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Efecto de procesamiento sobre la estabilidad de polifenoles en extracto de mango
(Mangifera indica L.)

Liliana Sofia Reyes Aguilar

Resumen. El mango, fruta rica en polifenoles que previenen enfermedades. Los
polifenoles son estables en pH &cido, al unirse con proteinas pueden llegar a tener alta
estabilidad en el proceso digestivo, sin embargo en extractos esta union hace que se
encuentren menos disponibles para su estudio. El objetivo del estudio fue determinar el
efecto del pH (inicial y acidificado), temperatura (ambiente y refrigeracion) y filtrado
(Bentonita y Tierra Deatomacea) en la concentracion y estabilidad de polifenoles en
extracto de mango (Fase I). Ademas, se evaluo la estabilidad y concentracion de acido
galico, tanico, taninos de mango y taninos de mango con Albumina de Suero Bovino
(ASB), en el proceso de digestion in vitro (Fase I1). Se usé un disefio experimental
completamente al azar con arreglo factorial y medidas repetidas en el tiempo. Se midié
polifenoles totales por el método Folin-Ciocalteau, se us6 cromatografia liquida (HPLC)
para medir la concentracion y el comportamiento de los polifenoles. Fase 1. Los
polifenoles se mantuvieron estables en ambos pH ya que son acidos, existié remocion de
proteinas y de compuestos fendlicos por filtrado, mayor concentracion de polifenoles en el
control en comparacion con tratamientos filtrados. Fase Il: La estabilidad a través de
digestion in vitro se ve influenciada por la hidrolisis acida sufrida en el estbmago como
por la degradacion de polifenoles en el medio alcalino del intestino, enzimas gastricas
solo afectaron proteinas, a mayor hidrolisis mayor absorcion de polifenoles. Se
recomienda usar espectrometro de masas con trampa de iones (HPLC-MS) para
comprobar hipdétesis planteadas.

Palabras clave: Digestion in vitro, hidrdlisis, pH, remocion de proteinas.

Abstract. Mango a fruit rich in polyphenols that prevent disease. Polyphenols are stable
in acidic pH, binding proteins can have high stability in the digestive process. However,
in extracts this union makes polyphenols less available for study. The objective of the
study was to determine the effect of pH (initial and acidified), temperature (environment
and refrigeration) and filtered (Bentonite and Deatomaceous Earth) in the concentration
and stability of polyphenols in mango extract (Phase ). Furthermore, stability and
concentration of gallic acid, tannic acid, mango tannin and mango tannin with Bovine
Serum Albumin (BSA) in the in vitro digestion process was evaluated (Phase II). A
completely randomized design with factorial arrangement and repeated measures over
time was used. Total polyphenols were measured by the Folin-Ciocalteu method, was
used liquid chromatography (HPLC) to measure the concentration and the behavior of the
polyphenols. Phase I: The polyphenols were stable in both pH because are acids, removal
of proteins and phenolics compounds existed in the filtered treatments, higher
concentrations of polyphenols in control treatment compared with filtered treatments.
Phase II: Stability through in vitro digestion is influenced by the acid hydrolysis in the
stomach and the degradation suffered by polyphenols in the alkaline medium of the
intestine, gastric enzymes only affected proteins, greater absorption with higher
polyphenols hydrolysis. It is recommended using the mass spectrometer ion trap (HPLC-
MS) to test hypotheses proposed.

Keywords: Hydrolysis, in vitro digestion, pH, protein removal.
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1. INTRODUCCION

Mango (Mangifera indica L.) fruta tropical con una gran importancia econémica, forma
parte importante de la economia de exportacion de muchos paises en desarrollo (Terry
2011). Es una drupa, climatérica, con produccion estacionaria, el desarrollo fisioldgico del
fruto se lleva a cabo en un periodo de 16 semanas en el cual aumenta de dimensiones y
peso. El peso de la fruta puede variar dependiendo de la variedad, el mango puede llegar a
pesar entre 500 y 600 gr. representando de un 80 a 90% el peso de la pulpa, dependiendo
de la variedad (Miranda 2013). El color de la céscara es generalmente una mezcla de
pigmentos verdes, rojos y amarillos con una considerable variacion en la maduracion en
funciéon de la variedad. La cascara del fruto es grueso y glandular y no se consume
normalmente, mientras que la pulpa es fibrosa y es altamente variable con respecto al
color, sabor vy el grado de textura fibrosa (Litz 2009).

Durante la década de 1990, surgié una tendencia a aumentar el consumo de frutas y
verduras por su contenido de fitoquimicos (Willett 2010).En las ultimas dos décadas el
uso de fitoquimicos ha aumentado de manera constante en todo el mundo por los
beneficios que puede aportar a la salud (Gurley 2011). EI mango y sus subproductos
pueden ser utilizados como ingredientes nutracéuticos en alimentos funcionales (Olivera
2012). Estudios han demostrado claramente que una dieta rica en frutas disminuye la
probabilidad de contraer enfermedades degenerativas como enfermedades
cardiovasculares y cancerigenas (Manach et al. 2005).

Las frutas tropicales juegan un papel importante en la dieta humana debido a sus altas
concentraciones de vitaminas, minerales, carotenoides, polifenoles y otros componentes
bioactivos con actividad antioxidante (Terry 2011). Entre estos compuestos bioactivos se
encuentran los compuestos fendlicos que poseen actividad antioxidante, dichos
compuestos debido a su composicidn quimica, poseen la habilidad de evitar la formacion
de radicales libres y prevenir o tratar enfermedades, por lo que tienen efectos positivos
sobre la salud (Hernandez 2007). EI mango es una buena fuente de compuestos
polifendlicos, tales como diversos flavonoides, acidos fendlicos y galotaninos. Entre estos
compuestos, el acido galico y taninos hidrolizables son los principales polifenoles con
actividad antioxidantes en mango (Terry 2011). Se ha demostrado que esta fruta es una
rica fuente de polifenoles que podrian ser utilizados como antioxidantes naturales para
reemplazar algunos aditivos alimenticios sintéticos (Ribeiro et al. 2008).

