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RESUMEN

Blanca Carolina Garcia Garibay. MCA: Instituto Tecnoldgico de Tepic. Diciembre
2020. Efecto de la sustitucién de subproductos de mango sobre la dinamica de
fermentacién coldnica en un refrigerio potencialmente saludable. Dr. Victor Manuel
Zamora Gasga.

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la sustitucion de subproductos de
mango (SM) sobre la dinamica de fermentacién colonica, capacidad antioxidante e
inhibicidbn enzimatica de un refrigerio potencialmente saludable. Se prepar6 un
refrigerio control (RC) a base de harina de trigo y avena. Los SM (pasta-cascara-
semilla) sustituyeron a la harina de trigo en distintas proporciones elaborando tres
formulaciones: F1 (70-30-0), F2 (70-15-15), F3 (70-7.5-22.5). Los refrigerios se
sometieron a una simulacion del proceso de digestion gastrointestinal y se cuantificd
y aislé la fraccion indigestible (FI). Se realiz6 la simulacién de la fermentacion
colonica in vitro utilizando la Fl aislada en un sistema anaerobio durante los tiempos
6, 12, 24 y 48 h. Las muestras en cada tiempo fueron centrifugadas. En los extractos
de fermentacién (EF) se evaluaron los cambios de pH, el contenido de fenoles
solubles totales (FST) y CAOX. Finalmente, se cuantificaron Enterobacterias
Lactobacillus, Bifidobacterium y Bacillus en el residuo de la fermentacion. Ademas,
en los EF se identificaron los metabolitos derivados de polifenoles por HPLC-DAD-
MS y se calcul6 el % de inhibicidon de la enzima a-amilasa. El contenido de FI total
para las formulaciones con SM y el RC se encontr6 entre 20.38 y 32.27 g/100g.
Durante la fermentacion, un descenso de 0.56 y 0.5 unidades de pH (A pH RC-F1)
fue identificado a las 24 y 48 h respectivamente, para F1. Los valores de CAOX por
DPPH para los refrigerios con SM (685-1931 uM ET/L) fueron superiores al del RC
(53-346 uM ET/L) hasta las 24 h. En el contenido de FST se obtuvo un valor mas
alto en F2 (144.47 ug EAG /mL) y F3 (147.32 pg EAG /mL) comparado con F1
(113.79 pg EAG /mL) a las 12 h (p<0.05). Por otro lado, solo a las 48 horas de
fermentacién se observaron cambios significativos en el conteo de Bifidobacterium,
donde la F1 mostré el conteo mas bajo con 3.72 x 10 7 UFC/g y la F3 el mas alto
con 5.02 x 10 8 UFC/g, sin embargo, no hubo diferencias significativas con respecto
aF2 (3.07 x10 8 UFC/g) y RC (2.13 x 10 8 UFC/g). Se identificaron 22 compuestos
por HPLC entre ellos se encuentran acidos fendlicos, mangiferina, catequina,
urolitina A y noratiriol. Por ultimo, no se mostraron diferencias significativas con
respecto a los valores del % de inhibicion de a-amilasa (88.14 y 99.71%) a las 48
horas de fermentacion. En conclusion, la incorporacion de SM proporciono
propiedades antioxidantes derivadas de los polifenoles y el metabolismo intestinal
por la microbiota lo que hace que el refrigerio presente caracteristicas funcionales
potencialmente benéficas al consumidor.

Palabras clave: Subproductos de mango, polifenoles, microbiota intestinal,
bioconversion, metabolitos intestinales.



SUMMARY

Blanca Carolina Garcia Garibay. MCA: Technological Institute of Tepic. December
2020. Effect of mango by-product substitution on colonic fermentation dynamics in
a potentially healthy snack. Dr. Victor Manuel Zamora Gasga.

The objective of the work was to evaluate the effect of the substitution of mango by-
products (MB) on the dynamics of colonic fermentation, antioxidant capacity (CAOX,
DPPH and FRAP) and enzymatic inhibition of a potentially healthy snack. A control
shack (CS) was prepared based on wheat flour and oats. The MB (pasta-peel-seed)
substituted wheat flour in different proportions, elaborating three formulations: F1
(70-30-0), F2 (70-15-15), F3 (70-7.5-22.5). The snacks were subjected to a
simulation of the gastrointestinal digestion process and the indigestible fraction was
quantified and isolated. In vitro colonic fermentation simulation was performed using
isolated IF in an anaerobic system during times 6, 12, 24 and 48 h. The samples at
each time were centrifuged. In the fermentation extracts (FE) the changes in pH, the
content of total soluble phenols (TSP) and CAOX were evaluated. Finally,
Enterobacteria Lactobacillus, Bifidobacterium and Bacillus were quantified in the
fermentation residue. Furthermore, metabolites derived from polyphenols were
identified in the FEs by HPLC-DAD-MS and the inhibition of the enzyme a-amylase
(%) was calculated. The total FI content for the formulations with MB and CS was
found between 20.38 and 32.27 g / 100g. During fermentation, a decrease of 0.56
and 0.5 pH units (A pH RC-F1) was identified at 24 and 48 h respectively, for F1.
The CAOX values by DPPH for the snacks with MB (685-1931 uM ET / L) were
higher than the CR (53-346 uM ET /L) up to 24 h. In the TSP content, a higher value
was obtained in F2 (144.47 pg GAE / mL) and F3 (147.32 ug GAE / mL) compared
to F1(113.79 ug GAE / mL) at 12 h (p < 0.05). On the other hand, only after 48 hours
of fermentation were significant changes observed in the Bifidobacterium count,
where F1 showed the lowest count with 3.72 x 10 7 CFU / g and F3 the highest with
5.02 x 10 8 CFU / g. However, there were no significant differences with respect to
F2 (3.07x108 CFU/g) and CS (2.13 x 10 8 CFU / g). Twenty two compounds were
identified by HPLC among them are phenolic acids, mangiferin, catechin, urolithin A
and noratiriol. Finally, no significant differences were shown with respect to the
values of the% inhibition of a-amylase (88.14 and 99.71%) at 48 hours of
fermentation. In conclusion, the incorporation of MB provided antioxidant properties
derived from polyphenols and intestinal metabolism by the microbiota, which makes
the snack present potentially beneficial functional characteristics to the consumer.

Key words: Mango by-products, polyphenols, intestinal microbiota, bioconversion,
intestinal metabolites.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Cada dia las exigencias de los consumidores se dirigen mas a la busqueda de
nuevos productos con propiedades funcionales que puedan proporcionar un valor
nutritivo y otros componentes con actividad fisiologica (Berrio y cols., 2015), por lo
gue es necesario generar alimentos con propiedades funcionales en el mercado

nacional que promuevan la salud del consumidor.

En la industria de procesamiento del mango, regularmente es utilizada la pulpa de
los frutos, generando como desperdicios los subproductos, tales como céscara,
semillas y pasta, desaprovechando los compuestos bioactivos (Flores y cols.,
2017) presentes en ellos (Sumaya-Martinez y cols., 2012). Los subproductos del
mango representan aproximadamente del 35% al 60% de la fruta (Blancas-Benitez
y cols., 2015). Martinez Morales (2016) menciona que los subproductos del mango
tienen una gran actividad antioxidante atribuida a su alto contenido de compuestos
bioactivos (CB), tales como compuestos fendlicos, carotenoides, tocoferoles y
esteroles. Por lo anterior, los subproductos del mango, ricos en CB, han sido
estudiados como una alternativa natural mas segura a los antioxidantes sintéticos
en diferentes alimentos. Mercado-Mercado y cols. (2018) menciona que, en los
subproductos de mango, también se pueden encontrar componentes como la fibra
dietética. Ambos componentes (fibra dietética y CB) al entrar en contacto con el
sistema digestivo del ser humano sufren cambios y transformaciones quimicas,
donde lo que no es digerido ni absorbido en el intestino delgado, puede ser
disponible para ser utilizado como sustrato para la fermentacion parcial o completa
en el colon (Saura-Calixto y cols., 2000). Posteriormente, la fraccion indigestible
es biotransformada por la microbiota colonica, liberando metabolitos con
propiedades beneficiosas para la salud; Del metabolismo de polifenoles se
obtienen acidos hidroxifendlicos principalmente, que ayudan en el mantenimiento
de la salud gracias a su actividad antioxidante y brindan proteccion ante las

enfermedades cardiovasculares y cancerigenas (O'keefe, 2016).



Por todo lo anterior, el presente trabajo pretende evaluar el efecto de la sustitucion
de subproductos de mango (Mangifera, indica L.) sobre la dinamica de
fermentacion coldnica, capacidad antioxidante y propiedades hipoglucemiantes en

un refrigerio potencialmente saludable.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Alimentos Funcionales.

Duran y Valenzuela (2010) mencionan que el término alimentos funcionales surgio
en Japon por primera vez en la década de los afios 80°s, cuando se iniciaron una
serie de investigaciones, cuyo proposito fue conocer otras funciones de los
alimentos, ademas de la principal funcion nutritiva. En general se define que los
alimentos funcionales deben cumplir con tres funciones: la primera es "nutricional”,
esencial para la supervivencia del individuo. La segunda es una funcion
"sensorial”, esto es que su consumo produzca una sensacion placentera a partir
de su sabor, olor, textura, entre otras. La tercera es una funcion "fisiolégica" con lo
cual el alimento debe producir un efecto favorable en la nutricidn, el biorritmo, el
sistema nervioso, en la capacidad de defensa corporal, entre otras, de quien lo
consume. Los alimentos funcionales, también pueden definirse como todos
aquellos alimentos que ademas de aportar carbohidratos complejos, proteinas,
lipidos y carbohidratos simple, aportan un beneficio a la salud a quien los consume
(de la Cruz y cols., 2018).

En cambio, en Europa, de acuerdo con el Instituto de Fermentaciones (IFl), un
alimento funcional es aquel que ha demostrado satisfactoriamente afectar
benéficamente una o mas funciones especificas en el cuerpo, mas alla de los
efectos nutricionales adecuados, en una forma relevante para el estado de
bienestar y salud o la reducciéon de riesgo de una enfermedad. Con respecto a
México, no existe una definicion oficial pero la Procuraduria Federal del
Consumidor (PROFECO) propone un concepto similar al establecido por Europa
(Flores y cols., 2017).



2.1.1. Disefo de Alimentos Funcionales

Un alimento funcional disefiado, es todo aquel que contenga ciertos compuestos
en combinaciones o concentraciones especificas previamente establecidas, con la
finalidad de ejercer un efecto en particular. En la Figura 2.1 se muestran algunos
de los criterios de disefio de un alimento funcional. Los efectos benéficos se
pueden lograr adicionandole un ingrediente o aumentando su concentracion o
biodisponibilidad, utilizando medios tecnoldgicos, o bien, sustituyendo los

compuestos no deseados (Granato y cols., 2017).

1. Alimentos de
origen natura

6. Cualquier
combinacion de

2. Alimentos con
un componente

los ejemplos afadido

anteriores

Alimentos
funcionales

5. Alimentos con
biodisponibilidad
de un o méas
componentes
modificada

3. Alimentos con

un componente
removido

4. Alimentos
modificados en
la naturaleza de

los componentes

Figura 2.1 Diagrama de criterios de disefio de un alimento funcional.



2.2. Subproductos en laindustria alimentaria

Los habitos de consumo y produccion de alimentos actuales enfrentan una crisis
de sostenibilidad, ante el crecimiento acelerado de la poblacién y de la mano el
incremento en la demanda por alimentos, uso intensivo de recursos y distribucion
insuficiente, con alto impacto ambiental y con grandes volimenes de desperdicios
a lo largo de todo el sistema de alimentos. Ante estos desafios, es imperante
transitar hacia un sistema alimentario sostenible (Jurgilevich y cols., 2016). Al
hacer referencia a un sistema alimentario se entiende como la suma de los
diversos elementos, actividades y actores, que mediante sus interrelaciones hacen
posibles la produccién, transformacion, distribucion y consumo del alimento (FAO,
2017). En la agroindustria, las materias primas son sometidas a procesos de
adecuacion o transformacion para darles un valor agregado, mediante la
implementacion de algunas operaciones unitarias para facilitar su consumo;
generando una alta produccion de residuos. En algunos casos estos residuos son
tratados hasta reducir el impacto negativo que su emision, vertimiento o
disposicion pudiera generar; convirtiéndolos en un producto Util y de mayor valor
agregado que solucione una problematica y genere ingresos econémicos

adicionales (Cury y cols., 2017).

2.3. Subproductos de mango.

El mango (Mangifera indica L.) es una importante fruta tropical con aceptacion
mundial, cuenta con una gran produccion y cuantiosos beneficios para la salud
humana. A pesar de que cada parte del arbol del mango, hojas, flores y fruta
contiene importantes nutrientes, la pulpa del fruto se ha distinguido por ser la
preferida de los consumidores. Es asi, que la industria de alimentos derivados del
mango utiliza so6lo las porciones comestibles de los frutos, y una cantidad
considerable de pasta, cascaras y las semillas se descartan como residuos
industriales. Sin embargo, las partes del mango que son consideradas como

5



residuos, como la semilla y la cascara, tienen un alto potencial funcional y
nutricional (Torres-Leén y cols.,, 2016). Los subproductos de mango,
especialmente la pasta, semillas y las cascaras, se podrian considerar como
fuentes baratas de alimentos valiosos e ingredientes nutracéuticos. Mirabella y
cols. (2014) informaron que el 39% de los desechos de alimentos son producidos
por las industrias manufactureras de alimentos en los paises desarrollados, estos
deshechos representan un problema de contaminacién ambiental. Una extensa
investigacion sobre los subproductos del mango ha revelado que los subproductos
del mango, tales como las cascaras, semillas y pasta, contienen altos niveles de
varias sustancias que mejoran la salud, tales como los polifenoles, carotenoides,

vitamina C y fibra dietética (Palafox, Yahia, y cols., 2012).

2.3.1. Compuestos de interés en subproductos de mango

Se sabe que el fruto de mango contiene una gran cantidad de compuestos de
interés funcional, tales como compuestos bioactivos (CB). Los CB pueden definirse
como aguellos micro-constituyentes no nutrientes con actividad biologica
significativa, también llamados fitoquimicos, que parecen desempefiar un papel
importante en el mantenimiento de la salud humana. Los principales grupos de
estas sustancias son compuestos polifendlicos, carotenoides y fitoesteroles.
(Saura-Calixto y Goni, 2009). En este sentido, Torres-Leén y cols. (2016)
mencionan que la a semilla de mango es una fuente potencial de ingredientes
alimenticios nutricionales, debido a la alta calidad de su grasa, proteina y al alto
contenido de antioxidantes y de los compuestos que tienen una alta actividad
antimicrobiana. Otros estudios han demostrado que los frutos de mango,
incluyendo sus subproductos son considerados como una fuente de CB utilizados
para ayudar al procesamiento y prevencion de enfermedades, asi como para
proporcionar bienestar y salud; Su ingesta diaria en la dieta se ha relacionado con
la prevencion de las enfermedades degenerativas como las enfermedades

cardiovasculares y el cancer (Okino Delgado y Fleuri, 2016). En el Cuadro 2.1 se

6



muestra algunas aplicaciones de los subproductos de mango en el desarrollo de

alimentos potencialmente funcionales.

Los compuestos fendlicos contribuyen no solo a las propiedades quimicas y de
textura en los alimentos, sino también a las propiedades sensoriales,
principalmente a la astringencia y la amargura. Existen estudios en los cuales se
ha informado que el contenido total de compuestos fendlicos en pulpa de mango
es de 9.0 hasta 208 mg/100 g. Por otra parte, se estudiaron los compuestos
bioactivos y el potencial antioxidante en cuatro extractos diferentes de mango
(Baquero y cols., 2016) y se determind que los principales polifenoles presentes
en el fruto de mango son: manguiferina, catequinas, quercetina, kaempferol,
antocianinas, acidos galico y elagico. Ademas, los flavonoles (quercetina,
kaempferol, y ramnetina) estan presentes principalmente como O-glucésidos,

mientras que manguiferina es un C-Glicésido (Arrazola y cols., 2013)



Cuadro 2.1 Aplicacién de Subproductos de mango

Subproducto Aplicacion Conclusion Referencia
Semilla  de Sustituto de aceite Produccion de acido (Tapia Santos
mango de cacao y oleico de 45.6%, Grasas Yy cols., 2013)
estabilizante en insaturadas de 53.7%, y
produccion de grasas saturadas de
chocolate y 45.2%.
medicamentos
Cascara (Var. Desarrollo de harina Mejora firmeza, color y (Lopez Paz,
Kent) de cascara de contenido de fibracruda, 2018)
mango, con alto teniendo ademas
contenido de fibra aceptabilidad sensorial.
insoluble
Pasta (Var. Muffin’s Incrementa el contenido (Ramirez-
Ataulfo) adicionados con de polifenoles totales de Maganda y
pasta de mango en 1.86 a 5.36%, y también cols., 2015)
forma de harina la CAOX de 2.61a19.19
TE mmol/g bs
Pasta y Snacks gque Aumenta la cantidad de (Blancas-

Céscara (Var.
Ataulfo)

sustituyen el azlcar

refinada por
subproductos de
mango

fibra dietética total de
546 a 13.39 g/100g,
fibra dietética soluble de
4.89, fibra
insoluble a 7.75 g/100g.
y CAOX de 697 ug
Trolox/100 g

dietética

Benitez y cols.,
2015)




2.4. Sistema digestivo.

La digestion es un evento fisiolégico complejo que ha evolucionado para garantizar
la absorcion mas eficiente de los nutrientes de los alimentos. La digestion tiene
lugar en el sistema digestivo (SD), que se puede considerar como un canal abierto
gue comprende la cavidad oral, esofago, estbmago, intestino (compuesto de
duodeno, yeyuno e ileon) e intestino grueso (colon ascendente, transverso,
descendente, recto y ano). Una seccion transversal del SD esta compuesta por los

siguientes tejidos: mucosa, submucosa, musculatura mucosa y serosa.

