017).

Por otra parte, para el caso de los galotaninos, el acido digalico, si bien
esta siendo bioaccesible para las tres muestras, este solo es absorbido cuando
proviene del CBM; esto nos pudiera sugerir que el cambio de la matriz afecta
positivamente su absorcion, mientras que el proceso de extrusion lo hace
susceptible a su hidrolisis en la etapa géastrica e intestinal, haciéndolo no
absorbible.

Por otra parte el trigaloil glucosido, es mas absorbido cuando proviene del
BM presentando valores positivos el lado basolateral, no siendo asi para el CBM,
mientras que para el CE no se logré detectar; un comportamiento contrario se
describié para el lado apical respecto a este compuesto. La absorcién de este
compuesto, procedente del BM, indica que al ser bioaccesible en la etapa gastrica
e intestinal, este rapidamente es absorbible, mientras que su presencia en el lado
apical para el CE sugiere una formacion de este compuesto en la etapa intestinal
procedente del galotaninos mas complejos, como hexa y octa galoilglucosidos y

no siendo el tiempo suficiente para ser absorbido. Esta aseveracion podria ser
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sustentada con el hecho de que hexa, octa galoil glucosido no estan presentes o
presentan valores negativos en la luz intestinal para el BM pero si para el CE.

Asi bien, heptagaloil glucésido, estd siendo absorbido mayoritariamente
del CBM, seguido del BM y posteriormente del CE, indicando que la matriz
alimentaria esta influenciando positivamente en la absorcién de este compuesto,
mientras que el proceso de extrusion lo hace negativamente.

En el caso del quercetin glucosido, este fue absorbido mayoritariamente
cuando provenia del CBM, siendo menor cuando proviene del BM y no siendo
absorbido cuando proviene del CE; este comportamiento indica que una alta
liberacidon del este compuesto, como es en el caso del BM, afecta negativamente
la absorcion del mismo, mientras que una liberacién paulatina como en el CBM
afecta positivamente su absorcion y una liberacién rapida, como lo es en el caso
del CE no permite su absorcion. En el intestino existen trasportadores de eflujo
como glicoproteina P (P-gp/MDRP1) o la proteina de resistencia a mdultiples
farmacos 1,2 (MRP1,2) que transporta flavononoides de regreso a la luz intestinal
(Dominguez-Avila et al., 2017).

Compuestos glucosidados como lo es el quercetin glucésido y los
galotaninos son compuestos que pueden traspasar el tejido epitelial por
transportes activos y facilitados como lo es el co-transportados de sodio/ glucosa
1 de alta afinidad (SGLT1) ubicado en el lado apical del borde del cepillo
membranas o transportadores de glucosa como el GLUT 2 y 5 (Dominguez-Avila
et al., 2017; Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

En el caso de la mangiferina, esta fue absorbida cuando provenia del BM
y del CBM presentando valores positivos, mientras que fue menormente absorbida
cuando esta provenia del CE, este comportamiento se debe a que el proceso de
extrusion hace que este compuesto sea rapidamente bioaccesible en la etapa
gastrica e intestinal, y esto a su vez, afecte su absorcién; mientras que al no ser
sometida al dicho proceso, su bioaccesibilidad es mas lenta, hasta llegar a la luz
intestinal y ser absorbida. Caso contrario ocurre para la homomangiferina, la cual

es absorbida cuando proviene del CBM y del CE.
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La manguiferina, una C-glucosil xantona, presenta diferentes isoformas,
resistentes a hidrolisis acidad, alcalinas y enzimaticas. Este compuesto ha sido
reportado por tener efectos antiinflaatorios, reduccion a la resistencia de insulina e
incluso mitigar la hiperglicemia en modelos animales de diabetes (Benard & Chi,
2015).
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VIl CONCLUSIONES

El proceso de extrusion empleado no afecta el contenido de nutrientes entre
los confites.

El proceso de extrusibn empleado pudiera reducir el contenido de
compuestos polifenolicos hasta en un 50%, pero también liberarlos de la
unién de la fibra dietaria, e integrarlos la nueva composicion de los confites.
La etapa gastrica presenta el mayor porcentaje de bioaccesibilidad de los
polifenoles.

La cinética de liberacion en la etapa intestinal influye en la
biotransformacion, degradacién y absorcion ~de los compuestos
polifendlicos.

Un cambio de matriz alimentaria y el proceso de extrusion afectan la
liberacion, porcentaje de bioaccesibilidad, la biotransformaciéon y absorciéon
de los compuestos polifendlicos en diferentes niveles de la digestion
gastrointestinal in vitro

La capacidad antioxidante de las muestras estd influenciada por los
diferentes grupos de polifenoles evaluados.

La permeabilidad de los compuestos polifendlicos pudiera estar siendo
difusién pasiva, mientras que para as xantonas y flavonoides pudiera ser
por transportadores activos.

El flujo de los compuestos polifendlicos provenientes de las muestras
evaluadas esta siendo en su mayoria de eflujo.

El'BM es una fuente de &cidos fendlicos, galotaninos, acidos fendlicos
metilados, benzofenonas, xantonas y flavonoides.

La hidrolisis de los galotaninos depende de la etapa de la digestion, la
matriz alimentaria y la bioaccesibilidad de los mismos.