Los polifenoles son sensibles a cambios en pH, estudios han demostrado que existe una
degradacion oxidativa de dichos compuestos en medios alcalinos, demostrado una mejor
estabilidad en pH por debajo de 5.0 (Boza et al. 2000). Por lo que aumenta la probabilidad
de oxidacion durante los procesos digestivos. Debido a que el mango contiene altas



concentraciones de compuestos polifenolicos con actividad antioxidante, anticancerigeno
y antimicrobiano (Friedman y Jurgens 2000), es importante entender el comportamiento
de estos compuestos durante los procesos digestivos y los cambios radicales en el pH. La
diferencia entre el ambiente acido del estbmago (pH 1.0 a 3.0), el intestino delgado
(Duodeno: pH 3.8 a 6.6) (Castells y Hernandez 2007) y el intestino grueso (pH 7.5 a 8.0)
(Tarcha 1990) puede tener un impacto significativo en la estabilidad de los polifenoles ya
que estos son muy sensibles a cambios en pH. Basandose en estos cambios de pH durante
la digestion se decidié comprobar si los polifenoles se mantienen estables y no se
degradan antes de ser absorbidos.

La interaccion de los polifenoles del mango con otros compuestos presentes en la fruta,
asi como macro y micronutrientes es un factor critico para su estabilizacion (Siebert
1999). EI contenido de proteina en la pulpa de mango es de alrededor de 0.7% (Sergent
1999). Por lo que se decide agregar Albumina de Suero Bovino (ASB), para comprobar si
la interaccion de proteinas y polifenoles, hacen dichos compuesto mas estables durante el
proceso de digestion.

Las proteinas y los polifendlicos pueden interactuar para formar complejos solubles
inicialmente que crecen a tamafio coloidal a un punto de turbidez o la formacion de
sedimentos (Siebert et al. 1996). La cantidad de turbidez o sedimento formado depende en
gran medida de la concentracion de proteinas y polifenoles, el tipo de proteina presente, y
las condiciones de almacenamiento (Temperatura y pH) (Siebert et al. 1996). Esta
interaccion de compuestos hace que los polifenoles se encuentren menos disponibles para
estudios. (Siebert 1999). Por esto se buscd la manera de reducir la union entre polifenoles
y proteinas, removiendo la proteina presente en el extracto con tierra diatomacea (Celite
545®) 'y bentonita. En este estudio se analizaron cambios en la estabilidad de los
polifenoles presentes en extracto de mango durante diferentes condiciones de
almacenamiento (temperatura y pH) y se puso a prueba la estabilidad de polifendles
durante la digestion in vitro para determinar como reaccionan a los cambios del entorno
entre el estdmago y los intestinos delgado y grueso.

Los objetivos del estudio fueron:

e Determinar el efecto del pH y temperatura en la concentracion de polifenoles en
extracto de mango.

e Determinar el efecto de filtrado en la estabilidad y concentracion de polifenoles en
cada muestra.

e Evaluar la estabilidad y concentracién de diferentes tipos de polifenoles a través de
digestion in vitro bajo diferentes condiciones de pH, enzimas gastrointestinales y
adicién de la proteina.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del estudio. EI mango fue despulpado en trozos y almacenado al vacio a -
18°C, en el afio 2012 por el laboratorio de fitoquimicos del Centro de Investigacion de
Frutas y Verduras en el Departamento de Nutricion y Ciencia de Alimentos en Texas
A&M University, CollegeStation, Texas - Estados Unidos. La pulpa de mango congelada
fue proporcionada por dicho laboratorio en el cual las fases experimentales del estudio se
llevaron a cabo.

Disefio del estudio. Para el estudio de estabilidad de polifenoles de extracto de mango
bajo diferentes condiciones de almacenamiento se utilizé disefio completamente al azar
(DCA) con un arreglo factorial de 3 x 2 x 2 (Cuadro 1) con tres filtrados del extracto de
mango: (control sin filtrado, filtrado con tierra diatoméacea y filtrado con bentonita),
exposicion a diferentes pH durante almaceniamiento: (4.2 y 2.5) y dos temperaturas
[ambiente (21-24°C) y refrigeracion (1-4 °C)]; obteniendo asi 12 tratamientos con tres
repeticiones para un total de 36 unidades experimentales. Todas las unidades
experimentales fueron sometidas a estas condiciones por un periodo de 21 dias. Los
resg@ltados fueron analizados con el programa “Statistical Analysis System” (SAS version
9.4%).

Cuadro 1. Disefio experimental, estudio de estabilidad de polifenoles en extracto de
mango bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

Temperatura
Filtrados 2l-4C 1-4c¢
pH
4.2 2.5 4.2 2.5

Control (sin filtrar) TRT1 TRT 2 TRT 3 TRT 4
Tierra diatomécea

(Celite 545@) TRT5 TRT6 TRT 7 TRT 8
Bentonita TRT 9 TRT 10 TRT 11 TRT 12

Para la digestion in vitro (Fase 1) se utilizo disefio completamente al azar (DCA) con 6
medidas repetidas en el tiempo en 4 tratamientos [Acido Galico, Acido tanico, Taninos de
mango y Taninos de mango con Albumina de Suero Bovino (ASB) al 1%]. Se realizaron
tres repeticiones para un total de 12 unidades experimentales. Los resultados fueron
analizados con el programa “Statistical Analysis System” (SAS version 9.4%).



Preparacion extracto de mango. Las muestras proporcionadas se encontraban
congeladas a -18 °C empacadas al vacio un mango maduro en trozos por bolsa, dichas
muestras fueron recolectadas en el 2012. Las muestras se descongelaron en agua caliente
a aproximadamente a 50 °C por 5 minutos, los pedazos de mango fueron licuados por una
licuadora de mano (HamiltonBeach®) con el objetivo de romper las paredes celulares del
mango Y dejar los compuestos quimicos disponibles.

Se mezclo el puré de mango obtenido con metanol y acetona en proporciones 1:1:1 para
solubilizar los compuestos en los solventes. Se dejé reposar por 30 minutos, luego se a
filtr6 con gasa para separar la pulpa del mango de los solventes mezclados con los
compuestos quimicos del mango. Se evaporaron los solventes en el evaporador rotatorio
(Bunchi®Rotovapor 1) para obtener los compuestos quimicos del mango y el agua que
gueda en el extracto.

Se realiz6 una segunda extraccion utilizando la pulpa que quedo en la gasa en el proceso
de filtracion, se le adiciond metanol y acetona en proporciones 2:1:1 para realizar una
segunda extraccion, se dejo reposar 30 minutos, luego fue filtrado utilizando un embudo
biichner con papel filtro FisherScientific® Q8 y una bomba de vacio. Se evaporaron los
solventes en el evaporador rotatorio (Bunchi®Rotovapor 1), se realizé una tercera
extraccion utilizando la misma pulpa usada en la segunda extraccion y el mismo
procedimiento. Finalmente, se mezclo el producto de las tres extracciones con el fin de
obtener un solo extracto.