El epitelio es la capa mas interna de la mucosa, donde tiene lugar la mayoria de
los procesos secretivos, digestivos y de absorcién. El epitelio siempre esté cubierto
por una capa delgada de moco que tiene funciones protectoras y mecanicas. Las
glandulas secretoras estan asociadas con el SD y el suministro de agua, las
enzimas digestivas, las hormonas y otros componentes necesarios para los
procesos digestivos (protones, sales biliares, etc.). La progresion oral del bolo
alimenticio a través del SD es proporcionada por un movimiento ondulatorio
altamente coordinado conocido como peristalsis que comprende la contraccion de
las mucosas musculares detras del bolo y su relajacion en la seccidon
inmediatamente después del bolo. La contraccion ritmica de pequefios segmentos
del SD proporciona la mezcla de la digesta (Capuano, 2017). El procesamiento
oral es el primer paso en la digestion de los alimentos; durante este procesamiento
oral, los alimentos soélidos se descomponen mecanicamente en pequefias

particulas, mediante la masticacion y la mordedura.

La trituracion de alimentos permite la maxima extraccién de nutrientes de los pasos
de digestion subsiguientes. La mezcla con la saliva contribuye a convertir los
materiales solidos que no fluyen en un bolo alimenticio que se puede tragary llevar
al estbmago mediante movimientos peristalticos de los musculos esofagicos. La
saliva humana contiene amilasa salival y lipasa lingual que comienza la digestion
del almidony los lipidos en la boca, asi como lisozima, lactoferrina y glucoproteinas

de la mucosa (mucinas) (Humphrey y Williamson, 2001). En el estomago, la



desintegracion de los alimentos continda aun mas por la accion simultanea del
jugo géstrico acido, la mezcla mecénica y la actividad enzimética de la pepsina (a
enzima proteolitica) y lipasa gastrica. El pH del estbmago varia de 1 a 3 en estado
de ayuno, pero después de la ingesta de alimentos, puede aumentar a 5-7
dependiendo de la capacidad amortiguadora de la comida. Debido al bajo pH, la
amilasa salival se desnaturaliza una vez que ingresa al ambiente gastrico, mientras
que la hidrdlisis lipidica puede continuar por la lipasa lingual resistente a los acidos
y la lipasa gastrica. Después del procesamiento gastrico, el tamafio de las
particulas del alimento es del orden de magnitud de mm y el bolo ahora se conoce

como quimo.

El quimo se vacia del estbmago a una tasa variable dependiendo de la comida
ingerida, pero generalmente se completa después de 150-180 minutos (N'Goma 'y
cols., 2012). Los alimentos liquidos o poco viscosos se vacian mas rapido que los
alimentos solidos. El intestino delgado es el sitio principal para la digestiéon de
alimentos y la absorcion de nutrientes. Gracias al jugo pancreatico que contiene
sales de bicarbonato, el pH del intestino aumenta a 5-7. El jugo pancreatico
contiene una variedad de enzimas para la digestion del almidén, proteinas y
grasas. Las macromoléculas se hidrolizan en sus componentes monémeros, es
decir, azucares, aminoacidos y péptidos y acidos grasos que se absorben de
manera eficiente por una variedad de transportadores de borde de cepillo unidos
a la membrana. Las proteinas y los péptidos se hidrolizan por tripsina,
quimotripsina, elastasa, carboxipeptidasa. El almidon se hidroliza por la a-amilasa
pancreatica y los oligosacaridos resultantes se convierten ademas en a-
glucosidasa unida a la membrana en glucosa. La sacarasa unida a la membrana
y la lactasa, la hidrolasa de la clorisina para completar la hidrdlisis de oligo y
disacaridos en monosacaridos. Los lipidos se hidrolizan mediante lipasa
pancreatica (junto con co-lipasa en un complejo), colesterol esterasa y fosfolipasa
A2.

Los &cidos grasos libres resultantes y los compuestos lipéfilos (por ejemplo,

vitamina A, D, carotenoides, etc.) son incorporados en micelas mixtas
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estabilizadas por sales biliares (que actian como surfactantes) y vesiculas
unilamelares y se absorben a través de pinocitosis por las células epiteliales. Otros
nutrientes y moléculas son captados por transportadores especificos que pasan a

través del epitelio intestinal por difusion pasiva.

El intestino delgado humano proporciona una superficie de absorcion de
aproximadamente 200 m? para la presencia de la plisada circular y las
vellosidades, asi como del borde en cepillo de las células epiteliales. La digestion
de los alimentos se completa en el intestino grueso, donde la microbiota local
fermenta lo que escapa a la absorcion en el intestino grueso. Los &cidos grasos
de cadena corta son productos tipicos de la fermentacion bacteriana en el colon.
En el intestino grueso, puede ocurrir cierta absorcién de nutrientes junto con la
reabsorcion de una cantidad sustancial de agua del quimo antes de que se
expulsen las heces. Los procesos digestivos (secrecion de enzimas y otros
factores, motilidad intestinal) se rigen por una serie de vias neuro-hormonales
complejas como la celulosa, lignina y B-glucanos, por mencionar algunas, las
cuales estan controladas por el perfil quimico luminal y el volumen. El primero es
detectado por las células entero-endocrinas quimiosensoras epiteliales
especializadas (Sternini y cols., 2008), y este ultimo por mecanorreceptores
(células neurales activadas por estiramiento) que se producen dentro de la mucosa

muscular (Furness, 2000).

2.4.1. Fraccion Indigestible de los alimentos

La fraccion indigestible (FI) es aquella parte de los “alimentos vegetales” que no
se digiere ni se absorbe en el intestino delgado, llegando al colon, donde es un
sustrato para la microbiota fermentativa (Saura-Calixto y cols., 2000). Como tal,
comprende no solo fibra dietética, sino también otros compuestos con resistencia
a la accion de enzimas digestivas, como el almidén resistente, la proteina
resistente, los compuestos fendlicos, los compuestos de Maillard y otros
compuestos asociados (Saura-Calixto y cols., 2000) como lo son ceras, cutinas o

11



fitoesteroles (Gray, 2006). Estos compuestos ademas, pueden ser fermentados
por la microbiota del colon, y presentar efectos fisioldgicos similares a los de la
fibra dietética (Saura-Calixto y cols., 2000). Por otro lado Saura-Calixto y Gofii
(2004), mencionaron que el uso de la FI es mas util que la fibra dietética, porque
los valores de FI son mas cercanos a la cantidad de substrato liberado en el colon,
por lo que presenta valores mas cercanos a las necesidades de la microbiota
intestinal, adema&s de que imita las condiciones fisiologicas y evita las
modificaciones artificiales de la digestibilidad de los nutrientes y algunos errores
asociados a la determinacién analitica de la fibra. En la Figura 2.2, se observan
los componentes que conforman la fibra dietética y la fraccion indigestible,

logrando realizar una comparativa entre ambos.

Fibra dietética Fraccion Indigestible
« Carbohidratos * Fibra Dietética
» Polisacaridos « Almidon Resistente
* Almiddén » Proteina Resistente
 Lignina « Compuestos Bioactivos
+ Hemicelulosa
» Celulosa

Figura 2.2 Comparacién de componentes de fibra dietética y fraccion indigestible

2.4.2. Colén y Microbiota intestinal.
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La microbiota, es una parte importante del cuerpo humano, la cual constituye entre
el 40 y 45% de solidos fecales en personas con dietas occidentales (Cabotaje y
cols., 1990). El intestino grueso humano mide aproximadamente 150 cm de largo
con un area de superficie de 1300 cm? (no seccionada). La microbiota colénica,
son cientos de especies y aunque hay diferencias interindividuales significativas,
ciertas especies bacterianas estan presentes constantemente en la mayoria de los
individuos (Sekelja y cols., 2011). La mayor parte de los componentes de la
microbiota son bacterias con una pequefa cantidad de virus, hongos y células
eucariotas. En el Cuadro 2.2. se muestran las bacterias mas abundantes en el
colon humano. Es conocido que los filos con mayor abundancia en humanos son
los Firmicutes, que representan del 60-80% e incluyen mas de 200 géneros, entre
los cuales los mas importantes son los Ruminiococcus, Clostridium y Lactobacillus,
por otra parte los Bacteroidetes representan aproximadamente de un 20-30% en
donde destacan los Bacteroides, Prevotella y Xylanibacter, en un 10% también se
encuentran las Actinobacterias en las cuales predominan las del género
Bifidobacterium y en menor medida se pueden localizar Proteobacterias tales
como Escherichia Coli y Enterobacteriaceae (Muiioz-Garach y cols., 2016).

Cuadro 2.2 Bacterias predominantes en la microbiota humana.

Firmicutes Bacteroidetes Actinobacterias Proteobacterias
60-80% 20-30% <10% <1%
Ruminiococcus Bacteroides Bifidubacterium Escherichia Coli
Clostridium Prevotella Enterobacteriaceae
Lactobacillus Xylanibacter

Fuente: Muioz-Garach y cols. (2016)

Hay una gran interaccién entre los microorganismos de la microbiota y el huésped,
ya que esta implicada en una gran variedad de funciones metabdlicas tales como

la fermentacion, la absorcion de hidratos de carbono sin digerir, la absorcion de
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electrolitos y minerales, la modulacién de la motilidad intestinal y la sintesis de
algunos micronutrientes. Debido a lo anterior, los cambios microbianos en el
intestino humano se ha propuesto como una causa posible de obesidad (Ley y
cols., 2005).

2.4.3. Alimentacion cruzada de microorganismos.

Algunas regiones del sistema gastrointestinal de los mamiferos (rumen o colon)
albergan comunidades microbianas extremadamente densas, en las que la
cantidad de bacterias presentes puede ser mayor de 10! por gramo de heces. En
estos sitios ocurre la degradacion de polisacaridos por las bacterias existentes.
Los seres vivos herbivoros tienen una dieta basada en plantas, obteniendo los
polisacaridos existentes en la pared celular de las mismas, lo cual no es digerible
por las enzimas del huésped, destinando el 70% a la fermentacién microbiana. El
colon permite el transito lento de la digesta en condiciones anaerobias, permitiendo
la formacién de &cidos grasos de cadena corta (AGCC), los cuales pueden ser
asimilados y utilizados por el huésped. Se considera que las bacterias colonicas
estan involucradas en una gran variedad de transformaciones metabdlicas, por lo
gue la microbiota coldnica tiene un papel muy importante en la salud de los seres
vivos, por ejemplo, la produccion de AGCC como el butirato, el cual se cree que
contribuye a la prevencién de cancer colorectal en ratas y humanos. Tomando en
consideracion que la microbiota estd directamente involucrada con una gran
variedad de transformaciones metabdlicas, se ha considerado que los humanos
con obesidad difieren con las proporciones principales de filos bacterianos en su
microbiota intestinal. La gran variedad de sustratos que llegan al colon, como lo
pueden ser almidones, polisacaridos como xilanos y pectinas, oligosacaridos, etc,
pueden crear una gran variedad de nichos ecoldgicos en el colon, los cuales son

altamente aprovechados por las bacterias que lo habitan (Flint y cols., 2008).

La mayoria de las bacterias que habitan la microbiota intestinal, poseen enzimas
capaces de degradar polisacéaridos de la fraccion indigestible, existiendo también
14



pocas bacterias que logran involucrarse en la descomposicion de sustratos
insolubles recalcitrantes. En el colon humano, la digestibilidad de la celulosa de la
fibra dietética es mucho més alta que la de la celulosa cristalina purificada, y las
bacterias celuloliticas que se han aislado del tracto gastrointestinal humano tienen
menos actividad contra sustratos celulésicos mas recalcitrantes. Las bacterias
celuloliticas requieren la capacidad de degradar polisacaridos de la matriz, como
los xilanos, mananos y pectinas, para acceder a las fibrillas de celulosa, aunque
no necesariamente utilizan los productos solubilizados, que estan disponibles para
otros miembros de la comunidad a través de la alimentacion cruzada. La
alimentacién cruzada, se define como aquella que sucede cuando el producto
originado por un microorganismo después de alimentarse mediante un sustrato,
funciona como sustrato para otro microorganismo presente en el medio, para asi

lograr crear un nuevo producto o metabolito (Pande y cols., 2014).

En la membrana celular de las bacterias de la microbiota, existen algunas enzimas
gue logran hidrolizar los polisacaridos insolubles hasta su monémero mas simple,
por ejemplo, la bacteria Bacillus subtilis puede generar a-amilasa extra celular, la
cual logra hidrolizar el almidén presente en la fraccion indigestible (Flint y cols.,
2008). En el cuadro 2.3. se observan algunas enzimas producidas por diferentes

géneros bacterianos.

Cuadro 2.3 Enzimas producidas por microorganismos presentes en el colon.

Microorganismo Enzima
Bacillus subtilis a-amilasa
Aspergillus oryzae Lipasa
Bacillus licheniformis a-amilasa

Fuente: Olempska-Beer y cols. (2006).
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2.4.4. Interaccion enzimatica con la microbiota col6nica humana.

Existen algunos componentes de la dieta que no logran ser hidrolizados durante
la digestion gastrointestinal, los cuales logran llegar al colon. Dentro del colon,
habitan algunos microorganismos mejor conocidos como microbiota col6nica que
producen algunas enzimas, las cuales pueden hidrolizar los componentes
indigestibles (Caponi, 2018). Diversos estudios, han sugerido que el mantener una
correcta simbiosis microbiana logra mantener una actividad enzimatica moderada,
logrando con esto la prevencion de cancer colorrectal y enfermedades
inflamatorias en el colon y asegurar una correcta absorcion de polifenoles (Alvarez-
Garcia, 2020).

2.4.5. Fermentaciéon col6nica

En el humano, el intestino grueso recibe el material del ileon que ya ha sido
digerido, los contenidos se mezclan y son retenidos durante 6-12 h en el ciego y
en el colon ascendente. A partir de entonces, la digesta se expulsa y se pasa a
través del colon transverso para su almacenamiento y alcanza el colon
descendente y su eventual eliminacion. El tiempo promedio de retencion del
material que entra al colon hasta su excrecion es de aproximadamente 60 h en
individuos del Reino Unido (Cummings y Macfarlane, 1991). La cantidad total de
material que entra en el colon cada dia es de 1.5 kg aproximadamente, mientras
gue el peso promedio de las heces, es de 120 g/d (Cummings y Macfarlane, 1991).
Por lo tanto, el intestino grueso es un sistema abierto, con nutrientes que fluyen
desde el ciego, bacterias, productos metabdlicos de éstas y la fraccidén no utilizada
en esta seccion termina siendo excretada en forma de heces. La hidrolisis
anaerobica de los carbohidratos y proteinas por bacterias se conoce
convencionalmente como fermentacion colénica. En el hombre, los productos

finales principales son los AGCC, acido acético, propiénico y butirico, los gases de
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Hz2, y CO2, amoniaco, aminas, fenoles y energia, que las bacterias utilizan para el

crecimiento y el mantenimiento de la funcién celular (Scott y cols., 2013).