La estructura quimica de los compuestos polifenolicos influencia su

bioaccesibilidad y absorcion.
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ANEXO |
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Posgrado de Alimentos, Facultad de Quimica

“Carta consentimiento para participar en el proyecto de investigacion”

Titulo del protocolo:
“Determinacion de la biotransformacion de compuestos. fenélicos de un

confite adicionado con bagazo de mango al ser consumido”

Investigador principal: Dra. Marcela Gaytan Martinez
Sede donde se realizara el estudio: Posgrado de Alimentos, Facultad de

Quimica, Universidad Autonoma de Querétaro.

INVITACION

A usted se le esta invitando a participar en este estudio de investigacion. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes
apartados. Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar

sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se
le pedira que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregard una

copia firmada y fechada.

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
Los compuestos fendlicos se han reportado como los responsables de generar un
beneficio a la salud al consumir frutos ricos en este, de tal manera que promueve
una vida mas saludable. Para dilucidar el mecanismo de accion de estos

compuestos es importante comprender como son transformados durante la
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digestion gastrointestinal, ya que en base a su forma quimica pueden o no ser
aprovechados y cumplir su funcién en las células de destino, o ser desechados
por el organismo.

2. OBJETIVO DEL ESTUDIO
Desarrollar un confite adicionado con bagazo de mango que sea rico en
compuestos fenolicos altamente biodisponible.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIO
Este estudio contribuira a que en un futuro se tenga la informacion cientifica
necesaria para sustentar la utilizacion de un material rico en compuestos
asociados con beneficios en la salud, y que actualmente no se utiliza. Lo anterior
permitird utilizar de manera mas eficiente los alimentos generados, dando la

oportunidad de tener productos mas saludables.

4. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio usted seguird el siguiente

procedimiento:

1. Se aplicara un breve cuestionario para determinar su historia clinica y sobre
sus habitos de alimentacion.

2. Usted tendra que asistir el dia y hora sefialados, y haber consumido su
altimo alimento al menos 90 minutos antes del inicio del ensayo. Ademas,
cepillarse los dientes, sin pasta dental o cualquier otro producto para el
aseo bucal, solamente con agua natural. Antes de iniciar el ensayo, se le
pedir4 enjuagarse la boca con agua. Se le solicitara que mastique 1 gramo
de muestra (Bagazo de mango o gomita adicionada con bagazo de mango)
15 veces, durante 15 segundos, descargando el contenido en un vaso.
Inmediatamente después, se enjuagara la boca por 60 segundos con otros
5 mL de agua destilada, depositando el liquido en el vaso anterior. Y,
pasada media hora, repetira el mismo procedimiento. Esto se repetird en

dos dias diferentes.
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5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio consta de 1 sola fase en la que masticara bagazo de mango o
de gomita adicionada con bagazo de mango. De no expresar alergia o
intolerancias previas a este producto, este procedimiento no implica ningun
riesgo para usted; el café usado es apto para consumo humano ya que

procede de los granos de café tostado, que se comercializan habitualmente.

En caso de que usted desarrolle algin efecto adverso secundario o
requiera otro tipo de atencion, ésta se le brindara en-los términos del

apartado 6.
6. ACLARACIONES

Su decisién de participar en el estudio es completamente voluntaria.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no
aceptar la invitacion.

Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo
desee, -aun cuando el investigador responsable no se lo solicite-, pudiendo
informar o no, las razones de su decisién, la cual sera respetada en su
integridad.

No tendr& que hacer gasto alguno durante el estudio.

No recibira pago por su participacion.

En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada
sobre el mismo, al investigador responsable.

La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada participante, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo
de investigadores. Esta informacion es de caracter confidencial. EI comité
de ética que revis6 este proyecto, los colaboradores del estudio y las
agencias regulatorias también podran tener acceso a esta informacion. La

UAQ solo proporcionara informacion que no lo identificara personalmente.
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e En caso de que usted desarrolle algun efecto adverso secundario no
previsto, se le proporcionard el cuidado médico apropiado, siempre que
estos efectos sean consecuencia de su participacion en el estudio,
previamente valorado por el médico.

7. INFORMACION DE CONTACTO

Si tiene alguna pregunta acerca de su participacion o desea la opinion de otra
persona fuera del estudio, usted puede consultar al médico de su confianza.

En caso de que tenga cualquier pregunta acerca del proyecto 0 en caso de una
emergencia, llame al nimero 4424672291, con la IQAI. Luz Abril Herrera Cazares.
Ademas usted podra ponerse en contacto con el Comité de Bioética de la
Universidad Autébnoma de Querétaro, de la Facultad de Quimica en el teléfono:
Tel. (442) 192-1200 ext. 5323 y 5351.

8. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido y comprendido Ila

informacion anterior y mis < preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar
en este estudio de investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta

forma de consentimiento.

Firma del participante

Fecha de la firma

He explicado al Sr(a). la naturaleza y

los propésitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos vy
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beneficios que implica su participacion. He contestado a las preguntas en la
medida de lo posible y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y
conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacidn con seres

humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio.a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha
9. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo-informar mi decision de retirarme de este protocolo de
investigacion por las siguientes razones: (Opcional)

Nombre del participante

Firma del participante o del padre o tutor

Fecha de la firma
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