Filtrado con tierra diatomécea (Celite 545%). Se mezclé la tierra diatomécea con agua
acidificada con &cido citrico (Sigma Aldrich®) al 3%. Se colocé la mezcla en un embudo
biichner con papel filtro (FisherScientific® Q8) y con la ayuda de una bomba de vacio se
cred un corcho de tierra diatoméacea en el embudo, se prosiguio a filtrar parte del extracto
de mango a través del corcho creado con la ayuda de una bomba al vacio. Se centrifugd
(5810 R Eppendorf®) el extracto en varios tubos Falcon® de 50 L, a 2,000 rpm por cinco
minutos y se elimino el precipitado.

Filtrado con Bentonita. Se colocO parte del extracto de mango con bentonita en
proporciones 100:1 se mezcld por cinco minutos y se prosiguié a colocar la mezcla en
varios tubos Falcon® de 50 mL. Se centrifugé la mezcla a 4,000 rpm por diez minutos
(5810 R Eppendorf®), y se eliminé el precipitado filtrando el extracto con papel filtro
(FisherScientific® Q8) y una bomba de vacio. Se volvié a centrifugar a 2,000 rpm por
cinco minutos y se elimino el precipitado.

Ajuste de pH. Se midi6 el pH inicial (4.2) de los tratamientos con el pHmetro
Symphony® B10P. Se a bajo el pH de los extractos utilizando &cido férmico (Fischer
Scientific®), hasta obtener todos los tratamientos con el pH deseados (2.5) para la primera
parte de este estudio en condiciones de almacenamiento.

Digestion in vitro. Se tomd una muestra inicial de cada tratamiento (AG, AT, Taninos de
mango, Taninos con ASB) de 1.5 mL en tubos Eppendorf® de 2 mL (muestra 1) para
analizar la concentracion inicial de polifelones de cada tratamiento en HPLC. Se
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prosiguio a simular la digestion estomacal colocando 4 mL de Jugo gastrico (pH 1.4)
FisherScientific® en un tubo de ensayo con 1 mL de cada tratamiento més 0.3 mL de
bicarbonato de sodio (LM NaHCOg) para ajustar el pH a 2.0, se homogenizé la mezcla e
inmediatamente se tomo otra muestra de 1.0 mL (muestra 2, pH 2.0). Se prosiguié a
agregar 3 mL de 100 mM HCL, para iniciar el proceso de digestion estomacal, se tomd
otra muestra de 1.0 mL (muestra 3, pH 2.0), la solucion fue burbujeada con nitrégeno por
5 minutos para remover el oxigeno presente y simular mejor las condiciones verdaderas
de la digestidn, se tapo e incub6 a 37 °C en movimiento por dos horas. Se enfrio la mezcla
en hielo por 1 minuto, y se prosiguié a tomar otra muestra de 1.0 mL (muestra 4, pH 2.0).
Se disolvieron las enzimas: extracto biliar porcino (2.4 pg/uL), extracto pancreatico
porcino (0.4 pg/pL) y lipasa porcina (0.2 pg/uL) (Krook y Hagerman 2012), en 1.5 mL de
agua en un tubo Eppendorf® de 2 mL, con la ayuda de sonicador. Se adicioné esta mezcla
de agua y enzimas a la muestra enfriada y se agregé 1 mL de 1M NaHCOj para alcanzar
el pH de 7.5 e iniciar la digestion pancreética, la solucion fue burbujeada con nitrégeno
por 5 minutos para remover el oxigeno, se tap6é e incubd a 37 °C en movimiento por dos
horas. Se enfrio la mezcla en hielo por 1 minuto, y se prosiguié a tomar otra muestra de
1.0 mL (muestra 5, pH 7.5). Luego de la digestion pancreatica se prosiguio a inactivar las
enzimas adicionando 0.1 mL de HCL para acidificar la mezcla, al llegar a pH 2.0. Se
prosiguio a tomar la muestra final de 1.0 mL (muestra 6, pH 2.0). Todas las muestras
tomadas se sometieron a analisis cromatogréfico, para determinar la concentraciéon de
polifenoles en cada etapa de la digestion.

Polifenoles totales (Folin-Ciocalteau). Se midio la cantidad total de polifenoles solubles
en la Fase | de este experimento, a través de la medicion de la capacidad reductora de la
muestra. Se utilizd 0.1 mL de la muestra a analizar, y a este se le adicion0 1 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteau (0.25M). Luego se mezcld y dejo reposar por tres minutos.
A la mezcla se le adiciond6 1 mL de carbonato de sodio 1M (Na,CO3; 1M), se mezclo y
dejo reposar por 7 minutos. Posterior a esto, se adiciond a la mezcla 5 mL de agua, se
mezcla y deja reposar 45 minutos, pasado este tiempo se leyd absorbancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 726 nm. Se realiz6 una curva estandar de
acido galico utilizando diferentes concentraciones con el objetivo de obtener la pendiente
de este y utilizar la formula [1], para calcular la concentracion total de polifenoles
solubles. Los resultados fueron reportados en mg/kg de equivalentes de acido galico.

Absorbancia

Concentracion (ppm) = Pondiente. X Factor de dilucion [1]

Analisis cromatogréafico. Todas las muestras (Fase | y II) fueron filtradas con un filtro de
0.45 um y colocadas en viales de 1.5 mL hasta ser analizadas. Se realiz6 en HPLC
Alliance Waters 2695 (Waters Corp., Mildfold, MA) con un detector de matriz de
fotodiodos (PDA) Waters 996. Las se realizaron en una columna Acclaim 120-C18 de 250
X 4.6 mm (Dionex, Sunnyvale, CA) con una columna guardia C18. Las fases moviles
utilizadas fueron agua acidificada al 0.01% con acido férmico (fase A) y metanol
acidificado al 0.01% con &cido férmico (fase B). Los flujos de gradiente utilizados fueron
de la fase A de 99% a 85% en 13 minutos; de 85% a 60% en 15 minutos; de 60% a 1% en
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21 minutos, en los ultimos 3 minutos se mantuvo en 99%, a un flujo durante todo el
analisis de 0.8 mL/ minuto. Los compuestos fueron comparados utilizando tiempos de
retencion y medicion del area bajo cada pico mostrado por el cromatograma. Los
resultados obtenidos fueron ajustados con la pendiente de una curva estandar de acido
galico utilizando diferentes concentraciones y los datos se reportaron como equivalente
mg-acido galico/kg.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I: Estudio de estabilidad de polifenoles de extracto de mango bajo diferentes
condiciones de almacenamiento.