2.5. Metabolitos derivados de la fermentacion coldnica de subproductos de

mango

Sayago-Ayerdi y cols. (2019) lograron encontrar metabolitos de la fermentacion
colénica en subproductos de mango (cascara) en donde los mas abundantes
fueron el acido acético, propionico y butirico, que comprende el 95% de los AGCC
total, mientras que otros acidos como el acido valérico, céprico, succinico, lactico
y formico se forman como metabolitos intermedios. La concentracion de
metabolitos producida en el colon puede alcanzar los 150 mM. Por otro lado,
Barnes y cols. (2016) mencionan haber detectado multiples metabolitos de mango
variedad “Keitt" derivados del acido galico después de realizar una hidrdlisis
fisiologica in vitro. El mango es rico en galotaninos de diferentes grados de
polimerizacién, acido gélico y glucésidos; se ha reportado que el consumo de 400
g de mango diario, ocasiona un aumento significativo en la presencia de acido
galico y metabolitos de pirogalol (Barnes y cols., 2018). Algunos de los metabolitos
gue se han encontrado a partir del consumo de mango se enlistan en el Cuadro
2.4,
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Cuadro 2.4 Produccion de Metabolitos y sus beneficios

Microrganismos  Metabolitos Implicaciones en la salud Referencia
Presentes
Auxiliar en la disminucion de
Staphyloccocus  Péptidos de  jnflamacion infecciosa, Rooks vy
aureus formilo enfermedades  autoinmunes, Garrett
trastornos neurodegenerativosy (2016)
cancer.
Neisseria Controladores de infecciones y Rooks vy
gonorrhoeae HBP contribuyen a la respuesta Garrett
inmune del huésped. (2016)
Bacteroides Inmunomodulador Gtil para el Rooks vy
fragilis PSA tratamiento de enfermedades Garrett
autoinmunes humanas. (2016)
o Estimulacion de sintesis de
_ Acido o Frost y
Ruminococcus . colesterol y acidos grasos de
aceético cols., 2014
cadena larga
Reduccion de lipogénesis,
Microorganismos Acido induccion de glucogénesis y Kimura vy
anaerobios propiénico liberacion de hormonas de cols., 2011
saciedad.
Fuente de energia por células Fung y
Microorganismos Acido epiteliales, apoptosis celular por cols., 2012;
anaerobios Butirico lo cual brinda prevencion de Flinty cols.,
cancer de préstata y colitis 2015
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o _ ) Yoshimoto
o Acido Desarrollo de obesidad y cancer
Clostridium o y cols.,
Desoxicolico en ratones
2013

2.5.2. Actividad biolégica de los acidos grasos de cadena corta.

Durante la fermentacién colonica ocurren un gran numero de complejas
interacciones derivadas de la alimentacion cruzada entre los microorganismos del
colon. La presencia de carbohidratos indigestibles y la produccion de acidos
grasos de cadena corta (AGCC) pueden alterar positivamente la fisiologia del
colon. En la actualidad, existe un gran niumero de estudios sobre la microbiota
intestinal han mostrado que la produccién de AGCC ocurre en el orden siguiente:
acético > propionico > butirico, en proporciones molares de aproximadamente
60:20:20, principalmente fermentados en el colon proximal y distal. En donde el
butirato es la principal fuente de energia para los colonocitos, el propionato es en
gran parte absorbido por el higado y el acetato entra en la circulacién periférica

para ser metabolizada por los tejidos periféricos (Wong y cols., 2006).

La produccion de AGCC se ve afectada por muchos factores, incluyendo la fuente
de sustrato, en particular, la composicion quimica del sustrato fermentable, la
cantidad de sustrato disponible, su forma fisica (por ejemplo, tamafio de particula,
la solubilidad, la asociacién con complejos indigeribles tales como lignina), la
composicién de las especies de bacterias de la microbiota, factores ecolégicos
(interacciones competitivas y de cooperacion entre los diferentes grupos de
bacterias) y el tiempo de transito intestinal (Huazano-Garcia y Lopez, 2013).
Asimismo, se menciona que un AGCC puede ser un auxiliar en la reduccion del
desarrollo de trastornos intestinales, cancer y enfermedades cardiovasculares
(Wong y cols., 2006).
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Topping y Lockett (2016) mencionan que los AGCC son compuestos pleiotropicos
notables que proporcionan la fuente de energia preferida para las células de la
mucosa que recubren el intestino y para los canales encargados de la recoleccion
de energia adicional de los componentes del alimento no digeridos en el intestino
delgado. Se ha demostrado que promueven la homeostasis intestinal (incluyendo
la eliminacion de células cancerosas y precancerosas a través de apoptosis),
mantienen la funcién de barrera intestinal, promueven el desarrollo del sistema
inmune intestinal, suprimen la inflamacion intestinal, ayudan en el desarrollo de la

tolerancia inmune y promueven la saciedad.

2.6. Metabolismo de polifenoles por la microbiota coldnica.

Los polifenoles que no logran ser digeridos en el tracto gastrointestinal, logran
mantenerse asociados a la fibra dietética (FD) llegando de esta manera al colon,
en donde podran ser liberados por los microorganismos presentes mediante una
hidrélisis parcial o completa de la FD (Topping y Lockett, 2016). Diversos autores
han demostrado que los polifenoles que podrian estar presentes en la dieta, tienen
una relacion directa con la modulacién y funcién de la microbiota colénica, ademas
de que podrian ejercer propiedades antiinflamatorias (Kumar Singh y cols., 2019).
El metabolismo de los polifenoles por la microbiota coldnica se relaciona con la
ruptura de los enlaces glucosidicos y de la estructura heterociclica, por lo que
aquellos polifenoles provenientes de las frutas pueden ser utilizados por la
microbiota para ser hidrolizados y generar metabolitos bacterianos de bajo peso
molecular, los cuales pueden ser absorbidos para posteriormente dirigirse al
higado del consumidor y llegar al torrente sanguineo mediante la vena porta, para
ser esparcidos al area del cuerpo humano en donde pueda ejercer ese efecto

benéfico (Cardonay cols., 2013).
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2.7. Enfermedades crdonicas no transmisibles

La relacion de enfermedad y mortalidad encausadas a enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT), entre las que se incluyen a las respiratorias, diabetes,
cardiovasculares y cancer, se ha visto un incremento en los Ultimos afos. Por lo
gue se ha estimado que durante el 2008 el 62% de los descensos y
aproximadamente el 50% de las enfermedades diagnosticadas a nivel mundial
fueron a causa de ECNT. Por otra parte, algunos estudios de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) han sefalado que para el afio 2020 el 75% de las
muertes a nivel mundial seran causadas a dichas enfermedades (Ferrante y cols.,
2011). Por otro lado Cordova-Villalobos y cols. (2008) mencionan que las
enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son uno de los mayores retos que
enfrenta la poblacion mexicana, y son catalogadas asi por varios factores, como
lo son el gran numero de casos afectados, su creciente contribucion a la mortalidad
general, la conformacion en la causa mas frecuente de incapacidad prematura y

la complejidad y costo elevado de su tratamiento.

Gonzalez-Camafio y cols. (2014) realizaron una comparacion de las principales
causas de mortalidad en México durante los afios 1970 y 1980, en donde
comprobaron que los accidentes desplazan a la influenza y neumonia en primer
lugar, mientras que las enfermedades cardiovasculares sustituyen a la enteritis y
otras enfermedades diarreicas del segundo lugar, asi como también destacan el
aumento de cancer y la aparicion de la diabetes mellitus dentro de las 10 primeras
causas de mortalidad. Los datos existentes en la actualidad indican que
prevalecen 4 tipos de ECNT, entre las cuales se encuentran la diabetes mellitus,
cardiovasculares, cancer y enfermedades respiratorias cronicas. Estas
enfermedades son prevenibles en gran medida mediante una eficaz intervencion
temprana que aborden los factores de riesgo comunes, como el consumo de
tabaco, dieta malsana, sedentarismo y uso nocivo de alcohol. Ademas, las mejoras

del tratamiento de esas enfermedades pueden reducir la morbilidad, la
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discapacidad y la mortalidad, y contribuir a mejorar los resultados sanitarios
(Rabelo Padua y Diaz Pifiera, 2012).

2.8. Dietay salud del colon

Una dieta rica en frutas y hortalizas esta directamente asociada con beneficios a
la salud incluyendo el mantenimiento a la salud fisioldgica, cardiovascular,
diabetes mellitus de tipo 2, Alzheimer, cancer y otras. El mango contiene algunos
fitoquimicos solubles en grasa como los carotenoides y otros solubles en agua
tales como los polifenoles, ambos cuentan con distintos conductores de absorcion
y metabolismo. Generalmente los polifenoles son absorbidos en el cuerpo en su
forma aglicona, con excepcién de algunas antocianinas. Su metabolismo ocurre a
través del tracto gastrointestinal por la accion de las enzimas salivales y la
microbiota. Por otro lado la modificacion estructural de los polifenoles
(deglicosilacion e hidrdlisis) ocurre en el estbmago y en el intestino largo mediante
los efectos del pH, conjuntamente con la accién de las enzimas residentes (Burton-

Freeman y cols., 2012).

Mufoz-Garach y cols. (2016) mediante un estudio mencionan que la obesidad y
los metabolitos producidos en el colon tienen una relacién directa, ya que los
microorganismos que habitan en la microbiota coldnica estan relacionadas con la
alimentacion del huésped, lo que puede causar un proceso de inflamacion y
posteriormente obesidad. Por lo que se considera que consumir alimentos “sanos”
puede generar un efecto antiinflamatorio, asi como hipoglucemiante ya que estas

mismas bacterias ayudan a mejorar la salud del consumidor.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

En la actualidad la poblacion se encuentra en riesgo de padecer enfermedades
cronicas no transmisibles, principalmente relacionadas con el sistema digestivo,
por lo que es de gran importancia comenzar a agregar a la dieta del consumidor,
aperitivos realizados con frutas y vegetales, los cuales pueden saciar las
exigencias sensoriales y nutricionales de quien los consuma. Por otro lado, en el
mercado existe gran variedad de productos realizados a partir de la pulpa de
mango; sin embargo, los subproductos de mango (Mangifera Indica L) tal como la
cascara, la semilla o la pasta, son considerados desperdicios, pero presentan una
fuente de compuestos bioactivos y fibra dietética que podrian convertirlos en
ingredientes potencialmente funcionales. Los compuestos bioactivos de los
subproductos de mango y su metabolismo en el sistema gastrointestinal han
demostrado evidencia de reducir los sintomas de algunas enfermedades crénicas
como diabetes, hipertension, cancer, entre otras. Sin embargo, aun falta generar
informacion de los efectos de los metabolitos productos de la fermentacion
colonica de los alimentos. Actualmente, no existen estudios que den a conocer los
metabolitos producidos durante la fermentacion coldnica de refrigerios hechos con
subproductos de mango. Tampoco se ha establecido un mecanismo sobre el que
se definan los cambios en la composicion de la microbiota o las interacciones que
puedan existir en un sistema tan complejo que involucra diferentes reacciones

guimicas y enziméaticas.

Debido a todo lo anterior es necesario evaluar el efecto de la sustitucién de
subproductos de mango (Mangifera, indica L.) sobre la dinamica de fermentacién
colonica, capacidad antioxidante e inhibicion enzimatica en los extractos de

fermentacion de un refrigerio potencialmente saludable.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

Los subproductos de mango (Mangifera, Indica L), mejoran la dinamica de
fermentacion coldnica (pH, y composicion de bacterias), capacidad antioxidante
(DPPH, FRAP, FST y Perfil de polifenoles) y propiedades inhibidoras de enzimas
(Inhibicion de la actividad a-amilasa) mediante los metabolitos producidos durante
la fermentacion colonica de los componentes indigestible en un refrigerio

potencialmente saludable
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la sustitucion de subproductos de mango (Mangifera, indica
L.) sobre la dinamica de fermentacion colonica, capacidad antioxidante y

propiedades de inhibicion enzimética en un refrigerio potencialmente saludable.

5.2. Objetivos especificos

e Determinar los cambios de pH, capacidad antioxidante (DPPH y FRAP), y
contenido de fenoles solubles totales  en los extractos de fermentacion
colonica de la fraccion indigestible de un refrigerio potencialmente
saludable.

e I|dentificar el crecimiento de bacterias y perfil de metabolitos en los extractos
del refrigerio potencialmente saludable.

e Analizar las propiedades inhibidoras de enzimas mediante la inhibicion de
la actividad a-amilasa en los extractos de fermentacion coldnica in vitro del

refrigerio elaborado con subproductos de mango potencialmente saludable.
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CAPITULO 6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Obtencion de la muestra.

Las frutas de mango “Ataulfo” fueron proporcionadas por un productor de San Blas
Nayarit, México (21 ° 32'23 " Norte; 105 ° 17'08 " Oeste, con una temperatura
promedio de 25 °C y una humedad promedio del 73%) las cuales se cosecharon
en estado de madurez de consumo (11-14 °Brix), considerando el color amarillo,
la longitud (12-15 cm) y el peso (180-280 g). Las frutas fueron desinfectadas con
hipoclorito de sodio a 200 ppm antes del procesamiento. Los subproductos (pulpa,
cascara y semilla) se obtuvieron de la siguiente manera: la pulpa se separo de la
semilla y la cascara manualmente y, posteriormente, se utilizd un extractor
convencional para obtener jugo y pasta de mango (subproducto). Los
subproductos (cascara, semilla y pasta) se deshidrataron a 60 °C entre 12y 72 h
en un horno de conveccién y aire forzado (Cabelas TS160D). Los productos
deshidratados se homogeneizaron en un procesador de alimentos (NB-101B,
Nutribullet, China) hasta alcanzar un tamafio de particula de 500 micrometros y

posteriormente se almacenaron a -20 °C hasta su analisis.

6.2. Preparacion de las barras

Los ingredientes para las barras de granola fueron comprados en un
supermercado local, en Tepic, estado de Nayarit, México. La formulacién basica
del refrigerio consistio en: harina de trigo, 50 g / 100 g (Tres Estrellas®, Toluca,
Estado de México, México); hojuelas de avena, 10 g/ 100 g (Grupo Industrial Vida,
Zapopan, Jalisco, México), leche desnatada en polvo, 5 g / 100 g (Carnation®,
Nestlé, México), jarabe de maiz, 35 g / 100 g (Karo®, ACH-FOOD, Ciudad de
México). De acuerdo con un disefio unifactorial (Cuadro 6.1), se elaboraron cuatro

formulaciones con diferentes proporciones de pasta, cascara y harina de semilla,
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reemplazando el peso equivalente al de la harina de trigo en la formulacién basica.
Control, refrigerio de trigo (100%); Refrigerio saludable (pasta-ciscara-semilla); F1
(70-30-0), F2 (70-15-15), F3 (70-7.5-22.5). Para la preparacion de aperitivos, los
ingredientes secos se mezclaron usando una licuadora. El jarabe de maiz, 10 mL
de agua y 200 mg de grenetina se afiadieron a la mezcla sdlida y se
homogeneizaron hasta obtener una mezcla uniforme, que luego fue laminada
manualmente, se reposaron durante 8 horas y luego fueron cortadas (4 x 2 cm,
aproximadamente 10 gramos), se empacaron en bolsas recubiertas de aluminio y

se mantuvieron a 20°C para su analisis.

Cuadro 6.1 Formulacion de refrigerios con subproductos de mango ‘Ataulfo’

Ingredientes (g/1009) Control F1 F2 F3
Cascara 0 15 7.5 3.75
Semilla 0 0 7.5 11.25
Pasta 0 35 35 35
Avena 10 10 10 10
Leche desnatada 5 5 5 5
Jarabe de maiz 35 35 35 35
Grenetina 0.2 0.2 0.2 0.2
Harina de Trigo 50 0 0 0

6.3. Digestidn gastrointestinal in vitro: Aislamiento de fraccion indigestible.

El modelo de digestion gastrointestinal in vitro es una serie de seis pasos que se
describen en el modelo: 1) Las muestras crudas fueron sometidas a digestion oral
con a-amilasa de saliva humana (pH 6.9, 37 °C, 2 min, A0521, Sigma-Aldrich). 2)
Después, las muestras se incubaron en un bafio de agua con agitacién con
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pepsina (300 mg / ml, pH 1.5, 40 °C, 2 h, P-7000, Sigma-Aldrich) para simular la
digestion gastrica. 3) Luego, pancreatina (5 mg/ ml, pH 7.5, 37 °C, 6 h, P-1750,
Sigma-Aldrich) y a-amilasa (120 mg, 37 °C, pH 7.9, 16 h, A-6255, Sigma-Aldrich)
fueron afiadidos. 4) El alimento digerido fue sometido a un proceso de dialisis
(D9652, 12-14 KDa, Sigma Aldrich) durante 48 h para simular la absorcion pasiva.
Lo retenido en las muestras es considerado como fraccion indigestible total del

alimento (FIT). La FIT fue congelada vy liofilizada para su posterior analisis.

6.3.1 Cuantificaciéon de la fraccién indigestible total, soluble e insoluble

Para la determinacion de la fraccion indigestible en las muestras se utilizé la
metodologia propuesta por Saura-Calixto y cols. (2000). EI método emula la
digestion de los alimentos en el tracto gastrointestinal. Se pesaron 300 mg de
muestra en base seca, en tubos de centrifuga, se adiciono 10 mL de regulador
HCI-KCL (pH 1.5). Se ajusto el pH de los tubos a 1.5 y se adicionaron 0.2 mL de
una solucién de pepsina (P-7000, Sigma Aldrich, St Louis Missouri, USA) y buffer
HCL-KCL 0.2 M (300 mg/mL). La mezcla se incubd a 40 °C por 1 h con agitacién
constante (80 rpm). Digestion intestinal: Se agregaron 4.5 mL de regulador fosfato
0.1 M y se ajustd el pH de cada tubo a 7.5. Se adicion6 1 mL de solucién de
pancreatina (P-1750, Sigma Aldrich) y buffer de fosfato 0.1 M (5 mg/mL), 1 mL de
una solucion de lipasa (A-3126, Sigma Aldrich) y buffer de fosfato 0.1 M (7 mg/mL),
cada tubo se incub6é a 37 °C por 6 h con agitacidbn constante (80 rpm).
Posteriormente, para la hidrélisis del almidén, se agregaron 9 mL del regulador tris
maleato 0.1 M y se verifico el pH 6.9 para adicionar 1 mL de solucion a-amilasa
(A-3176, Sigma Aldrich) y buffer tris maleato (120 mg/mL) y se incubd a 37 °C por
16 h con agitacion constante (80 rpm). Terminado este tiempo se adicionaron 10
mL de regulador de acetato de sodio y se ajusté el pH a 4.75. A esta mezcla se le
adicion6 amiloglucosidasa (A-9913, Sigma Aldrich) y se incubaron a 60 °C por 45
min. Concluidas las reacciones enziméaticas, se procedié a centrifugar las muestras

por 15 min a 3000 rpm, recuperando los sobrenadantes. Por otro lado, los residuos
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fueron lavados con 5 mL de agua destilada y nuevamente fueron centrifugados,
recolectando los sobrenadantes en vasos de precipitado de 100 mL. Los tubos con
los residuos fueron colocados en una estufa durante 16 h a 105 °C para cuantificar
gravimétricamente la Fl insoluble de las muestras. El sobrenadante se colocé en
membranas de dialisis (D9652-100ft avg. Ancho de 33 mm, 12400 Da, Sigma
Aldrich) previamente tratadas y lavadas con agua hirviendo durante 5 min.
(Aproximadamente 20 cm de cada bolsa de didlisis) y se dializd en agua corriente
durante 48 h a temperatura de 25 °C para eliminar los componentes digeridos.
Enseguida se transfirio el contenido de la bolsa de dialisis a un matraz volumétrico
de 50 mL y se afor6 con agua destilada. Se tomaron 17 mL del volumen anterior y
se coloc6 en tubos de ensaye, al que se le adicion6 1 mL de &cido sulfurico
(H2S0a4). Los tubos se llevaron a un bafio de agua en ebullicion durante 90 min.
Terminada la hidrdlisis acida, se colocaron 2 mL de la solucién anterior (muestra
tratada con H2SOa) a tubos de ensaye que contenian 1 mL de reactivo DNS (&cido
dinitrosalicilico) y 0.5 mL de solucion NaOH 3.9 M. Los tubos fueron mezclados en
vortex. Posteriormente se preparé una curva de glucosa como estandar (0 a 2
mg/mL). Finalmente, la muestra se calentd 15 min en un bafio de agua a ebullicion,
y posterior a esto, se adicionaron 15 mL de agua destilada, para cuantificar la Fl
soluble, como azucares reductores con &cido dinitrosalicilico en un

espectrofotometro (Jenway, 6715, USA) a 530 nm.