Polifenoles totales. Se realizo el ensayo de polifenoles totales conocido como Folin-
Ciocalteau (FC) (Cuadro 2), los datos presentados son el resultado de la ecuacién [1], de
los datos obtenidos por el espectofotometro a 726 nm. En el estudio realizado se
encontraron diferencias estadisticas en el tiempo de almacenamiento de las muestras (P
<0.0001). En un estudio se determind que la interaccién de los polifenoles del mango con
otros compuestos presentes en la fruta como macro y micronutrientes es un factor critico
para la estabilidad de estos (Siebert 1999). Se sabe que el contenido de proteina del
mango es alrededor del 0.7% (Sergent 1999).

En el estudio realizado se encontraron diferencias estadisticas en el tiempo de
almacenamiento de las muestras (P <0.0001). En un estudio se determind que la
interaccion de los polifenoles del mango con otros compuestos presentes en la fruta como
macro y micronutrientes es un factor critico para la estabilidad de estos (Siebert 1999). Se
sabe que el contenido de proteina del mango es alrededor del 0.7% (Sergent 1999).

Los compuestos polifendlicos poseen la capacidad de unién con proteinas gracias a su alto
grado de hidroxilacion, esta interaccion depende mucho de las caracteristicas de proteinas
y fenoles, y de condiciones de reaccion (pH, temperatura y tiempo) (Hagerman 1989).
Debido a que los fenoles son un excelente donador de hidrogeno posee la habilidad de
formar fuertes puentes de hidrogeno con la proteina a través del grupo hidroxilo. (Cannas
et al. 2014). Las proteinas se pueden precipitar por cambios en el pH (Macarulla y Gofiil
1993)

Las pérdidas en el contenido total de polifenoles en el extracto de mango (Control) se
asume que es debido a la union de polifelones con proteinas las cuales se pudieron
precipitar debido al pH de la solucién, esta union reduce el nimero de grupos hidroxilo
que es lo que mide el analisis (Ainsworth y Gillespie 2007). Algunos polifenoles que han
pasado por oxidacion poseen aun capacidad reductora de metales y por lo tanto pueden ser
detectados en analisis (Talcott y Howard 1999). Por lo que los resultados presentados
pudieron obtener una variacion mayor a la obtenida.



Cuadro 2. Resultado de andlisis de polifenoles totales (Folin-Ciocalteau), en tratamientos de extracto de mango.

TIEMPO (DIAS)

T (°C) pH 0 7 14 21
42 2987 + 15607 281 + 5.55%@ 298 + 4.37°Y) 349 + 8.8432%
25 290 + 22.6°%9% 283 + 14.5°°%) 282 + 25.8°°%) 255 + 2.060°%Y)
o124 B 4.2 265 + 0.86' 266 + 3.049% 257 + 3.819% 238 + 1.354°Y)
i 25 271 + 8.66%"™ 268 + 4.15°W 261 + 6.58°Y) 243 + 3.856%'®
c 42 273 +5.11° 242 + 7.37°0) 227 + 2.43°@ 225 + 4,385
25 209 + 10.49% 199 + 3.76') 190 + 6.44%Y) 175 + 4.293"Y
A 4.2 302 + 5.41%°% 289 + 3.04°°V) 292 + 4.00%V) 287 + 4.288°Y
25 309 + 6.88°% 305 + 4.94°% 293 + 15.1%°0) 285 + 6.483"°Y)
1.4 B 4.2 284 + 3.27°%X) 284 + 2.65°°%) 268 + 5.74%%) 268 + 4,580
25 294 + 5,53%°%) 204 + 7.84%°%) 281 + 7.02°°%) 260 + 10.22%V)
c 4.2 270 + 11.5%"™ 263 + 5.29°% 263 + 1.58°%) 260 + 0.445%%X)
25 209 + 6.509%) 206 + 26.1f% 206 + 1.901) 205 + 3.8049%)
C.V. (%) 4.20

'A: extracto de mango (Control). B: extracto de mango filtrado con Bentonita. C: extracto de mango filtrado con tierra diatomacea (Celite 545®).
P Media aritmética. “Desviacion estandar. % Separacion de media entre tratamientos en un dia en especifico. ** Separacion de medias a través del tiempo
en cada tratamiento. C.V: coeficiente de variacion.



Por otra parte se puede observar que el tratamiento control a temperatura ambiente sufrié
un aumento a lo largo del tiempo, un estudio con manzana sufri6 un aumento en
polifenoles en diferentes condiciones de almacenamiento, se atribuyo a la variedad de la
manzana, ya que al comparar varias solo sucedia con una variedad en especifico
(Napolitano et al. 2004), en otro estudio se observé un aumento significativo en acidos
fendlicos presentes en zanahoria sometida a diferentes condiciones de almacenamiento
aerobico (Klaiber et al. 2005). EI comportamiento usual de los polifenoles en diferentes
condiciones de allanamiento es la tendencia a disminuir por accion de degradacion por
oxidacion (Mullen et al. 2002, Vallejo et al. 2003, Gliszczynska-Swiglo y Tyrakowska
2003).

Se encontraron diferencias estadisticas entre pH (P <0.0001). Los polifenoles son
compuestos acidos, debido a la naturaleza del grupo fenodlico y del grupo carboxilo
(Ocampo et al. 2008), estudios han demostrado que existe una degradacién oxidativa de
dichos compuestos en medios alcalinos, demostrado una mejor estabilidad en pH por
debajo de 5.0 (Boza et al. 2000). Ambos pH utilizados son acidos por lo que los
polifenoles presentes en las muestras presentaron un comportamiento estable en los pH
utilizados en los tratamientos.

Por otro lado se obtuvieron diferencias estadisticas entre temperaturas de almacenamiento
(P <0.0001). Se puede observar, que los tratamiento sometido a temperatura de
refrigeracion (1 — 4 °C), se mantuvo mas estable en comparacién al mismo tratamiento
sometido a temperatura ambiente (21 — 24 °C), ya que estudios han demostrado que la
unién entre proteinas u otro compuesto con polifenoles siempre ocurrird, sin embargo en
temperaturas de refrigeracion las moléculas poseen un movimiento mas lento, por lo que
estas reacciones tardaran mas en suceder (Fang et al. 2007). Por lo que las muestras
sometidas a temperatura de refrigeracion también presentaron una disminucion en el
tiempo sin embargo las muestras almacenadas a temperatura ambiente lo presentaron en
un tiempo menor.

Se presentaron diferencias estadisticas entre tratamientos sometidos a distintos tipos de
filtrado (P <0.0001). Segun la separacion de medias realizada con LSmeans para evaluar
la interaccion entre los distintos factores en el estudio, se puede observar que las muestras
del control (extracto sin filtrar), obtuvieron la mayor cantidad de polifenoles desde el
inicio del estudio hasta el final. Esto pudo ocurrir ya que la bentonita posee la capacidad
de remocion de hasta el 40% de proteina en vinos (Robinson et al. 2012), de acuerdo a un
estudio también provoca una disminucion significativa en la cantidad de fenoles, debido a
que poseen una gran afinidad por el intercambio i6nico entre particulas, la reduccion
obtenida en agua con una baja concentracion de fenoles (0.2 a 1.4 mg/mL, (Gonzéles et
al. 2007)), fue del 90 al 100%, dependiendo de las condiciones de manejo de la reaccion
(Shen 2002), tales como pH de la solucion (actia mejor en pH alcalino), tiempo de
contacto entre la arcilla y la muestra, concentracion inicial de fenoles en la muestra,
concentracion de bentonita empleada y temperatura (mejor en temperaturas altas), afectan
la afinidad entre componentes de bentonita y la muestra (Senturk et al. 2009), la remocion
de polifenoles y particulas depende principalmente de la concentracion inicial (Senturk et
al. 2009).



En este estudio los tratamientos filtrados con tierra bentonita obtuvieron una remocion de
polifenoles del 11% en promedio, comparando la muestras del dia 0 del control (pH 4.2)
con la muestra filtrada con bentonita del dia 0 (pH 4.2). La tierra diatomacea posee la
habilidad de remover de 2 a 5% de los polifenoles totales presentes en la muestra y del 21
a 23% de proteina en una vaya (Bayberry) (Fang et al. 2007), sin embargo el porcentaje
de remocidn de polifenoles depende de la concentracion inicial de la muestra (Senturk et
al. 2009). En este estudio existio una disminucion de polifenoles en este tratamiento del
8% en promedio, comparando la muestras del dia O del control (pH 4.2) con la muestra
filtrada con tierra diatomacea (Celite 545®) del dia 0 (pH 4.2). La muestra filtrada con
tierra deatomacea (Celite 545®) con un pH de 2.5, presentd una cantidad inicial menor de
polifenoles en comparacion con el resto de muestras, esto pudo suceder ya que primero se
filtrd la muestra con el pH inicial (4.2), y luego se filtrd la muestra destinada a ser
acidificada, por lo que pudo existir una reduccion en la porosidad inicial del filtro
causando una mayor retencion de compuestos para la muestra filtrada después, por lo que
existié una menor cantidad de polifenoles iniciales.

Analisis cromatografico. Se realizo este analisis con el objetivo de tener una
cuantificaciéon de polifenoles méas exacta y corroborar los datos obtenidos en el analisis
anterior, ya que el metodo de Folin-Ciocalteau es basado en la reaccion colorimétrica al
reducir un grupo hidroxilo con los componentes del reactivo, donde la reaccion es medida
en el espectofotometro (Magalhaes et al. 2006). Con este método pueden cuantificarse
otras sustancias presentes en la muestra con capacidad reductora (Ainsworth y Gillespie
2007) por lo que es un méetodo inexacto. Por lo que se utiliza el anélisis de cromatografia
liquida para cuantificar de manera mas precisa y especifica, y corroborar los datos
obtenidos con el método de Folin-Ciocalteau

El mango posee 4cido galico y taninos hidrolizables los cuales son en su mayoria
galotaninos. (Kim et al. 2007, Talcott et al. 2005). En estudios recientes se muestra la
presencia de dos mono-galoil-glucosa identificados con una union éster o éter del acido
galico a una glucosa, siendo la forma éster que presenta una concentracion mayor en
relacion a la forma éter en extracto de mango (Krenek et al. 2014). Se identificd
mediante HPLC-MS los componentes acido gallico, éster mono galoil glucosa y éter
mono galoil glucosa, cada componente posee una configuracion de iones especifica
(Krenek et al. 2014), por lo que para realizar la identificacion se busco la presencia de
iones especificos en los compuestos (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de polifenoles presentes en extracto de mango.
1: Ester Mono Galoil Glucosa, 2: Acido Galico, 3: Eter Mono Galoil Glucosa.

Se identificaron estos compuestos con el objetivo de realizar una cuantificacion mas
especifica de los polifenoles y poder observar cambios en el tiempo y en el
comportamiento de estos compuestos; también se cuantificaron el area de todos los picos
presentes en los cronogramas con un espectra (A) de 280 nm (Figura 2).
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Figura 2. Cromatograma de muestra analizada en HPLC, mostrando los picos de los

polifenoles cuantificados del extracto de mango expuestos a diferentes tratamientos.
'Ester-mono-galoil-glucosa. 2Acido-gélico. *Eter-mono-galoil-glucosa.

Se tomaron muestras de los tratamientos en el dia 0 y 21 para ser analizadas en HPLC, se
cuantificaron todos los picos presentes en cada muestra (Cuadro 3), para observar en
comportamiento en general de la muestra a través del tiempo, bajo las diferentes
condiciones de almacenamiento.

En este estudio no se encontraron diferencias estadisticas en temperaturas de
almacenamiento (P=0.4309), ya que este método es mas especifico en el sentido que s6lo
son analizados los compuestos que pasan por el filtro de 0.45 um, utilizado para purificar
las muestras, dichos filtros poseen la capacidad de retencién de proteinas presentes en la
muestra (ICTSL s.f), por lo cual es un método mas preciso para analizar polifenoles y
observar su comportamiento en el tiempo , los polifenoles presentes en muestra son muy
estables a degradacion quimica, es decir interactian poco con otros compuestos quimicos
presentes en la muestra (Navarro y Navarro 2013).

Se encontraron diferencias estadisticas a través del tiempo (P = 0.0023), sin embargo se
realizd separacion de medias por el método LSmeans para evaluar interacciones entre
factores que influyen en el estudio y ninguna de las muestras presentaron cambios a
través del tiempo a excepcion del tratamiento filtrado con bentonita a pH 4.2. Esto se
puede atribuir al error humano o a un aumento por el comportamiento de la variedad del
mango. Este método es mas preciso en el sentido que se mide Unicamente los picos
correspondientes a polifenoles estos fueron identificados debido a la forma del espectro
arrojado por HPLC, sin embargo puede existir cierta variacion, debido a que la medicion
de cada pico es de manera manual, y existen varios metodos para realizarla, por lo que no
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siempre se puede asegurar que fue realizado precisamente sin medir una porcion de otro
compuesto. En este estudio se obtuvo un coeficiente de variacion de 11.08%, por lo que
los datos poseen un amplio rango de variacion sin encontrar diferencias estadisticas entre

SI.

Cuadro 3. Resultados de analisis en HPLC en tratamientos de extracto de mango.