La FI total se determindé como la suma de la Fl insoluble més la Fl soluble.

6.4. Fermentacion colbénica in vitro

Se utilizaron heces de cinco sujetos sanos, que no hayan tenido alguna infeccion
gastrointestinal y que no hayan ingerido antibiéticos durante los ultimos tres meses
antes de la donacion. El proceso de fermentacién in vitro se evalud por triplicado
para cada muestra (Campos-Vega y cols., 2009). En tubos estériles se coloco

medio de cultivo basal constituido por agua peptonada, extracto de levadura, sales
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NaCl, K2HPO4, KH2PO4, MgS0a4.7H20, CaClz.2H20, NaHCOs, clorhidrato de L-
cisteina, sales biliares, tween 80, vitamina K y hematina. Los tubos sellados se
mantuvieron bajo condiciones anaerobias por 24 h. El in6culo fecal se homogenizé
en buffer de fosfato de sodio 0.1 M. Los tubos que contenian el medio de cultivo
basal fueron inoculados con 1 mL de in6culo fecal y con 100 mg de fraccion
indigestible aislada de las muestras. La rafinosa fue utilizada como un control
positivo. También se utilizé un blanco negativo, el cual contenia medio de cultivo
y el inoculo fecal. La fermentacion de ambos controles fue bajo las mismas
condiciones de las muestras. Durante la fermentacion, el pH, la capacidad
antioxidante, la composicion de la microbiota y la produccién de metabolitos en los
extractos fueron evaluados al tiempo 6, 12, 24 y 48 h. Los extractos de la
fermentacion de To al Tas fueron colectados y congelados a -80 °C para ser

analizados.

6.5. Evaluacion de capacidad antioxidante de los extractos de fermentacién

y pH.

La capacidad antioxidante se evaluo en los extractos de fermentacién colénica de
la fraccion indigestible a los tiempos 6, 12, 24 y 48 horas por los métodos de FRAP
(Benzie y Strain, 1996) y DPPH (Prior y cols., 2005) y se identificaron los cambios
en el pH durante los mismos tiempos

6.5.1. Evaluacion de poder antioxidante por el método de la capacidad de

Reduccion Férrica de Plasma (FRAP)

Se realizdé la curva estandar bajo la metodologia de diluciones seriadas de
estandar (Trolox 5 mM) y para ello se necesitaron 5 tubos de ensaye (0.13, 0.065,
0.0325, 0.0162, 0.0081 mM/mL) y un blanco. En el primer tubo de ensaye se
colocaron 52 uL de Trolox y se agregaron 1948 uL de medio de cultivo basal
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constituido por agua peptonada, extracto de levadura, sales NaCl, K2HPOau,
KH2PO4, MgS0a4.7H20, CaClz.2H20, NaHCOs, clorhidrato de L-cisteina, sales
biliares, tween 80, vitamina K y hematina para tener una concentracion inicial de
0.13 mM (tubo 1), se agitd en vortex para homogenizar bien la soluciéon. A los 4
tubos restantes se les afiadiol mL de medio de cultivo basal y se tom6 1 mL del
tubo anterior para agregarlo a cada tubo consecutivamente (1 mL del tubo 1 fue
afnadido al tubo 2, asi sucesivamente). De cada tubo de la curva estandar y de la
muestra, se depositaron 24 uL en cada pocillo de la microplaca por triplicado. La
solucion de trabajo FRAP se colocé en el dispensador, la cual contaba con una
temperatura de 37°C en el recipiente exclusivo para el lector de microplaca. La
lectura de muestras y de curva estandar se midieron en el lector de microplaca
BioTek® (Synergy HT, Estados Unidos) a una longitud de onda de 595 nm a una

temperatura de 37 °C.

6.5.2. Evaluacion de la capacidad antioxidante por el método de DPPH (2,2-

difenil-1-picrihidracilo)

Se utiliz6 el método propuesto por Prior y cols., (2005) en el cual se demostré por
primera vez la capacidad del radical libore DPPHe para aceptar un atomo de
hidrogeno (He) proveniente de una molécula de cisteina. La molécula 2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo (DPPH) es conocida como un radical libre estable debido a la
deslocalizacion de un electron desapareado sobre la molécula completa, por lo
cual la molécula no se dimeriza, como es el caso de la mayoria de los radicales
libres. La deslocalizacion del electron también intensifica el color violeta intenso
tipico del radical, el cual absorbe en metanol a 517 nm. Cuando la solucion de
DPPH reacciona con el sustrato antioxidante que puede donar un atomo de
hidrogeno, el color violeta se desvanece. Se prepararon 2000 uL de la dilucién del
radical DPPH disueltos con metanol (190 uM) y se colocaron en el dispensador del
equipo. Se colocaron 30 pl de muestra en cada pocillo de la microplaca. Se

cuantificé la capacidad antioxidante en el lector de microplaca (BioTek, Synergy

31



HT, Winooski VT, EE.UU.) con el software Gen5 a 517 nm durante 10 min. Se
utiliz6 una curva patron de trolox y los resultados se expresaron en mmol de

equivalentes trolox/100g de muestra seca.

Se realizd la curva estandar bajo la metodologia de diluciones seriadas de
estandar (Trolox, 5 mM) y para ello se necesitaron 5 tubos de ensaye (600, 300,
150, 75, 37.5 yM/L) y un blanco. En el primer tubo de ensaye se colocaron 240 uL
de Trolox y se agregaron 1760 puL de medio de cultivo basal constituido por agua
peptonada, extracto de levadura, sales NaCl, K2HPO4, KH2PO4, MgS0a4.7H20,
CaCl2.2H20, NaHCOs, clorhidrato de L-cisteina, sales biliares, tween 80, vitamina
K y hematina para tener una concentracion inicial de 600 uM (tubo 1), el tubo se
agité en vortex para homogenizar bien la solucién. A los 4 tubos restantes se les
afiadio 1 mL de medio de cultivo basal y se tom6 1 mL del tubo anterior para
agregarlo a cada tubo consecutivamente (1 mL del tubo 1 fue afiadido al tubo 2,

asi sucesivamente).

6.5.3. Fenoles Solubles Totales.

Los fenoles solubles totales se determinaron con el reactivo Folin-Ciocalteu
(Montreau 1972) usando un lector de microplacas de 96 pocillos (Biotek, Synergy
HT, Winooski VT, EE. UU.) Con el software Gen5, y los resultados fueron
expresados como equivalentes de 4cido galico (mg GAE /mL de sobrenadante de
la fermentacion coldnica). Se utilizaron 250 pL de extracto y fueron mezclados con
1000 pL de una solucién de carbonato de sodio (75 g/L), y 1250 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu (100 mL/L) en tubos de ensayo. Los tubos fueron homogenizados
utilizando un agitador vortex. La solucion fue incubada a 50 °C en completa
obscuridad durante 15 min. Pasado el tiempo de incubacion, los tubos se dejaron
enfriar a temperatura ambiente y se colocaron 270 uL de esta mezcla en pocillos

de microplacas. La absorbancia fue medida a 750 nm.
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6.5.4. Evaluacién de pH

Para llevar a cabo la evaluacion de pH, se realiz6 de acuerdo a la NMX-F-317-S-
1978, en donde primeramente se debe calibrar el potenciometro con las soluciones
reguladoras de pH 4, pH 7 y pH 10 segun la acidez de los extractos de
fermentacion. Se tomé una porcion de la muestra ya preparada, se homogenizé
bien por medio de un agitador y se ajusté su temperatura a 20°C + 0.5°C.
Posteriormente el electrodo fue sumergido en los extractos de manera que los
cubriera perfectamente. Se realiz6 la medicién del pH. Se retir6 el electrodo y fue

lavado con agua destilada.

6.6. Etapa 2: Identificacion de cambios de la microbiota y aislamiento de

bacterias en la fraccion fermentada de barras de mango

De los residuos obtenidos de la centrifugacion de los extractos en cada tiempo de

fermentacion se cuantificaron y asilaron algunos géneros bacterianos.

Las muestras de los residuos de fermentacion coldnica fueron liofilizadas y
posteriormente re-suspendidas en 3 mL de solucién de fosfatos a un pH 7.4, se
homogenizaron y se transfiri6 1mL a un tubo con 1 mL de solucion salina estéril
(0.85% de NaCL) + cisteina (1%) para posteriormente realizar el aislamiento de
bacterias anaerobias. Se realizaron diluciones decimales segun la NOM-110-
SSA1-1994 Bienes y servicios. Preparacion y dilucién de muestras de alimentos
para su analisis microbioldgico, hasta la dilucién 10®. De cada dilucién se inocul6
0.25 pL en la superficie del medio, en placas que contenian agar LSB, agar
Columbia para bacterias anaerobias, y agar MYP para Bacillus y, agar McConkey,
XLD, Cetrimida para enterobacterias. Cada dilucion se realizé por duplicado. La
incubacion se realizd a 35°C + 2°C por 24-48 horas, en aerobiosis y anaerobiosis
de acuerdo con el microorganismo. Después de la incubacion se escogieron las

diluciones que contenian de 30 - 300 colonias para su cuantificacion. Se observo
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morfologia colonial y tincion de Gram, las colonias o cepas de interés se

conservaron en agar soya tripticaseina (AST), hasta su identificacion.

6.6.1. Identificacion bioquimica de Lactobacillus y microorganismos

proximos

Para la identificacion bioquimica se utilizaron el Kit API 50 CH y API 50 CHL. El
API 50 CH es un sistema estandarizado compuesto por 50 ensayos bioquimicos
destinados al estudio del metabolismo de los carbohidratos en los
microorganismos. El APl 50 CH se utiliza en combinacion con el APl 50 CHL
Medium para la identificacion de Lactobacillus y microorganismos proximos.
Durante el periodo de incubacion, la fermentacion se traduce en un cambio de
color en el tubo, debido a una produccién de acido en anaerobiosis, revelada por
el indicador de pH del medio elegido. El primer tubo, sin principio activo sirve como
testigo negativo. En el Cuadro 6.2, se muestran los sustratos incluidos en cada
uno de los 50 recipientes de la galeria enzimatica para bacterias acido-lacticas API
50 CH. En la practica, solo se usan las abreviaturas en mayusculas de los

respectivos hidratos de carbono.
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Cuadro 6.2 Sustratos incluidos en cada uno de los 50 recipientes de la galeria enzimatica para bacterias acido-lacticas API

50 CH
Tira 0-9 Tira 10-19 Tira 20-29 Tira30-39 Tira 40-49
Pocillo/substrato
0 Control 10 Galactosa 20 1-Metil-D-Mandsido 30 Melibiosa 40 D-Turanosa
1 Glicerol 11 Glucosa 21 1-Metil-D-Glucésido 31 Sacarosa 41 D-Lixosa
2 Eritrol 12 Fructosa 22 N-Acetil-Glucosamina 32 Trehalosa 42 D-Tagatosa
3 D-Arabinosa 13 Manosa 23 Amigdalina 33 Inulina 43 D-Fucosa
4 L-Arabinosa 14 Sorbosa 24 Arbutina 34 Melecitosa 44 L-Fucosa
5 Ribosa 15 Ramnosa 25 Esculina 35 Rafinosa 45 D-Arabitol
6 D-Xilosa 16 Dulcitol 26 Salicina 36 Almidon 46 L-Arabitol
7 L-Xilosa 17 Inositol 27 Celobiosa 37 Glucogeno 47 Gluconato
8 Adonitol 18 Manitol 28 Maltosa 38 Xilitol 48 2-Keto-Gluconato
9 B-Metil-D-Xilosido 19 Sorbitol 29 Lactosa 39Gentiobiosa 49 5-Keto-Gluconato
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6.6.1.1. Preparacion de las galerias API 50CH

Cada galeria estuvo constituida por 5 tiras conteniendo cada una de ellas 10 tubos
numerados. Se preparé una camara de incubacion (tapa y charola) y se rotulo la
referencia de la cepa en la lengieta lateral de la camara de andlisis.
Posteriormente, se agregaron aproximadamente 10 mL de agua destilada en los
recipientes del fondo de la charola para lograr crear una atmosfera himeda.
Se sacaron cada una de las tiras de analisis de su embalaje, para ser preparadas
en dos tiras del 0-19, 20-29, 30-39, 40-49 y posteriormente se colocaron al fondo

de la camara de incubacion.

6.6.1.2. Preparacion del in6culo.

Dentro de un tubo de ensayo con 2 mL de agua destilada estéril, fueron colocadas
varias colonias de cultivo reciente, en agar LSB con ayuda de un asa de siembra
totalmente estéril. Posteriormente, se realiz6 una suspension densa del tubo de
agua destilada, se abrio el tubo de ensayo a la cual se le colocaron 5 mL de agua
destilada estéril y se realizé una suspension de turbidez de la misma manera que
el patron 2 de McFarland, transfiriendo la suspension mediante goteo. El patrén de
McFarland mas utilizado es al 0.5% y corresponde aproximadamente a una
suspension homogénea de 1.5 x 108 células bacterianas por mL. Se abrié una
ampolla de APl 50 CHL Medium y se inocularon 2 veces el numero de gotas
citadas (2n). La suspension se realizé rapidamente y se homogenizo. La

suspension fue utilizada inmediatamente.
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6.6.1.3. Inoculacién de las galerias API,

resultados.

lectura e interpretacion de

La suspension bacteriana con ayuda de una pipeta estéril se inocul6 en los 50

tubos de las galerias, tomando en cuenta los siguientes criterios:

> Inclinar ligeramente hacia delante la camara de incubacion.

> Evitar la formacién de burbujas apoyando la punta de la pipeta en el borde

de la cupula.

» Al inocular en el tubo, no rebasar el limite superior del mismo con el fin de

conservar una buena anaerobiosis.

» Recubrir la cupula con aceite de parafina

» Incubar las galerias a 35 °C + 2 °C, en aerobiosis durante 48 horas.

Para la lectura de las muestras, fue necesario incubar las muestras durante

48h. En cada tubo se busco identificar la acidificacion producida, la cual se traduce

por el cambio de color, pasando de un color amarillo a purpura de bromocresol

contenido en el medio. Por otro lado, en el ensayo de Esculina se pudo observar

un viraje de color de purpura a negro. El perfil bioquimico obtenido puede ser

identificado a partir de la tabla de identificacién (Cuadro 6.3).

Cuadro 6.3 Cuadro de identificacion de perfil bioquimico pruebas API 20.

Prueba Reacciéon/Enzimas Negativo Positivo
ONPG Beta-galactosidasa Sin Color Amarillo
ADH Arginina deshidrolasa Amarillo Rojo o Naranja
LDC Lisina descarboxilasa Amarillo Rojo o Naranja
OoDC Ornitina descarboxilasa Amarillo Rojo o Naranja
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CIT Utilizacion del citrato Verde

H2S Produccion de H2S Sin
precipitado
negro

URE Ureasa Amarillo

TDA Triptéfano desaminasa Amarillo

Azul/Turquesa

Precipitado

negro

Rojo o naranja

Marrén-rojo

6.6.2. Identificacién bioquimica (Bacterias anaerobias)

Para la identificacion bioquimica de bacterias anaerobias, fue utilizado el Kit API

20A. El kit API 20A es un sistema estandarizado compuesto por 20 microtubos que

contienen substratos deshidratados. Los microtubos fueron inoculados con una

suspension bacteriana que reconstituye los medios. Las reacciones que se

producen durante la incubacion se traducen en cambios de color, espontaneos o

provocados mediante la adicion de reactivos. En el Cuadro 6.4, se muestran los

sustratos incluidos en los 20 recipientes de la galeria enzimatica para bacterias

anaerobias API 20A.
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Cuadro 6.4 Sustratos de pruebas bioquimicas incluidos en la galeria enzimatica

para bacterias anaerobias API 20A.