TIEMPO (DIAS)

T(°C) pH 0 21

A 42 118" + 37.82 120 + 5.04°®
25 98.5 + 5,562°¢%) 105 + 5.39%4%)
4.2 84.5 + 26.7°0) 117 + 2.69°%
21-24 B bo(x) e(x)

25 91.5+3.18 97.7 + 1.86
c 42 89.8 + 2.60°™ 101 + 0.55%%
25 75.3 + 1.45°%) 81.7 +0.26'™
A 4.2 102 + 21.4%°%) 111 + 0.51°%)
25 98.1 + 2.19%°¢) 97.7 + 1.98°®
» 5 42 92.8 + 2.46%°% 93.3 + 1.63°%
) 25 99.7 + 6.06°%°W 98.3 + 0.66°%
c 4.2 93.2 + 2,623 098.6 + 0.23°%
25 75.2 + 3.31°® 73.8 +0.25"

C.V. (%) 11.08

A: extracto de mango (Control). B: extracto de mango filtrado con Bentonita. C: extracto de mango
filtrado con tierra diatoméacea (Celite 545®).

P Media aritmética (De polifenoles en la muestra). © Desviacion estandar. *° Separacion de media entre
tratamientos en un dia en especifico. *¥ Separacion de medias a través del tiempo en cada tratamiento. C.V:
coeficiente de variacion.

Se encontraron diferencias estadisticas entre pH (P = 0.0002). Los polifenoles son
compuestos acidos (Ocampo et al. 2008). Sin embargo ambos pH utilizados son acidos
por lo que los polifenoles presentes en las muestras presentaron un comportamiento
estable (Navarro y Navarro 2013) en los pH utilizados en los tratamientos.

Las muestras tuvieron diferencias estadisticas entre tratamientos (P <0.0001), de acuerdo
a la separacion de medias realizada se puede observar que las muestras del control
(extracto sin filtrar) poseen la mayor concentracion de polifenoles en comparacion a los
otros tratamientos, ya que la bentonita posee la capacidad de retencion de polifenoles
(Shen 2002) al igual que la tierra diatoméacea (Fang et al. 2007). Las muestras filtradas
con tierra diatoméacea presentan una menor cantidad de compuestos en el tratamiento con
pH de 2.5, ya que estos quedaron a atrapados en el filtro.
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Se realizo la cuantificacion de &cido galico, éster mono galoil glucosa y éter mono galoil
glucosa, por separado de cada componente con el objetivo de poder obtener resultados
aun mas especificos. De acuerdo a la literatura consultada se esperaba encontrar mayor
concentracion de éster mono galoil glucosa en comparacion a otros componentes (Krenek
et al. 2014), en las muestras tomadas si se obtuvo una mayor concentracion de este
compuesto. Se presentaron diferencias estadisticas entre cada compuesto.

El estudio estadistico mostré que el compuesto éster mono galoil glucosa (Cuadro 4) no
presento diferencias significativas en distintos pH (P = 0.1672), ni entre temperaturas (P=
0.7338) demostrando que los polifenoles son compuestos muy estables (Navarro y
Navarro 2013). Al igual que los resultados presentados con anterioridad se observan
diferencias estadisticas entre tratamientos (P <0.0001) se puede observar que este
compuesto se encontrd6 en mayor cantidad en la muestra control, teniendo una leve
disminucion en las muestras filtradas. Las muestras presentaron diferencias estadisticas en
el tiempo (P=0.0051), sin embargo en la separacion de medias por LSmeans estas no
presentaron diferencias estadisticas, este compuesto no presento diferencias estadisticas a
lo largo del tiempo, solo la muestra filtrada con bentonita a pH 4.2 a temperatura
ambiente, esto pudo ocurrir por error humano o por la variedad del fruto.

Cuadro 4. Resultados de analisis en HPLC del compuesto Ester Mono Galoil Glucosa en
tratamientos de extracto de mango.

TIEMPO (DIAS)

T (°C) pH 0 21
AL 4.2 29.3P + 9,394 28.8 + 0.413%
2.5 26.4 + 2.05°°% 28.9 + 0.16°%
4.2 22.8 + 7.34°0) 28.5 + 0,553
21-24 B 25 25.5 + 0.49%¢X) 27.4 +1.07%W
c 4.2 23.3 + 0.50%°¢0™) 23.1+0.09"
2.5 19.8 + 0.89%4X 21.2 +0.109
A 4.2 25.5 + 4.74%°¢0%) 27.9 +0.14"°9%)
2.5 26.3 + 0.93%°W 28.6 + 0.10%°%
1.4 B 4.2 24.4 + 0.74%°°9%) 27.7 +0.65%%
i 25 27.5 + 2.34%% 28.0 + (.23
c 4.2 24.2 +(0.572°¢4%) 26.3 + 0.06°%
2.5 19.9 + 1.329% 21.3 +0.40°%
C.V. (%) 10.77

A: extracto de mango (Control). B: extracto de mango filtrado con Bentonita. C: extracto de mango
filtrado con tierra diatomacea (Celite 545®).

P Media aritmética (De polifenoles en la muestra). © Desviacion estandar. *¢ Separacién de media entre
tratamientos en un dia en especifico. *¥ Separacion de medias a través del tiempo en cada tratamiento. C.V:
coeficiente de variacion.
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En acido galico (Cuadro 5.) lo que existe un aumento a lo largo del tiempo de este
compuesto los que explica la diferencia estadistica obtenida a lo largo del tiempo (P
<0.0001), lo cual puede ser producto de la oxidacion (Mullen et al. 2002, Vallejo et al.
2003, Gliszczynska-Swiglo y Tyrakowska 2003), de otro compuestos que dan como
resultado un aumento en &cido galico (Snow et al. 1998). Este compuesto presento
diferencias entre temperaturas de almacenamiento (P <0.0001) en las muestra
almacenadas a temperatura ambiente los compuestos posee un movimiento mas rapido
por lo que las reacciones quimicas puede ocurrir en ambos tratamientos sin embargo a
temperatura ambiente se muestra mas rapido (Fang et al. 2007), este compuesto se
presentdé en mayor cantidad en la muestra control, y en menor cantidad en la muestra
filtrada con tierra diatomacea, comportamiento que va acorde con el estudio estadistico
donde se encontraron diferencias entre tratamientos (P= 0.0061), sin embargo no se
encontraron diferencias estadisticas entre pH (P=0.2491) ya que son compuestos de
naturaleza estable (Navarro y Navarro 2013).

Cuadro 5. Resultados de analisis en HPLC del compuesto Acido Galico en tratamientos
de extracto de mango.