Prueba Substrato
IND L-triptéfano
URE Urea
GLU D-glucosa
MAN D-manitol
LAC D-lactosa
SAC D-sacarosa
MAL D-maltosa
SAL Salicina
XYL D-xilosa
ARA L-arabinosa
GEL Gelatina
ESC Esculina
GLY Glicerol
CEL D-celobiosa
MNE D-manosa
MLZ D-melecitosa
RAF D-rafinosa
SOR D-sorbitol
RHA L-rhamnosa
TRE D-trehalosa
CAT Catalasa
SPOR Esporas
GRAM Coloracion de Gram
COocCC Morfologia
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6.6.2.1. Preparacion de las galerias API 20 A

Para iniciar por la preparacion de las galerias APl 20A, fue necesario tener lista
una cdmara de incubacion (tapa y charola). Posteriormente, se hizo la rotulacion
de la cepa en la lengleta lateral de cada camara. Consecutivamente, se
repartieron 5 mL de agua destilada en los recipientes del fondo de la charola para
crear una atmosfera humeda. Para después sacar una galeria APl 20A de su
envase y depositarla en la camara de incubacion. Una vez dentro se sacaron cada
una de las tiras de su embalaje, se separaron en dos tiras del 0- 19, 20- 29, 30-39,
40-49 y se colocaron en el fondo de la camara de incubacion.

6.7.2.2. Preparacion del inoculo

Para la preparaciéon del inéculo, se abrié un dmpula de medio APl 20A, con la
ayuda de un asa estéril de siembra se extrajeron varias colonias obtenidas sobre
agar sangre en anaerobiosis, hasta obtener una turbidez final superior o igual a 3
en la escala de McFarland, para posteriormente homogeneizar la suspension y

utilizarla inmediatamente.

6.6.2.3. Inoculacion de las galerias, lectura e interpretacién de resultados.

La suspensidn bacteriana con ayuda de una pipeta estéril se inoculo la galeria API
20 A. Durante su inoculacién, la galeria fue ligeramente inclinada con la finalidad
de evitar la formacién de burbujas. Para realizar la prueba GEL, se llené el tubo
hasta la cupula, para la prueba IND, fue necesario rellenar solamente el tubo con

la solucion bacteriana y llenar la cupula con aceite de parafina. Finalmente, la
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camara de incubacion fue cerrada y las muestras fueron incubadas durante 48 h a

35°C + 2 °C, en camara de anaerobiosis.

Después de 48 h de incubacion, fue posible realizar la lectura de las muestras.
Para aquellas muestras que requieren la adicion de reactivos extras, estos fueron
afladidos y para los que no los necesitan su interpretacion fue rapida y espontanea.
El perfil bioquimico obtenido puede ser identificado a partir de la tabla de

identificacion (Cuadro 6.3).

6.6.3. Identificacidén bioquimica (Enterobacterias)

La identificacion de Enterobacterias se realizO mediante pruebas
microbiolégicas convencionales, tincion de Gram, catalasa, oxidasa. Finalmente
se confirmo la identificacion de las cepas con pruebas bioquimicas de rutina. Las
cepas de enterobacterias a identificar se sembraron en agar soya tripticaseina
(AST), y fueron incubadas a 35 °C + 2 °C/ 24 horas. Posterior a la incubacién con
ayuda de un asa en punta se inocularon los juegos de pruebas bioquimicas, los
cuales consistieron en Citrato, Kligler, LIA, FAD, MIO, RM-VP, Urea y fueron
incubadas a 35 °C + 2 °C/ 24 horas. Para posteriormente adicionar el reactivo
siguiente a las pruebas que lo requieren y se procedi6 a su interpretacion.

El perfil bioquimico obtenido puede ser identificado a partir de la tabla de

identificacion (Cuadro 6.3)

6.6.4. Identificacion de Bacillus sp

De las colonias desarrolladas en medio MYP se realizé la tincion de Gram y tincién
de endosporas, asi como la prueba de la catalasa. Se seleccionaron todos los
aislados que fueran bacilos Gram positivos con presencia de endosporas, catalasa

positiva y crecimiento en aerobiosis.
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6.7. Perfil de metabolitos microbianos mediante cromatografia HPLC-DAD-
MS

Para la identificacion de los metabolitos microbianos se realiz6 de acuerdo con el
meétodo propuesto por Blancas Benitez (2018) utilizando un HPLC Agilent Sistema
de la serie 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU.), equipado
con un detector de matriz de diodos UV-Vis (DAD). Las muestras se inyectaron
(10 L, velocidad de flujo 0.4 mL / min) en un Poroshell 120 EC-C18 columna (4,6
mm x 150 mm, tamano de particula 2,7 uym) (Agilent Tecnologias). La elucion en
gradiente se llevé a cabo usando agua que contenia acido trifluoracético al 0.1%
(Sigma Aldrich) como disolvente A y acetonitrilo (Sigma Aldrich) como disolvente
B y se aplicaron de la siguiente manera: 0 min, 5% B; 10 min, 23% de B; 15
minutos, 50% de B; 20 min, 50% de B; 23 min, 100% B; 25 min, 100% B; 27 min,
5% B, 30 min, 5% B. La deteccion fue realizada a 280-320 nm.

Para el analisis de MS, un 6120 Agilent Quadruple LC / MS equipado con una
interfaz de ionizacién electrospray se utilizé6 en modo de ionizacion negativa con
las siguientes condiciones: flujo de gas de secado (N2), 13.0 L / min; presién del
nebulizador, 40 psi; secado de gas temperatura, 350 °C; y voltaje capilar, 3500 V.
El analisis de datos se realiz6 con el software OpenLab CDS ChemStation Edition
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.).

La caracterizacion de los compuestos se basé en el tiempo de retencién y los datos
de espectrometria de masas, los compuestos fueron detectados primero usando
una sola exploracion de MS en el Rango de 100-1100 m / z seguido de una
busqueda especifica basada en los picos mostrando sefiales principales en los
cromatogramas UV-Vis. Los valores se expresaron en unidades de area relativa
para los compuestos identificados. A continuacion, en el cuadro 6.5 se pueden
observar los estandares para HPLC utilizados, asi como sus concentraciones

menor y mayor.
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Cuadro 6.5 Estandares utilizados en HPLC y sus concentraciones en unidades de

area

Estandar

Concentracion Minima

Concentracion Maxima

4 - acido hidroxibenzoico
acido trans-cinamico
acido p-Coumarico
acido vanilico
3-(2,4-dihidroxifenil)
propionico

acido siringico
Naringerina

Quercetina

Acido clorogenico
Galocatequina galato
Acido 3-hidroxibenzioco
Acido 4-hidroxifenilacetico
Acido 2-hidroxicinamico
Acido 3, 4
dihidroxifenilacetico

Acido cafeico

Acido trans-ferdlico

Acido sinapico

Urolitina A

Hidrato de catequina
Galocatequina

Acido p-hidroxibenzoico
Acido 3,4-dihidroxibenzoico
3-(4-hidoxifenil) propionico
Acido gélico

Kaempferol

Acido fertlico

Acido Elagico

Capsaicina

Miricetina

Mangiferina

Acido benzoico

Acido Salisilico

Acido shikimico

Acido etil ester
protocatequico

0
4005.1
8575.5

0

5955.3

13431
11129.7
6684.8
0
3994.6
3122.1
2777.5
3919.8

2912.8
8052.9
1196.9
0
7925.8
0
0
0
4360.6
0
10491.1
59626.8
11052
27001.1
2125.9
9776.2
12368.2
1487.57
4478.1
1165.9

40640

793426.7
59818.3
2230291.8
58217.3

1543423.6
68312.8
5578964.5
3277209.3
1834748
626329
177161.8
175260.1
1109355.9

493021.3
2614609
349944.2
430805.1
1347412.9
289380.1
5332.8
396893.8
1348429.3
53310.6
856282.3
6235623.5
338546.2
1007555.1
215835.5
1937085.9
1787827.4
8903.4
1795814.5
78521.1

3834894
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Gossipin 6456.5 1776276.9

Luteolina 37574.1 3501268.3
Dihidrocapsaicina 1340 74132.1
Metanol de &cido siringico 3096.1 68312.8
Metanol de galocatequina 2595.2 3162.6
Acido siringico H20 14323.6 19784.6
Acido 4-hidroxifenilacetico 0 379082.3

6.8. Inhibicién de la enzima a-amilasa.

Para probar la inhibicion de la enzima a-amilasa, se utilizaron 25 ul de extracto de
fermentacién coldnica obtenido a las 48 h de fermentacién o 25 ul de medio de
cultivo (Blanco) se mezcld con una solucion de almidén (4 %), se agregaron 25 pl
de la enzima a-amilasa de Bacillus Licheniformes y posteriormente fue incubado a
37°C durante 1 h. Posteriormente, se agregaron 4 mL de NaOH 0.1 M y se aforé
a 10 mL. Finalmente se tomaron 250 pl de muestra y agregaron 500 ul de GOD-
POD y se incub6 durante 15 min a 37°C. La absorbancia se midié a 505 nm en un
espectrofotometro (Jenway, 6715, USA). El % de inhibicion se determiné con la

siguiente formula:

o Abs Blanco — Abs Muestra
% inhibicion = bs Blanco x 100

6.9. Analisis Estadistico.

Los resultados de las variables continuas durante las etapas del proyecto fueron
expresados como la media + desviacion estandar de tres determinaciones. Para
los resultados obtenidos se aplicé un analisis de varianza de una sola via (ANOVA)

con la prueba Tukey, reportandose las diferencias significativas cuando p < 0.05,
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realizando entonces un andalisis de medias con un nivel de confianza de 95%.
Todos los analisis se realizaron con el software STATISTICA, version 12.0
(StatSoft. Inc. 1984-2007, Tulsa, OK, EE.UU.)

45



CAPITULO 7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Composicion proximal de los refrigerios y Fraccién Indigestible

En el Cuadro 7.1 se muestran los resultados obtenidos de la composicion proximal
y el contenido de fraccion indigestible (FI) insoluble, soluble y total en los
refrigerios. Se obutiveron tres formulaciones las cuales se nombran F1, F2 y F3,
con un refrigerio control (RC). De acuerdo con los resultados obtenidos no se
observaron diferencias significativas con respecto a la humedad (p>0.05). La
humedad de los refrigerios se encontré entre valores promedio que van desde
16.48 hasta 19.59 %. Con respecto a los carbohidratos solubles totales, se observo
que el refrigerio control (RC) presentd el menor valor con 37.40 g/100g. Ademas,
la F1 presentd el mayor contenido con un 69.27 g/100g, esto podria deberse a que
esta formulacion es la que presenta una mayor cantidad de cascara de mango.
Rodriguez y cols. (2018) mencionan que la cascara contiene 63.80 g/100g de
carbohidratos. Por otro lado, el contenido de cenizas que presentaron estos
refrigerios muestran una diferencia significativa (p<0.05) entre la F1 y la barra
control con valores de 2.7 y 1.35 % respectivamente. El valor presente en la F1
(70:30) es similar a lo reportado por Ramirez-Maganda y cols. (2015) quienes
reportaron un contenido de cenizas en cascara de mango del 2.6 % en panecillos
con subproductos de mango, sin embargo, las muestras de la F2 y F3 no muestran
ninguna diferencia entre ellas (F2: 2.44, F3; 2.38 %), teniendo valores menores,
comparado con la F1. Con respecto a la cantidad de lipidos presentes en la
muestra no presentaron diferencias significativas (p>0.05) entre las formulaciones
con subproductos de mango (SM), sin embargo, el RC si mostré diferencias
significativas (p>0.05), obteniendo el valor méas alto (1.32 %) con respecto a las
formulaciones con SM. Esto coincide con lo reportado por Elichalt y cols. (2017)
guienes mencionan que la harina de trigo tiene regularmente un total de 1.28 % de
lipidos. Por otro lado, se encontrd que entre los refrigerios los valores de la Fl

soluble no presentaron diferencia significativa (p>0.05) con valores maximos de
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7.31 %. Es considerado que la ingesta de FI soluble es de gran importancia,
debido a que este ayuda a modular el paso del alimento en el tracto
gastrointestinal, ayudando a una mejor absorcion de los nutrientes y generando

una sensacion de saciedad prolongada (Chamorro y Mamani, 2015).

Cuadro 7.1 Composicion proximal y fraccion indigestible (FI) de los refrigerios

elaborados con subproductos de mango vy refrigerio control (g/100g).!

Refrigerios
F1 F2 F3 RC
Humedad 1959+321a 1825+1.99a 17.96+2.03a 16.48+1.30a
CST 69.27+1.75a 62.04+0.82 b 65.95+0.95a 37.40 +2.88c
Cenizas 2.70+£0.088a 2.44+0.018b 2.38+0.085b 1.35+0.002c
Lipidos 0.70£051a 050+0.23a 0.33+0.09a 1.32+0.20b
FIT 30.11 +1.02a 32.25 +1.20a 32.27 £1.84a 20.38 +0.67 b
FIS 731 £19a 481 +t066a 6.63 £1.23a 7.05 +148a
Fll 22.79+ 293 a 2744+ 141a 2564+ 3.02a 13.32+ 091b

1 Los resultados fueron expresados como la media * desviacién estandar (n=3). Letras diferentes
por columna indican diferencia significativa entre los refrigerios por variable analizada (ANOVA,
Fisher LSD, p<0.05). Carbohidratos solubles totales, CST. Refrigerios con subproductos de mango
(pasta, cascara, semilla): F1 (70:30), F2 (70:15:15), F3 (70:7.5:22.5). Barra control, BC.

En cuanto a la Fl insoluble, se encontré una diferencia significativa (p>0.05) entre
la barra control con 13.32 % con respecto a las formulaciones con subproductos
de mango (F1: 22.79 %, F2: 27.44 %, F3: 25.64). Chamorro y Mamani (2015)
relacionan la ingesta de FI insoluble con una mayor motilidad en el colon y con
alivio eficaz contra algunos trastornos digestivos como estrefiimiento y

constipacién. Por otro lado, en la FlI total, se observé una diferencia significativa
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(p>0.05) entre las formulaciones con subproductos de mango (F1: 30.11 %, F2:
32.25 %, F3: 32.27 %) con respecto a la barra control la cual present6é un 20.38 %.
Duarte-Valenzuela y cols. (2016) menciona que la FI es sumamente importante en
los alimentos ya que la Fl insoluble ayuda a la motilidad intestinal y la FI soluble
influye en la disminucién del vaciamiento gastrico, envia sefales de saciedad e
incrementa la viscosidad en el intestino delgado; también sirve de sustrato

fermentativo para la microbiota colénica.

7.2. Cambios en el pH

En la Figura 7.1 se muestran los resultados de pH obtenidos durante la
fermentacién coldnica de los refrigerios elaborados con subproductos de mango
en los diferentes tiempos de fermentacion. En el tiempo 6 h de fermentacion se
observaron diferencias significativas entre las muestras (p<0.05) siendo la F1 (70
pasta: 30 cascara: 0 semilla) la que muestra una mayor disminucién (5.52) con
respecto a los refrigerios con SM, sin embargo, el RC es quien muestra el valor de
pH mas bajo (5.22). Una vez transcurridas las 12 h de fermentacion, hubo un ligero
descenso de pH en todas las formulaciones con SM mostrando que no existe
diferencia significativa entre los refrigerios (p>0.05), excepto para el refrigerio
control, donde el pH incrementa con el tiempo. Por otro lado, se encontré diferencia
significativa (p>0.05) entre las muestras de los refrigerios durante las 24 h de
fermentacién, obteniendo un valor de 5.53 para la F1 como valor menor, siendo
esta la formulacién con mayor fermentabilidad. Durante el tiempo 48 h se observo
diferencia significativa (p>0.05) entre las distintas formulaciones y RC, siendo la
F1 quien muestra un pH menor (5.43) en comparacion con la F2, F3 y RC. Con
respecto a su analisis estadistico entre los tiempos de fermentacion por muestra
se logr6 observar que para la barra control existe diferencia significativa (p<0.05)
teniendo el valor menor en 5.22 para el tiempo 6 h, y mostrando un incremento
entre los demas tiempos con un valor de final de 6.09. Esto podria indicar que
fraccion indigestible del refrigerio con harina de trigo, no es un producto tan
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fermentable. Por otro lado, la F1 (70:30:0) no muestra diferencia significativa
(p>0.05) entre sus tiempos de fermentacion con un pH inicial de 5.52 y un pH final
de 5.43.

8.0

3.0

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tiempo de Fermentacion (h)

Figura 7.1 Cambios de pH durante la fermentacién colénica de la fraccion
indigestible en control negativo (0), rafinosa (A), refrigerio control (e), y los
refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1, 70:30 (0); F2,
70:15:15 (m); F3, 70:7.5:22.5 (0).

Sin embargo, esta formulacién es la que muestra una mayor disminuciéon de pH al
transcurrir el tiempo de fermentacion, concluyendo para esta muestra que la
cascara y pasta de mango son los subproductos mayormente fermentables, esto

debido a su alta concentracion de fraccion indigestible. Para la F2 (70:15:15) y F3
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(70:7.5:22.5) no muestran diferencias significativas al paso del tiempo. Sin
embargo, la F2 muestra una mayor fermentabilidad al paso del tiempo, esto podria
deberse a la concentracion de harina de semilla de mango, debido que se
considera que con la adicion de esta se dio un aumento del contenido de
polifenoles no digeribles, los cuales fueron considerados como un sustrato
potencial para la microbiota colonica (Cruz-Trinidad y cols., 2019) y as{i, disminuir
el pH. Asimismo, el control positivo (rafinosa) muestra pH bajos en comparacion
con las muestras iniciando en 4.30 para el tiempo 6 h y 3.97 para el tiempo 48h,
mostrando una disminucion de pH al paso del tiempo, siendo lo contrario para el
control negativo, el cual muestra un pH hasta de 7.29, mostrando una menor
fermentabilidad. Sayago-Ayerdi y cols. (2019) mencionan que la céscara de
mango, tiene altas cantidades de fraccién indigestible, por lo cual este subproducto
es considerado altamente fermentable, obteniendo asi una disminucion de pH al
transcurrir las 48 h de fermentacion planteadas para este experimento. Por otro
lado, también es considerado que la pasta de mango cuenta con un alto contenido
de fraccion indigestible, y compuestos fendlicos los cuales al llegar al colon son
altamente fermentables y pueden producir un efecto benéfico a la salud del

consumidor (Zavala, 2019).

7.3 Capacidad Antioxidante DPPH, FRAP y Fenoles Solubles Totales (FST)

La determinacién de FST, fue realizada sobre los sobrenadantes de fermentacion
obtenidos de los tiempos 6, 12, 24 y 48h expresados en ug GAE /mL (Figura 7.2).
En donde el valor mas alto lo obtuvieron las muestras F2 (144.47 uyg GAE /mL) y
F3 (147.32 ug GAE /mL) en comparacion con la muestra F1 (113.79 pug GAE /mL)
a las 12 h (p<0.05). Sin embargo, al llegar a las 48 h, F1 mostr6 casi dos veces
mas contenido de FST que F2 y F3. El contenido de FST para la RC oscilo entre
13y 49 ug GAE /mL de EF. Como se puede observar, los valores obtenidos para
esta determinacion al paso de los diferentes tiempos de fermentacion las

concentraciones mas altas de FST se encuentran en las muestras que contienen
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SM (F1: 148.22, F2: 155.78, F3: 150.41) durante las 6h, y al transcurrir las horas
esta concentracion va disminuyendo paulatinamente; Esto podria deberse a la
cantidad de FI presente en los refrigerios en conjunto con la fermentacion colonica
a la que son sometidos estos compuestos bioactivos, los cuales podrian ir
disminuyendo debido al aprovechamiento de los mismos por la microbiota
presente. Por lo que se ha sugerido que la incorporacién de SM a refrigerios tipo
barra incrementa el contenido de polifenoles (galotaninos o elagitaninos)
asociados a la Fl, los cuales pueden ser descarboxilados por la microbiota y liberar
compuestos antioxidantes como el acido galico o acido elagico (Hernandez-
Maldonado y cols., 2019).
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Figura 7.2 Concentracion de Fenoles Solubles Totales en un refrigerio control
(RC, B), y los refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla):
F1 (E), F2 (&), F3 ()
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En cuanto a la capacidad antioxidante DPPH en la Figura 7.3, se observo que las
formulaciones con subproductos de mango mostraron una mayor actividad
reductora, con una concentracion 1670 y 1931 pM ET/L durante el tiempo 12 h.
Aunqgue a las 12 h de fermentacion se presento6 la mayor actividad, fue notorio que
en los tiempos 6 y 24 h, también se encontrdé un valor de FST superior en los
refrigerios con SM respecto al control, excepto a las 48 h donde no existio
diferencia entre las muestras (p>0.05). Entre los principales polifenoles presentes
en el mango y sus subproductos se encuentran los acidos fendlicos, que son
moléculas pequefias y, por lo tanto, al estar asociadas a la fraccion indigestible
pueden liberarse producto de la hidrélisis enzimatica por la microbiota colénica.
Estos compuestos podrian reaccionar con el radical lo que da como resultado

valores de DPPH mas altos (Blancas-Benitez y cols., 2015).

ERBERE

6 12 24
Tiempos de Fermentacion (h)

Figura 7.3 Capacidad antioxidante DPPH de un refrigerio control (RC ),E los
refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1 E), F2 (E2),

F3( =
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Por otro lado, quien mostré una menor capacidad antioxidante DPPH es la RC
hecha con harina de trigo, con una concentracion mayor de 346.08 pM ET/L
durante el tiempo 24 h y una concentracion menor (53.80 uM ET/L) en el tiempo 6
h, esto solamente confirma que la adicibn de SM a los refrigerios mejora la
capacidad antioxidante de los refrigerios. Durante la obtencion de estos valores,
se logré observar una disminucion hasta del 4 % aproximadamente de la F2 y F3
con respecto a la F1. Esto podria ser debido a la adicion de semilla a la F2 y F3,
ya que las reacciones que tiene el radical DPPH con ciertos fenoles como el
eugenol, presente en la semilla de mango y sus derivados, interfiere directamente
en los resultados, arrojando valores bajos de actividad antioxidante (Bondety cols.,
1997).

También se realiz6 la determinaciéon de CAOX por el método de actividad quelante
FRAP en los sobrenadantes obtenidos por la fermentacion colonica en los tiempos
6, 12, 24 y 48 h (Figura 7.4). Durante esta determinacion se encontré que la F1
cuenta con una actividad quelante de 3140.41 uM ET/L, y no mostré diferencia
significativa (p>0.05) con respecto a la formulacion F2 y F3 (2945.77 y 2927.24 uM
ET/L respectivamente). Sin embargo, la RC presenté los valores menores (1495.7
UM ET/L) en comparacion con las formulaciones con SM. Lo que podria indicar
gue la harina de trigo presenta una actividad quelante muy baja y los SM aumentan
el contenido de compuestos quelantes. Como se muestra en el Figura 7.4 hay una
disminucién al paso del tiempo, ademas de una pequefia disminucién entre cada
formulacion, esto podria deberse a la biotransformacion de los compuestos
iniciales con mayor actividad hasta compuestos con menor actividad en los

tiempos finales de fermentacion.
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Figura 7.4 Capacidad antioxidante FRAP de un refrigerio control (RCE&), y los
refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1 (E3), F2 (ER),
F3 (EH).

7.4. Identificacion y aislamiento de bacterias de la microbiota

La identificacion de microorganismos presentes en la microbiota fue realizada en
los residuos obtenidos de la fermentacion coldnica a las 6, 12, 24 y 48 h los cuales
fueron expresados en UFC/g. En donde podemos observar que se encontraron en
cantidades considerables grupos bacterianos como  Enterobacterias,
Bifidobacterias, Lactobacillus, Bacillus sp. Los cuales no presentaron diferencias
significativas entre los diferentes tiempos de fermentacion, excepto para
Bifidobacterias. En cuanto a las Enterobacterias (Ver Figura 7.5) se observo
presencia de las mismas desde 1.21 x 10° hasta 6.98 x 108 UFC/g de muestra,
presentando mayor concentracién entre las 6 y 12 h de fermentacion. Jiménez-
Vera y cols. (2006) mencionan que dentro del colon humano existen
Enterobacterias en cantidades pequefias, las cuales se caracterizan por ser
oportunistas. Sin embargo, también encontraron que estas disminuyen el consumo

de prebidticos aproximadamente a las 24 h de fermentacién.
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Figura 3.5 Identificacion de Enterobacterias en los residuos de fermentacion
colénica de un refrigerio control (RCE& ), y los refrigerios con subproductos de
mango (pasta, cascara, semilla): F1 (E1), F2 (E2), F3 (&4).

Por otro lado, se encontrd la presencia de Bifidobacterias (Ver Figura 7.6) y se
determind que durante el tiempo 6, 12 y 24 h de fermentacion no se observo
diferencia significativa entre las muestras. Sin embargo, durante las 48 h de
fermentacion la F1 mostré una menor presencia de Bifidobacterias (3.71 x 107
UFC), siendo la F3 de este mismo tiempo que mostré una mayor cantidad (5.02 x
108 UFC) con respecto a todas las formulaciones y tiempos de fermentacion.
Diversos autores mencionan que la presencia de este grupo bacteriano en la
microbiota colonica es de gran importancia debido a que ayuda a modular gran
parte de la simbiosis. Schroeder y cols. (2018) mencionan que las Bifidobacterias
son un género de vital importancia para lograr mantener un colon sano, ya que su
ausencia podria desencadenar defectos graves en el moco colénico generando

enfermedades como colitis.
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Figura 7.6 Identificacion de Bifidobacterias en los residuos de fermentacion
colénica de un refrigerio control (RC & ), y los refrigerios con subproductos de
mango (pasta, cascara, semilla): F1 (E3), F2 (&), F3 (&3).

La presencia de Lactobacillus fue de 2.03 x 10° hasta los 3.45 x 108 UFC/g de
muestra, la presencia de este género bacteriano en la microbiota analizada, no
mostro diferencias significativas entre muestras y los tiempos de fermentacion
(Figura 7.7). Sin embargo, las muestras que obtuvieron una mayor cantidad de
Lactobacillus fue la F2 (1.31 x 10 8 UFC y F3 (1.36 x 10 8 UFC) a las 48 h de
fermentacion. Los Lactobacillus son un género bacteriano que se encuentra
presente dentro de una de las principales divisiones que habitan el colon humano,
el cual se encuentra presente desde el nacimiento del ser humano, y se sigue
manteniendo durante sus primeros meses de alimentacion materna, logrando

mantenerlos al seguir con una alimentacion balanceada (Montero, 2019).

56



3.50E+08
3.00E+08
2.50E+08
S 2.00E+08
g1.50E+08
L 1.00E+08
5.00E+07 ? a
0.00E+00 i

muestra

SRsRRRR358%

(oe]

Tiempo de Fermentacion

Figura 7.7. Identificacion de Lactobacillus en los residuos de fermentacion colonica
de un refrigerio control (RC E&), y los refrigerios con subproductos de mango (pasta,
cascara, semilla): F1 (E1), F2 (), F3 (E).

Por otro lado, Ni y cols. (2019) menciona que en cuanto a la cantidad de
lactobacillus presentes en la microbiota coldénica de una persona joven, no es
diferente a la de una persona anciana, sin embargo, esta puede ser deficiente si
el hospedero cuenta con alguna enfermedad. La mayoria de los productos
probiéticos se basan en una o0 mas cepas de Lactobacillus, lo cual esta asociado
con un aumento del nimero de Lactobacillus en el colon, por tanto, modifica
positivamente la composicion y funcién de la microbiota intestinal. Sayago-Ayerdi
y cols. (2019) mencionan que la cascara de mango podria promover la produccion
de Bifidobacterias al llegar a las 24h de fermentacion coldnica, mientras que al
llegar a las 72 h de fermentacion existe una mayor produccion de Bifidobacterias
y Lactobacillus. Sin embargo, a diferencia de este trabajo la metodologia utilizada
por el investigador anterior fueron técnicas moleculares, las cuales son mucho mas

especifico en comparacién con el m{método empleado
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En cuanto a la presencia de Bacillus sp. este no mostré diferencias significativas
entre las muestras analizadas a los diferentes tiempos de fermentacion
mencionados con anterioridad (Ver Figura 7.8). Encontrando valores desde 3.17 x
10° hasta los 3.90 x 107. Sin embargo, la formulacién con mayor presencia de este
género fue el control positivo, esto podria deberse a que este es un glucésido
trisacarido altamente fermentable en el colon. Sarkar y Banerjee (2019)
mencionan que el género Bacillus sp, puede generar un efecto benéfico en
personas con enfermedades neuronales como Parkinson, ya que al estar presente
en el colon o bien ser consumida como probiotico esta puede convertir la L-tirosina
en L-Dopa convirtiéndose esta en dopamina, sustancia que genera un efecto

benéfico en el sistema nervioso humano.
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Figura 7.8 Identificacion de Bacillus sp. en los residuos de fermentacion colonica
de un refrigerio control (RCH), y los refrigerios con subproductos de mango (pasta,
cascara, semilla): F1 ), F2 &), F3 ).
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7.5. Identificacion del perfil de metabolitos microbianos mediante HPLC-
DAD-MS.

Para la identificacion del perfil de metabolitos microbianos mediante cromatografia
liquida, se procesaron los sobrenadantes de la fermentacion colénica de los
refrigerios a base de subproductos de mango a las 0, 6, 12, 24 y 48h de
fermentacion, los cuales fueron expresados en pMol. En el cuadro 7.2, se puede
observar la presencia de acido gentisico, el cual estd asociado con efectos
benéficos en la salud de quien lo consume, beneficios tales como actividad
antiinflamatoria, antigenotoxico, hepatoprotectores, neuroprotectores,
antimicrobiana, y especialmente actividad antioxidante (Abedi y cols., 2020). Con
respecto a la presencia del acido gentisico en las muestras de fermentacion
colénica de subproductos de mango se puede observar que durante el tiempo O
de fermentaciéon no hay presencia de este compuesto, y se mantiene de esta
manera para las muestras del refrigerio control y control positivo para todos los
tiempos, sin embargo, para la F1, F3 y control negativo se comienza a observar la
presencia de este acido durante las 6h de fermentacion. Al transcurrir 12 h de
fermentacion se observé la presencia en las formulaciones 1, 2 y 3 ademés del
control negativo observando un ligero aumento entre estas, al llegar a las 48h de
fermentacion se observo la concentracibn mas alta de acido gentisico en las
formulaciones con subproductos de mango, perdiendo presencia en el control
negativo. En cuanto al andlisis estadistico realizado se observé que existe
diferencia significativa para el tiempo 48 en la F1 y F2, siendo la primera quien

muestra la mayor cantidad de &cido gentisico con 14.9 uMol.
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Cuadro 7.2 Concentracion (uMol) de compuestos fendlicos identificados por HPLC-DAD-MS durante la fermentacion

colénica in vitro de la fraccién indigestible asilada de refrigerios elaborados con subproductos de mango.*

Tiempo
F1

Acido Gentisico
0 ND

6 7.15+155aA
12 9.28+3.56aA
24 11.13+4.05a A
48 149+1458b A

Acido Protocatéquico
0 ND

6 10.05+1.79aA
12 3.35+£0.07aA

24 ND

48 263+05aA

Acido Vanilico
0 ND

6 2508.67 +998.09 b B
12 104.03 £60.23a A

24 ND

48 102.48 £ 73.73a A

Acido Gélico
0 ND

6 434.69+35.19bB
12 174.76 +106.16 b A
24 100.41 £56.73 a A
48 33.95+20.94aA

Acido Sinapico
0 ND

6 2489+965aA
12 22.64+7.88aA
24 30.13+2091aA

159+149aA
6.39+3.88aA
7.76 £0.87 aA
7.06 £1.26ab A

0.87+0.02a A
775498 aA
3.54+3.99aA

6.68 +0.65a A
5.67+t4.2aA
531+03aA

21.13+6.36 a A
77.89+61.35bB
5.79+1.76 a A

475+ 4.37aA
329+271aA 111.98 + 36.66 b A
166.79 £ 29.57 b B

1.09+0.19aA

0.27+x0aA
835.74+481.85Aa
738.05+345.21a A
86.49+1.75aA
11822+ 7479 a A

1031.03£508.9a A
589.57 +497.46 a A
235.34 +254.68 a A
4204.87 £ 1087.98 b B

238.67 + 216.87 a 623.5+449.37a A
35.01+16.15a A

57.41+39.84aA

9.08+3.6aA
7.57+0.99aA
7.24+0.42aA

280.54 + 87.35 bB
194.31 + 55.45 b AB
58.24 +23.06 a A
65.5+86.35aA

311.67 £39.63b B
77.83+£91.84ab A
143.39+172.01a A
23.7+1585aA

9.78+0.55a A
115+207aA

13.02+1391aA
16.99+10.12a A
2431+481aA
21.73+146aA

2516 +15.82a A
37.84+11.31aA
14.04+08aA

29.32+6.06aA
20.16 +11.23 a A
2498 £23.09aA

256+958a A
33.23+14.68a A
3456 £16.56 a A

ND
1.75+046aA
1.82+0.54aA
1.47+083aA
ND

ND
ND
ND
1.09+0.56 a A
0.68 £0.37 a A

149.15 + 257.86 a A
0.27+0a
25.11+21.53aA
0.27+0aA
0.27+0a

7+*0aA

8.12+195aA
9.18+3.09aA
7.84+1.46aA
8.61+279aA

13.84 +15.34a A
18.09+8.13a A
2258 +20.5aA
43.38+2.09aA
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48 33.08+30.85aA
Maclurin

0 ND

6 1448 +4.79aA

12 1253 +£5.82ab A

24 7.27+6.49aA

48 11.77£1.57aA
Catequina

0 ND

6 1257 +£8.12aA

12 12.72+3.3ab A

24 125+1.73aA

48 15.3+£9.43ab A
Acido Elagico

0 ND

6 349+131aA

12 3.08+0.85aA

24 565+6.29aA

48 7.15+3.77aA
Mangiferina

0 ND

6 234.75+49.47b B

12 9.23+225aA
24 17.63+17.15aA
48 536 +3.75a A

62.86 £ 69.59 a A

ND
9.55+4.63aA
17.41+£4.15b A
7.02+6.59aA
9.94+723aA

ND

15.88 +7.05a AB
15.63 £ 6.76 ab AB
6.39+3.75 A
24.12+10.29b B

ND

6.95+0.82aA
6.17+5.01aA
5.66 +£3.08 a A
6.49+557aA

ND
145+17.42aA
6.34+£0.88aA
451+054aA
3.44+252aA

69.16 £+ 59.48 a A

ND
5.61+7.92aA
9.36 + 2.68 ab AB
5.14+153aA
18.57+10.82aB

ND

10.58 +3.18 a AB
22.01+10bB
15.16 +3.83 a AB
295+0.37aA

ND
6.07+4.85aA
279+06aA
411+15aA
9.92+759aA

ND
1154+6.64aA
224+107aA
3.61+1.67aA
251+1.63aA

27.91+15.82aA

ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
14.74+5.43 a
ND

ND
7.33+458aA
3.14+0.99aA
8.22+5.28aA
475+19aA

ND
ND
ND
ND
ND

26.71+x14aA

ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
159+7.21ab
ND
ND

ND
3.11+213aA
6.39+2.48a A
45+576aA
6.1+3.41aA

ND
ND
ND
ND
ND

4091 +28.96 a A

ND
ND
1.63+0.15a
ND
ND

ND
13.48+0aA
49+426aA
11.27+6.34aA
ND

ND
3.32+0.75aA
20.85+20.14a A
597+49aA
415+0.42aA

ND
ND
ND
ND
ND

! Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Letras minusculas diferentes por fila indican

diferencia significativa entre los refrigerios por tiempo analizado (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05). Letras mayusculs diferentes

por columna indican diferencia significativa entre los tiempos de fermentacion por muestra analizada (ANOVA, Tukey HSD
p<0.05) Refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1 (70:30), F2 (70:15:15), F3 (70:7.5:22.5).