TIEMPO (DIAS)

T(°C) pH 0 21

Al 4.2 8.22F + 2,41 8.43 + 0.63°™
2.5 7.33 £ 0.46%°W 7.84 +0.10°°%

B 4.2 6.09 + 1.94°cce) 14.8 + 0.74°%
21-24 25 6.30 + 0.25°C) 12.8 + 0.432%)
c 4.2 5.11 + 0.48°Y) 11.3 + 0.062°°%)
25 5.18 + 0.24%W) 11.0 + 0.06%™
A 4.2 5.99 + 0.49°¢%¢Y) 13.3 + 2,143
25 7.30 + 0.93%W 6.13 + 0.14%W
1-4°C B 4.2 6.73 + 0.20%°°0™) 6.02 + 0.15%™
i 25 6.95 + 0,223 5.57 + 0.10%W
c 4.2 5.65 + 0.59°%™ 4.65 +0.17%%

25 5.43 + 0.29°%X 3.97 + 0.05°%

C.V. (%) 23.28

A: extracto de mango (Control). B: extracto de mango filtrado con Bentonita. C: extracto de mango
filtrado con tierra diatoméacea (Celite 545®).

P Media aritmética (De polifenoles en la muestra). © Desviacion estandar. *° Separacion de media entre
tratamientos en un dia en especifico. *¥ Separacion de medias a través del tiempo en cada tratamiento. C.V:
coeficiente de variacion.

El compuesto éter mono galoil glucosa presentd un comportamiento mas estable debido a
su naturaleza ya que los enlaces éter poseen comportamiento mas estable, lo que va
acorde al estudio estadistico donde no se presentaron diferencias estadisticas de pH (P =
0.2242), temperatura (P=0.7414) ni en el tiempo (P=0.5622), lo cual es comprobado con
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la separacion de medias realizada de los tratamientos a través del tiempo. Si se pueden
observar diferencias estadisticas entre tratamientos (P = 0.0296), donde las muestras con
bentonita presentaron un comportamiento similar al control (extracto sin filtrar) el cual
contenia la cantidad mayor de este compuesto, al mismo tiempo dichas muestras filtradas
con bentonita presentan comportamiento similar a las muestras filtradas con tierra
diatomacea las cuales contenian una menor cantidad del compuesto.

Cuadro 6. Resultados de analisis en HPLC del compuesto Eter Mono Galoil Glucosa en
tratamientos de extracto de mango.

TIEMPO (DIAS)

T (°C) pH 0 21
AL 4.2 2.27"° +0.70%°® 2.22 +0.04"™
2.5 2.04 +0.13°W 2.38 +0.14°%
4.2 1.75 + 0.56°% 2.14 + 0.05"°®
21-24 B 25 1.97 +0.07%W 2.22 +0.07°W
c 4.2 1.80 + 0.77°® 1.87 + 0.02°"™
25 1.47 £ 0.07°% 1.66 + 0.099%
A 4.2 1.64 + 0.23*% 1.99 + 0.09%X
25 2.02 + 0.05"W 2.08 + 0.07%9%
1.4°c B 4.2 1.87 £0.10"Y 1.98 +0.13%W
25 2.09 +0.18"W 1.86 + 0.07°"™
c 4.2 1.84 + 0.04"W 1.83+0.11'™
25 1.55 + 0.09°% 1.21 +0.01"®
C.V. (%)

A: extracto de mango (Control). B: extracto de mango filtrado con Bentonita. C: extracto de mango
filtrado con tierra diatomécea (Celite 545%).

P Media aritmética (De polifenoles en la muestra). © Desviacion estandar. *° Separacion de media entre
tratamientos en un dia en especifico. *¥ Separacion de medias a través del tiempo en cada tratamiento. C.V:
coeficiente de variacion.
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Fase Il: Estabilidad de polifendles del mango durante digestion in vitro. En la fase |
de este estudio se determind que los polifenoles poseen una mayor estabilidad en pH
acido (<5.0), por lo que se esperd en este estudio obtener una mayor estabilidad de estos
compuestos en las fases de la digestion in vitro donde el pH es acido.

Andlisis cromatogréfico. Este analisis se realiz6 con el objetivo de obtener resultados
mas precisos, de este modo se cuantificaron los polifenoles presentes en la muestra y se
observo el efecto que tuvo el proceso de digestion in vitro sobre las muestras (Figura 3).
Los tratamientos utilizados fueron acido tanico (AT) en una solucion de 378 mg/L, &cido
galico (AG) en solucién de 400 mg/L, taninos de mango (Tan) con una concentracipon de
374 mg/L y taninos de mango con 1% de albumina de suero bovino (ASB) (Tan-ASB).

Se observo la concentracion inicial de polifenoles presentes en cada tratamiento antes de
iniciar el proceso de digestion (0.00 horas), para tener un parametro de comparacién con
las diferentes etapas del estudio. En el tratamiento Tan-ASB, se obtuvo un aumento
significativo en comparacion con el tratamiento Tan desde el inicio del proceso de
digestion, debido a hidrolisis acida causada en las proteinas por el pH (3.5) de la muestra
(Sabbatina s.f.).

En la muestra dos (0.17 horas), cada tratamiento fue adicionado a jugo gastrico, y el pH
fue ajustado a 2.0 con bicarbonato de sodio. En la digestion gastrica se produce la
reduccién de particulas del alimento para ayudar a liberar los polifenoles y algunos acidos
fenolicos para poder ser absorbidos en su forma libre, el pH gastrico puede afectar la
estabilidad de algunos polifenoles los cuales pueden ser modificados en el ambiente
acido del estomago, pueden sufrir una hidrolisis (Ross et al. 2013)

En mango se han identificado diferentes compuestos fenolicos como flavonoides y acidos
fendlicos como mangiferin, acidos galico (-m digalico y acidos-m trigalico), galotaninos,
quercetina, isoquercetina, acido elagico, y B-glucogalin se encuentran entre los acidos
fendlicos ya identificados en la pulpa de mango (Schieber et al. 2000). Alrededor del 75%
del contenido total de taninos de mango se ha se ha determinado que son taninos
hidrolizables como los galotaninos (Masibo y He 2008). Estos compuestos son una
glucosa unida a uno o mas acidos galicos mediante enlaces éster (Bravo 1998). En los
cromatogramas obtenidos de los tratamientos Tan y Tan-ASB se observa la presencia de
galotaninos, estos compuestos fueron identificados al comparar los cromatogramas
iniciales de estos tratamientos, con los obtenidos en un estudio donde se realizo analisis
cromatografico de extracto de mango (Krenek 2009).