Refrigerio control, RC.
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En cuanto al analisis de las muestras con respecto al tiempo no hubo diferencia

significativa. El acido gentisico (acido 2,5-dihidroxibenzoico) es un metabolito de
la aspirina (&cido acetilsalicilico) (Lorico y cols., 1986) considerado como un
polifenol bioactivo que se encuentra en muchas plantas alimenticias (melén
amargo maduro, grosellas, kiwi, achicoria y trigo sarraceno, entre otros) (Horax y
cols., 2010). Quirés-Sauceda y cols. (2017) reportan la presencia de &cido
gentisico en pulpay jugo de mango ataulfo de 0.24 mg/100g de pulpa frescay 0.18
mg / 750 g de jugo, también encontraron que este compuesto se logra encontrar
después de hasta 4 h de ser consumido dentro del plasma, aumentando la
cantidad de este compuesto si es consumido en jugo fresco. Sin embargo, no
existen reportes de la presencia de este compuesto después de la digestion y
fermentacion colonica en subproductos de mango o en un producto alimenticio. De
acuerdo con Sharmay cols. (2004) se ha demostrado que el acido gentisico posee
la capacidad de eliminar los radicales libres, ademas de ayudar en la restauracion
de enzimas antioxidantes, como la catalasa y glutation peroxidasa. Ademas, el
acido gentisico se ha definido como una nueva clase de inhibidores del factor de
crecimiento de fibroblastos potencialmente relevantes para el tratamiento del
cancer y las enfermedades relacionadas con la angiogénesis (Fernandez y cols.,
2010). Recientemente se ha demostrado que una concentraciéon de 0.08 ug / mL
de acido gentisico redujo la frecuencia de microndcleos en 76 % (24 h) y 79 % (48
h) reduciendo el dafio inducido en un 11 % y un 21 %, respectivamente en células
de hepatoma (tipo mas comun de cancer primario del higado) a pesar de presentar
ausencia de citotoxicidad y actividad antiproliferativa (Cavalcante y cols., 2018).

Por otro lado, también hubo presencia de acido protocatequico. Palafox, Gil-
Chavez, y cols. (2012) mencionan que este es uno de los principales compuestos
encontrados en el mango, que ha demostrado una relacion inversa con la
incidencia de distintas enfermedades, asi como generar un efecto benéfico en la
salud de quien lo consuma. En el cuadro 7.2 se puede observar que, en cuanto al

analisis estadistico realizado, si existe diferencia significativa por muestra entre los
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distintos tiempos de fermentacion coldnica, observando los valores mas altos para
el refrigerio control (71.89 uMol) y el control positivo (111.98 y 166.79 uMol) a las
12 y 24 h, lo cual podria estar directamente asociado con la cantidad de harina de
trigo presente en el refrigerio control. En cuanto a las formulaciones que contienen
subproductos de mango no hubo diferencias significativas entre ellos, obteniendo
los valores mayores la F1 a las 6 h de fermentacion (10.05 pMol), observando que
al paso del tiempo este disminuye para todas las muestras. Por otro lado, para el
analisis realizado por tiempo con respecto a cada una de las muestras no se
observan diferencias significativas (p>0.05). Se ha considerado que el acido
protocatéquico tenga un uso medicinal, debido a que es considerado un buen
modulador de diversas enfermedades (Cavalcante y cols., 2018).

En cuanto al 4cido vanilico encontrado en las muestras de fermentacion colonica
de los refrigerios a base de subproductos de mango, se observé que existen
diferencias significativas entre las muestras con respecto al tiempo observando
gue a las 0 h de fermentacién en las muestras con subproductos de mango este
compuesto no se encuentra presente, sin embargo, al iniciar las 6 h de
fermentacién comienza su aparicion, teniendo tendencia a disminuir con respecto
al tiempo en todas las muestras. Las muestras que muestran mayor cantidad de
acido vanilico son la F1 a las 6 h de fermentacién con 2508.67 uMol, y el control
positivo arrojando 4204.87 uMol a las 48h de fermentacién, con respecto a la F2
solo muestra presencia de este compuesto a las 6h de fermentacion (238.67 uMol),
desapareciendo por completo en las horas posteriores. Para la F3, a las 6 h se
obtuvo un valor de 623.5 uMol pero desaparece al llegar hasta las 48 de
fermentacion. Bazalar Palacios (2018) mencionan que el acido vanilico se
encuentra entre uno de los principales metabolitos presentes en el fruto de mango,
el cual podria generar un efecto antihepatotédxico, ayudando a disminuir los dafios
causados por esta enfermedad en el ser humano. Por otro lado, investigaciones
sugieren gue el acido vanilico esta directamente relacionado con la disminucién
significativa de la expresion de ciclooxigenasa-2, ayudando a eliminar y/o mejorar

los dafios causados por colitis ulcerosa (Kim y cols., 2010).
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Otro de los metabolitos encontrados en los sobrenadantes de fermentacion
colénica de estos refrigerios fue el acido galico, en cual se puede observar que
existe diferencias significativas entre muestras con respecto al tiempo (p<0.05).
Las formulaciones con subproductos de mango obtuvieron concentraciones
mayores de acido galico, siendo la F1 quien mostr6 una mayor concentracion
(434.69 pMol) con respecto a la F2 (280.54 puMol) y F3 (311.67 pMol) a las 6 h de
fermentacion. Sin embargo, las tres formulaciones muestraron una disminucion en
cuanto a la concentracion con el paso del tiempo (23.7 a 65.5 uMol). Es importante
sefalar que, el refrigerio control mostro valores de 9.78 y 11.5 pMol Unicamente
para los tiempos 6 y 12 h, respectivamente. El acido galico es considerado un
metabolito importante para la salud colon-rectal, ya que se considera que esta
directamente relacionado con la salud del mismo, Velderrain-Rodriguez y cols.
(2018) mencionan que el acido galico es un excelente auxiliar en la disminucion
de células cancerigenas en el colon al ser un compuesto altamente
antiproliferativo. Por otro lado, el &cido gélico también esta relacionado con
propiedades anticancerigenas pero esta vez en cancer de prostata, lo cual se ha
comprobado en algunos estudios in vivo con ratones. Los cuales mencionan que
el acido galico tiene grandes propiedades quimiopreventivas (Palafox, Yahia, y
cols., 2012). Ademés del cancer de préstata también se habla de la relacion de
este compuesto con la prevencién de cancer de colon ya que podria reducir el
crecimiento de células tumorales y prevenir la aparicion de lesiones precancerosas

en el colon durante el inicio de la carcinogénesis (Corrales Bernal y cols., 2014).

Por su parte, el acido sinapico, no muestra diferencias significativas con respecto
a los distintos tiempos y diferentes muestras. Se encontraron valores entre 13y 70
MMol. Sin embargo, este compuesto no se encontré presente a las 0 h de
fermentacion, mostré una ligera tendencia de aumento con respecto al tiempo. Los
valores observados para las muestras con subproductos de mango van desde los
24.89 hasta los 69.16 uMol, siendo la F3 a las 48h de fermentacidén quien mostro

la mayor cantidad de este compuesto.

64



Por otro lado, también fue identificado el compuesto Maclurin el cual durante el
tiempo 0 de fermentacion no mostré presencia, sin embargo, a partir de las 6 h de
fermentacidén sus valores comenzaron a incrementar en las formulaciones que
contienen subproductos de mango. La presencia de Maclurin muestra diferencias
significativas entre los tiempos de fermentacion por muestra analizada solamente
para la F3, en donde a las 48h de fermentacion se muestra una concentracion de
18.57 pMol, siendo este tiempo y formulacion quien muestra la mayor cantidad de
este compuesto, mostrando una similitud en la misma formulacion, pero a las 12h
de fermentaciéon con 9.36 uMol. Con respecto a la F1 y F2, estas no muestran
diferencias significativas en este analisis estadistico (p>0.05). En cuanto al analisis
estadistico realizado entre los refrigerios por tiempo analizado podemos observar
diferencias significativas entre estos (p<0.05). Se encontr6 los valores mayores
parala F2 a las 12h de fermentacién con 17.41 uMol, teniendo una similitud con la
F1y F3 durante las 1 2h de fermentacién. Con respecto a los tiempos 6, 24y 48 h
de fermentacion, estos no mostraron diferencias significativas entre si (p>0.05).

Por otro lado, se encontré la presencia de catequina, la cual al igual que algunos
compuestos anteriores no mostré presencia a las 0 h de fermentacion, sin
embargo, a partir de las 6 h de fermentacion este se hizo presente en las
formulaciones con subproductos de mango, principalmente. En cuanto al andlisis
estadistico realizado entre los tiempos de fermentacion por muestra no se observo
diferencia significativa para la F1, sin embargo, para la F2 se detect6 diferencias
significativas, obteniendo el mayor valor para las 48h de fermentacion (24.12
puMol), teniendo similitud a las 6 y 12h de fermentacion, obteniendo el valor mas
bajo a las 24h de fermentacién con 6.39 uMol. En cuanto a la F3, esta también
mostré diferencias significativas entre los tiempos de fermentacion observando el
valor mayor a las 12 h de fermentacion (22.01 uMol), con similitudes a las 6 (10.58
uMol) y 24 h (15.16 uMol) de fermentacion, disminuyendo la concentracién a las
48h (2.95 uMol). Para el analisis estadistico realizado entre los refrigerios por
tiempo analizado se logro observar diferencias significativas a las 12 y 48h de
fermentacion con valores mayores de 22.01 pMol para F3 y 24.12 yMol para F2,

respectivamente.
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En cuanto a la presencia de acido elagico, este se mostro a partir de las 6 h de
fermentacion para todas las muestras analizadas. En cuanto al analisis estadistico
realizado no se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacion para ninguna de las formulaciones realizadas, ni entre los refrigerios
por tiempo analizado (p>0.05). Para las formulaciones con subproductos de
mango se obtuvieron valores que van desde los 2.74 hasta los 9.92 pMol,
obteniendo el valor mayor en la F3 a las 48 h de fermentacion.

Con respecto a la manguiferina, la cual se logré observar a partir de las 6 h de
fermentacién solamente para aquellas formulaciones que contienen subproductos
de mango. La F2 y F3 no mostraron diferencias significativas entre ellas ni entre
sus tiempos de fermentacion. Sin embargo, para la F1, se observaron diferencias
significativas en ambos analisis estadisticos, obteniendo los valores mayores a las
6 h de fermentacion con 234.75 uMol, esta diferencia es entre los tiempos de
fermentacion por muestra, asi como entre los refrigerios por tiempo analizado. Se
ha reportado que la manguiferina puede ejercer actividad pro farmaco, al ser
deglicosilado por bacteroides sp, también llamadas bacterias MANG, de esta
manera se convierte en varios metabolitos los cuales pueden tener actividades
biolégicas mas fuertes que el compuesto original en si (Souza y cols., 2020).
Algunos estudios in vitro han demostrado que la manguiferina tiene una actividad
antiviral contra el herpes simple, asi como actividad antioxidante y anti VIH

(Sanugul y cols., 2005).

En el cuadro 7.3, se observa la concentracion de compuestos fendlicos
identificados por HPLC-DAD-MS, en donde se observa la presencia de 3-(4-
Hidroxifenil) &cido propidnico. Para este compuesto el analisis estadistico entre los
tiempos de fermentacion por muestra, no mostro diferencia significativa para

ninguna de las formulaciones analizadas. Sin embargo, entre los refrigerios por
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tiempo analizado se logré observar diferencias significativas para las 6h de
fermentacién en el refrigerio control que presentd la mayor concentracién (41.71
pMMol). En cuanto a las formulaciones que contiene subproductos de mango no se
observaron diferencias significativas y los valores se encontraron entre 1 y 21

puMol.

El acido 3,4-Dihidoxifenilacético fue encontrado a partir de las 6 h, teniendo una
mayor concentracion en la F1 con respecto a las otras dos formulaciones con
subproductos de mango. Con respecto al andlisis estadistico entre los tiempos de
fermentacion por muestra, no se observaron diferencias significativas para la F2 'y
F3 con respecto a las formulaciones con subproductos de mango, para el refrigerio
control y el control positivo no se mostré presencia de este compuesto y para el
control positivo se encuentra presencia, sin embargo, no mostré diferencias
significativas. Con respecto al andlisis entre los refrigerios por tiempo analizado se
muestran diferencias significativas para las 6h de fermentacién obteniendo el
mayor valor en la F1 con 37.47 uMol, mostrando una similitud a las 24 h con 25.11
pUMol. Para la F1 se encontro el valor mas bajo a las 12 h de fermentacion (19.06
pMol).

Con respecto al compuesto 5-(3",4"-dihidroxifenil)-y-valerolactona fue identificado
con el ion 207 y observado a partir de las 6h de fermentacion, sin embargo, no
mostré diferencias significativas entre los tiempos de fermentacion por muestra, ni
entre los refrigerios por tiempo analizado (p>0.05). En cuanto a la presencia de
este compuesto para los refrigerios con subproductos de mango, podemos
observar que, a pesar de no mostrar diferencias significativas, en la F1 se encontré
un ligero aumento con el paso del tiempo, pero es la formulacion que menos
presencia de este compuesto mostro (valores entre 7.12 y 12.53 pMol). En cuanto
ala F2y F3 se observo una ligera disminucion con el tiempo de fermentacion. Por
otro lado, también fue encontrado el compuesto Urolitina A, a partir de las 12 h de
fermentacion y solo en las formulaciones que contienen subproductos de mango.
En cuanto al andlisis estadistico realizado, se puede observar que existen

diferencias significativas entre los tiempos de fermentacion por muestra para la F3
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a las 12h de fermentacion, la mayor concentracion (45.51 uMol, p<0.05). Por otro
lado, también se mostraron diferencias significativas entre los refrigerios por
tiempo analizado y se encontré que a las 24 h de fermentacion la F2 con 25.41

uMol, mostré mayor concentracion sobre todo los tiempos.

La presencia de Noratiriol fue evidente Unicamente en las formulaciones con
subproductos de mango a partir de las 6 h de fermentacién. Se encontraron
diferencias significativas entre los tiempos de fermentacion para la F1 con la
concentracion mas alta (129.72 uMol) a las 12h de fermentacion. Las formulaciones
2 y 3 estas no mostraron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacién por muestra (p>0.05). En cuanto al andlisis estadistico realizado
entre los refrigerios por tiempo, la formulacion uno es quien muestra algunas
diferencias significativas (p<0.05). A las 12 y 24, la F1 presentd la mayor
concentracion de este compuesto con 129.72 y 81.82 pMol. El noratiriol es
conocido como el principal metabolito producido por una deglicosilacion de
mangiferina por bacterias colénicas. Este metabolito es un compuesto citotdxico
contra células CaCO-2, mientras que también podria ser citostatico contra las
células A2402865 (IC50=51uM para ambas células)(Souza y cols., 2020). Este
compuesto también es conocido por ejercer algunas actividades antiinflamatorias,

vaso relajantes y antiplaquetarias (Sanugul y cols., 2005).

Se identifico la presencia de galoil-glucosa en las formulaciones con subproductos
de mango las cuales no mostraron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacién con un rango de concentracion de 10.5 a 25.23 uMol. En cuanto al
analisis realizado entre los refrigerios por tiempo de fermentacién tampoco se
observaron diferencias significativas entre las muestras. La presencia de este

compuesto para el RC fue nula en los tiempo 0, 6 y 12 horas de fermentacién
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Cuadro 7.2 Concentracién (uMol) de compuestos fendlicos identificados por HPLC-DAD-MS durante la fermentacion

coldnica in vitro de la fraccion indigestible asilada de refrigerios elaborados con subproductos de mango.!

Tiempo Muestra
F1 F2 F3 RC C+ C-
3-(4-Hidroxifenil) &cido propidnico
0 ND ND ND ND ND ND
6 20.65+11.12aA 1.7£1.82aA 516+x1.8aA 41.71£2551aA 40.64 £ 37.62a A ND
12 195+x1.2aA 194+182aA 222+183aA 33.65+29.37b A 58.37£32.43b A ND
24 4.06+203aA 145+1.37aA ND 3.65+393aA 32.11+209aA ND
48 ND 1.01+1.09aA ND 0.96+0.93aA 35.22 +28.54a A ND
3,4- acido Dihidroxifenilacetico
0 ND ND ND ND ND 6.47 +1.36 A
6 37.47+12.76 b B ND 16.18+x1.5aA ND ND 7.05+x236aA
12 19.06 +56aA 20.45+1459aA ND ND ND 6.63+1.63aA
24 25.11+£13.09 b AB ND 13.68+5.99ab A ND ND 569+x0aA
48 ND 6.19+552aA ND ND ND 569+0aA
5-(3",4"-dihidroxifenil)-y-valerolactona
0 ND ND ND ND ND ND
6 9.33+9.64aA 1355+6.34a A 14.99+9.34aA 8.96+536aA 3.89+257aA 1.57+£0.78a A
12 7.23+506aA 1434 +13.15a A 10.05+5.83aA 75+34aA 453+223aA 20.26+2.8aA
24 7.12+3.64aA 8.49+326aA 13.01+8.72a A 10.28+4.79a A 1.41+£081aA 11.41+549aA
48 12.53+10.94a A 10.14 +5.97a A 478+ 3.46aA 10.19+1.87aA 10.33+5.93a A 9.89+549aA
Urolitina A /ion 227
0 ND ND ND ND ND ND
6 ND ND ND ND ND 1.71+2.08
12 7.34+199aA 19.9+21.47aA 4551+9.33bB ND 0.57 +0.08 a ND
24 452+238aA 2541 +19.63b A 8.38+5.7ab A ND ND ND
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48 758 +3.36aA 14.06 + 14.84 a A

Noratiriol
0 ND ND
6 49.74+13.13aA 2851+6.36aA
12 129.72+7498bB 51.47+11.8aA
24 81.82+61.2bA 34.84+26.96ab A
48 63.24+32.82aA 14.71+984aA
Galoil-glucosa
0 ND ND
6 10.5+1.09a A 18.2+10.01a A
12 16.33+6.93a A ND
24 10.87 + 0.66 a A 11.38+1.44aA
48 21.71+12.67aA 17.88+8.4a A

9.82+148aA

ND
57+16.34a A
17.43+10.98a A
17.71£9.95ab A
485+19aA

7+t0aA
13.95+3.86 a A
17.67+4.76 a A
1256+ 2.89aA
25.23+19.73a A

ND

ND
ND
259+0.72aA
3.86+2.7aA
ND

ND

ND

ND
14.24 +5.87 a
1441 +1.46a

ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
ND ND
7.32+056aA 7+0aA

1255+ 7.45aA
13.31+6.05aA
189+4.07aA
13.74+5.36a A

119+188aA
19.77+11.68a A
16.94+5.87aA
15.14+3.79a A

! Los resultados fueron expresados como la media + desviacién estandar (n=3). Letras mindsculas diferentes por fila indican

diferencia significativa entre los refrigerios por tiempo analizado (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05). Letras mayusculs diferentes

por columna indican diferencia significativa entre los tiempos de fermentacién por muestra analizada (ANOVA, TUkey HSD

p<0.05) Refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1 (70:30), F2 (70:15:15), F3 (70:7.5:22.5).

Refrigerio control, RC.
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Otro de los compuestos identificados mendiante HPLC (Cuadro 7.4) fue Etil 2,4-
dihidroxi-3-(3,4,5-trihidroxibenzoico) oxibenzoato, el cual se encontré presente a
partir de las 6 h de fermentacion coldnica observando que no existen diferencias
significativas entre el tiempo de fermentacién por muestra analizada (p>0.05). Sin
embargo, al realizar el andlisis estadistico entre muestras por tiempo de
fermentacion, se observaron algunas diferencias significativas para el control
negativo, siento este quien muestra una mayor concentracion con respecto a los
demas refrigerios (976.06-1357.17 uMol) mostrando resultados similares para la
F2 alas 6 h de fermentacion, para F3 y RC a las 6 y 12h. Este compuesto ha sido
encontrado en frutos de mango por algunos investigadores, sin embargo, no se ha

estudiado al su impacto biolégico en los seres vivos (De Ancos y cols., 2013)

La dehidroximangiferina fue identificada con el ion 405 la cual se hizo presente a
partir de las 6 h de fermentacion para todas las formulaciones. Al realizar el analisis
estadistico no se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacion por muestra (p>0.05). En cuanto al analisis estadistico realizado
entre muestras por tiempo de fermentaciébn se logré6 observar diferencias
significativas para la F3 a las 48h de fermentacién en donde se observé una mayor
concentracion de este compuesto (18.93 uMol), teniendo similitud a las 48h de
fermentacién para la F1 con 12.5 pMol. Otro compuesto identificado fue la
Iriflofenona-3-C-B-D-glucosido fue identificada con el ion 407, a partir de las 6h de
fermentacion coldnica, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
durante el analisis estadistico entre tiempo de fermentacién por muestra analizada,
ni entre muestra por tiempo de fermentacion (p>0.05). Los valores encontrados

para este compuesto fueron entre 4 y 12 uMol.

Otro compuesto identificado fue la quercetina-3-O-glucésido, también conocida
como isoquercetina, la cual fue encontrada con el ion 463, para este compuesto
fue posible localizarlo a partir de las 6 h de fermentacion colonica. No se mostraron
diferencias significativas entre los refrigerios analizados por tiempo de
fermentacién coldnica (p>0.05). En cambio, al analizar las muestras entre tiempos

de fermentacién se pudo observar una diferencia significativa durante las 48h de
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fermentacion para los controles positivo y negativo, siendo estas muestras quienes
presentaron una mayor concentracion de isoquercetina (3.27 y 5.49 uMol,
respectivamente). Los resultados sugieren que los subproductos no incrementan
la concentracidon de este compuesto. Se ha encontrado que este compuesto esta
presente en el fruto de mango el cual podria generar un efecto benéfico para la
salud de quien lo consuma (Arias Gorman, 2017).

Otro compuesto identificado es la Iriflofenona-3-C-(2-O-galoil)-B-D-glucésido, la
cual estéd presente en todas las formulaciones analizadas a partir de las 6 hde
fermentacion colonica y no se muestra diferencia significativa entre las muestras
con respecto al tiempo de fermentacion, ni entre los tiempos de fermentacion por

cada muestra (p>0.05). No hay reportes de este compuesto en la literatura.

También fue identificado el compuesto Quercetina-3-O-diglucosido con el ion 595
y la iriflofenona-3-C(2,3-di-O-Galoil)-B-D-glucésido utilizando el ion 727. Para
ambos casos estos compuestos se localizaron a partir de las 6 h de fermentacion
colénica y fue observada en todas las formulaciones realizadas incluyendo los
controles positivo y negativo, en cuanto al andlisis estadistico para ambos
compuestos, no se observaron diferencias significativas entre los tiempos de
fermentacidn por muestras, ni para las muestras por cada tiempo de fermentacion.

No hay reportes de esteos compuesto en la literatura.
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Cuadro 7.4 Concentraciéon (uUMol) de compuestos fendlicos identificados por HPLC-DAD-MS durante la fermentacion
coldnica in vitro de la fraccion indigestible asilada de refrigerios elaborados con subproductos de mango.!

. Muestra
Tiempo
F1 F2 F3 RC C+ C-
Etil2,4-dihidroxi-3-(3,4,5-trihidroxibenzoico)oxibenzoato
0 ND ND ND ND ND ND
6 446.93+45.89a A 640.9+180.18ab A 644.03+100.58ab A 732.91+50.12ab A 530.74+25.88ab A 976.06 +103.32b A

12 540.72 +52.87a A 676.44+28.06aA 77554+59.78ab A 703.52+216.49ab A 533.97+8559aA 1193.31+87.95bA

24 411.29 £303.71aA 660.69+£81.76 a A 759.49+60aA 816.94 + 212.44a A 567.73+20.23aA 131299 +40.28b A

48 631.65+53.82aA 724.22+3251aA 847.1+5041aA 63505+641.44aA 508.05+6514aA 1357.17+106.71bA
Dehidroximangiferina

0 ND ND ND ND ND ND

6 9.22+1.46aA 487+222aA 11.99+3.37aA 3.47+1.79aA 1248+ 0.21aA 8.12+3.65aA

12 9.75+7.11aA 1442 +4.05a A 124+1.07aA 10.75+1.74a A 7.33+594aA 8.62+3.6aA

24 11.38+1.57aA 9.2+6.37aA 12.62+1.65aA 6.02+7.06aA 1492+285aA 6.52 £ 3.66 a A

48 125+2.08ab A 9.91+8.82bA 18.93+4.67aA 6.65+5.62aA 5.44+3.95aA 16.87+1.88aA
Iriflofenona-3-C-B-D-glucosido

0 ND ND ND ND ND ND

6 443 +4.43aA 6.21+3.44aA 261+291aA 53+3.49aA 11.14+£11.31aA 3.49+4.08aA

12 492+4.26aA 9.8+294aA 7.78+565aA 8.05+0.85a A 6.78+£3.49aA 9.14+4.27aA

24 7.16+3.62aA 9.43+555aA 8.19+529aA 9.35+5.73aA 9.35+6.54aA 8.08+4.59aA

48 437+358aA 556 +4.89a A 9.77+8.1aA 9.16 £ 0.66 a A 2.86+0.24aA 10.86+1.59a A
Quercetina-3-O-glucosido (isoquercetina)

0 ND ND ND ND ND ND

6 184+121aA 253+1.58aA 4.08+1.98aA 149+122aA 286+1.3aA 294+1.46aA

12 403+1.21aA 4+245aA 501+1.37aA 3.92+044aA 248+ 1.16aA 347+226aA

24 3.056+215aA 1.29+0.62aA 41+111aA 3.1+1.76aA 3+151aA 259+ 1.07aA

48 256+ 1.28ab A 2.33+156ab A 1.22+061laA 1.83+153abA 3.27+0.62b A 549+02bA

Iriflofenona-3-C-(2-O-galoil)-B-D-glucésido
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0 ND ND ND ND ND ND
6 935+6.9aA 11.62+459aA 16.4+593aA 11.79+3.79aA 10.86 +10.51a A 1555+1.14aA
12 11.08+4.77aA 21.06 £587aA 16.15+395aA 10.38+4.97aA 991+297aA 1359+9.62aA
24 1055+6.1aA 13.22+5.8aA 16.04 +4.69 a A 15.13+4.49aA 8.77+6.51aA 18.03+3.35a A
48 9.85+1201aA 23.02+6.89aA 10.32+9.59aA 11.18+4.35a A 13.62+3.21aA 13.72+46aA
Quercetina-3-O-diglucésido
0 ND ND ND ND ND ND
6 271+091aA 0.99+0.28aA 298+ 1.64aA 1.24+0.62aA 0.72+0.67aA 1.02+054aA
12 259+135aA 3.37+2.37aA 134+044aA 253+0.88aA 0.96+0.55aA 299+218aA
24 0.68+0.05aA 1.34+1.1aA 154+056aA 3.29+159aA 349+t24aA 0.94+057aA
48 246+3.1aA 217+1.48aA 28+3.08aA 0.68+0.42aA 2.16+0.34aA 215+ 1.77aA
Iriflofenona-3-C(2,3-di-O-Galoil)-B-D-glucosido
0 ND ND ND ND ND ND
6 13.07+4.18a A 1093+1.73aA 12.7+397aA 9.69+3.32aA 12.86 +3.38a A 8.87+581aA
12 1043+1.45aA 10.63+4.18a A 8.76 £5.61a A 857+455aA 577 +3.25aA 11.07+293aA
24 6.58+2.59aA 6.09+3.16a A 10.64+2.96aA 10.43+3.28a A 1259+1.49aA 8.95+255aA
48 6.23+4.02aA 8.06 £+ 7.56 a A 7.04+4.74aA 10.13+4.2aA 13.58+0.93aA 9.13+0aA

! Los resultados fueron expresados como la media + desviacion estandar (n=3). Letras mintsculas diferentes por fila indican
diferencia significativa entre los refrigerios por tiempo analizado (ANOVA, Tukey HSD, p<0.05). Letras mayusculs diferentes
por columna indican diferencia significativa entre los tiempos de fermentacion por muestra analizada (ANOVA, TUkey HSD

p<0.05) Refrigerios con subproductos de mango (pasta, cascara, semilla): F1 (70:30), F2 (70:15:15), F3 (70:7.5:22.5).

Refrigerio control, RC.
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7.6. Inhibicién enziméatica a-amilasa.

La inhibicion de la enzima alfa amilasa, fue realizada en los sobrenadantes de
fermentacion colénica a las 48 h y fueron expresadas en % de inhibicion enziméatica
(Figura 7.9). En donde se observd que no existe diferencia significativa entre las
muestras, obteniendo valores entre los 88.1457 y 99.7169%. No se encontrd
inhibicién enzimatica durante este tiempo en las muestras de fermentacion de los
refrigerios a base de subproductos de mango, sin embargo, no se debe descartar
la posibilidad de que exista inhibicion enzimatica durante los tiempos 6, 12 y 24h
de fermentacion. Esto debido a la gran cantidad de polifenoles presentes en el
fruto de mango ataulfo tal como se menciond con anterioridad. Actualmente no hay
presencia de investigaciones sobre inhibicibn enzimatica por los extractos de
metabolitos generados por la microbiota col6nica, sin embargo, diversos autores
como Gondi y cols. (2015) menciona que dentro del intestino delgado los
fitoquimicos presentes en distintas partes del fruto de mango mejoran la
homeostasis de la glucosa, logrando una inhibicion de la enzima alfa amilasa y alfa
glucosidasa, por lo que se puede creer que los compuestos bioactivos presentes
dentro de las estructuras resistentes a la digestion al llegar al colon y ser
hidrolizados por la microbiota podrian crear metabolitos capaces de inhibir la
actividad enzimética en el colon. Por otro lado, Wall-Medrano (2018) menciona que
los polifenoles presentes en el fruto de mango ataudlfo pueden generar un efecto
inhibitorio en enzimas alfa amilasa y lipasa, pudiendo generar asi un alimento con
efecto antidiabético y antiobesogénico. Sin embargo, también hace mencién sobre

la poca investigacion existente de estos parametros a nivel colénico.
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Figura 7.9 Inhibicibn de enzima alfa amilasa en sobrenadantes a las 48h de
fermentacién colonica en refrigerios elaborados con subproductos de mango (F1,
F2 y F3), refrigerio control (RC)
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

La incorporacion de subproductos de mango incrementa el contenido de
fraccion indigestible, particularmente la fraccion insoluble. Las fracciones
indigestibles de las formulaciones con subproductos de mango presentaron mayor
contenido de fenoles solubles totales, comparado con el refrigerio control. Los
subproductos de mango incrementan la cantidad de metabolitos producidos por la
microbiota colonica como urolitina A y noratiriol los cuales pueden resultar en
efectos potencialmente benéficos para la salud. Es importante mencionar, que los
compuestos fendlicos que se encuentran en la matriz de la fraccion indigestible al
interactuar con la microbiota colonica pueden ser biotransformados a nuevos
metabolitos. Tantos los compuestos bioactivos y sus metabolitos pueden
proporcionar actividad antioxidante. Por otro lado, los SM no favorecen el
crecimiento bacterias benéficas como Lactabacillus y Bifidobacterias, sin embargo,
se sugiere corroborar estos resultados con analisis moleculares. Tampoco se
observé inhibicion de la enzima a amilasa por los extractos de fermentacion
coldnica a las 48 horas. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que que en
los tiempos 6,12, y 24 h pudiese generarse esta inhibicion. Ademas, para futuros
estudios es necesario evaluar concentracion minima inhibitoria de los extractos
sobre estas enzimas, ya que la inhibicion puede ser dependiente de la
concentracion. La F1 (70:30:0) obtuvo valores satisfactorios en capacidad
antioxidante. Asimismo, mostré ser el refrigerio con una mayor capacidad
fermentable, por lo tanto, se puede concluir que la adicion de SM en un refrigerio,
puede potencializar la capacidad antioxidante de los refrigerios, asi como la
cantidad de FST presentes, y ayuda a obtener refrigerios altamente fermentables,
y con una cantidad considerable de fraccion indigestible. Por lo tanto, la
incorporacion de harina de pasta, cascara y semilla de mango proporciona
cambios potencialmente benéficos durante la fermentacién coldnica de la fraccion
indigestible de un refrigerio tipo barra. Los efectos en la salud de los extractos
de fermentacion deben probarse en otros sistemas in vitro o in vivo para corroborar

los resultados encontrados en esta investigacion.
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