Por otra parte los flavonoides que se encuentran en el mango incluyen catequina,
epicatequina, quercetina, isoquercetina (quercetina-3-glucosido), fisetina y astragalin
(kaempferol-3-glucésido) (Masibo y He 2008). Los glucosidos de flavonol predominantes
encontrados en mango son quercetina 3-galactésido, quercetina-3-glucésido y la
quercetina 3-arabindsido, también existe la presencia de quercetina aglicona (Schieber et
al. 2000). Estudios hechos con polifenoles de oliva sugieren que durante la digestion
gastrica ocurre la hidrdlisis acida de glucosidos dejando como productos agliconas que
son absorbidos en el estdmago (Walle et al. 2000, Tarko et al. 2009. Tsao 2010, Ross et
al. 2013), por lo que se pudo observar un aumento en los resultados de los tratamientos
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Tan y Tan-ASB. Algunos glucosidos de flavonol pueden permanecer intactos (sin
hidrolizar) en este proceso y entrar asi a la digestion en el intestino delgado (Ross et al.
2013). También se puede atribuir el aumento de estos tratamientos en esta fase debido a
una hidrolisis en los galotaninos, la cual es observable en los cromatogramas obtenidos.

Por otro lado AT es simplemente anhidrido de &cido gélico, cuando se oxida se convierte
en acido galico en el estomago antes de la absorcion (Masibo y He 2008), debido a una
hidrolisis acida producida por el ambiente del estomago (Ross et al. 2013). Mientras AG
se comienza a degradar debido al ambiente acido (Parisa et al. 2007), la degradacién de
acido gallico es por medio de descarboxilacion (Snow et al. 1998), la reaccion de
degradacion mediante oxidacion da como resultado la formacion de sustancias
polimerizadas (Manach et al. 2004) por lo que se observa una reduccién en esta fase.

La muestra Tan-ASB, presentd un aumento significativo de los compuestos, esto puede
deberse a la exposicion a un medio acido dando las condiciones adecuadas para una
hidrolisis. De acuerdo a estudios, ASB sufre una degradacion por hidrélisis a pH 2.0
(Estey et al. 2006) y también debido a que el jugo gastrico utilizado contenia pepsina,
enzima encargada en el proceso de digestion (hidrolisis) de proteinas mediante ruptura
del enlace peptidico entre aminoacidos (Teijon et al. 2006), ya que a mayor hidrdlisis de
proteina mayor digestibilidad de éstas (Del Pino 2003). Los aminoacidos libres pudieron
unirse a los compuestos fenolicos creando una mayor cantidad de compuestos que fueron
cuantificados.

En la muestra 3 (0.17 horas) se adiciond 4cido clorhidrico (100 mM HCI), con el
objetivo de iniciar la digestion estomacal. Sin embargo, este ambiente no causé cambios
significativos en los tratamientos, ya que el cambio en el ambiente fue leve. La muestra
4 (2.33 horas), fue tomada luego de que los tratamientos fueran sometidos a incubacion a
37°C en constante movimiento por un periodo de 2 horas, este ambiente tampoco causé
cambios en las muestras. La hidrdlisis acida de los compuestos fenolicos causada por el
ambiente acido del estdbmago puede aumentar levemente dependiendo del tiempo de
exposicion a este ambiente (Ross et al. 2013).

En la siguiente etapa del proceso de digestion in vitro (Muestra 5, 4.33 horas) se prosiguio
a simular la digestién pancreatica, la cual ocurre en el intestino delgado para lo que se
adiciono extracto biliar porcino, extracto pancreatico porcino Yy lipasa porcina, se elevo el
pH hasta 7.5 y se incubaron los tratamientos a 37°C en movimiento constante por dos
horas. El extracto pancreatico utilizado contenia tripsina, amilasa y lipasa, ribonucleasa, y
proteasa, producida por las células exocrinas del pancreas porcino (Sigma Aldrich®), el
extracto biliar contenia glicina y taurina conjugados de acido hiodesoxicolico y otras sales
biliares (Sigma Aldrich®).
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Figura 3. Resultado de cuantificacion total del area bajo picos obtenidos en analisis de HPLC en diferentes tratamientos a lo

largo de digestion In Vitro bajo diferentes condiciones de temperatura y pH, expresado en equivalente de &cido galico/ml.
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Los compuestos glucosidos de flavonol que permanecieron intactos en el proceso de
digestion gastrica, al entrar en el digestivo intestinal son sometidos a una desglicosilacion,
un aglicones pueden ser absorbido en el intestino delgado, sin embargo la mayoria de
polifenoles presentes en la comida se encuentran como glucosidos o polimeros, y no
pueden ser absorbidos directamente, por eso deben ser hidrolizados en el intestino debido
a las enzimas presentes en el intestino como B-Glucosidasa, y la microflora (Wallet et al.
2000, Prior 2003, Tarko et al. 2009, Ross et al. 2013). Por lo que los flavonoles y acidos
fendlicos son conjugados en metabolitos en el intestino delgado para una mejor absorcion
(Spencer 2003).

Sin embargo en este estudio no estuvieron presentes las enzimas responsables de esta
reaccién de desglicosilacion, los compuestos estuvieron expuestos a un medio alcalino
donde son poco estables y sufren un proceso de oxidaciéon en un pH arriba de 6.5, donde
un aumento puede ocurrir por degradacion de otro compuestos (Kosinka et al. 2012). En
fresa ocurrié un aumento de acido elagico producto de la degradacion de elagitaninos por
la exposicion de condiciones alcalinas del intestino (Gil-1zquierdo et al. 2002), 1o mismo
sucedio en estudios con granada (Etcheverry et al. 2012), por lo que se crea la hipotesis
que esto sucedio en el estudio.

La absorcion de algunos polifenoles en el intestino delgado es alrededor de 10 al 20%,
compuesto como acidos fenolicos como acido galico son bien absorbidos (Ross et al.
2013). Segun estudios los compuestos como acidos fendlicos sufren un incremento de un
100% debido a la formacion de nuevos compuestos producto de la hidrolisis sufrida en el
intestino delgado (Ross et al. 2013), siendo esto la explicacion del aumento de los
tratamientos AG y AT en esta fase. Mientras otro compuestos como flavonoles sufren un
aumento de 25% (Ross et al. 2013), explicando el leve incremento en los tratamientos Tan
y Tan-ASB.

Por otra parte la tripsina es una proteasa que presenta su mayor eficiencia a pH 7.0, la
funcidn principal de las proteasas es romper el enlace peptidico que existe entre proteinas,
se considera una hidrolasa (Martinez 2009). Por lo que se formar nuevo compuestos con
los aminoéacidos libres y los polifenoles en el tratamiento Tan-ASB.

Para la ultima etapa de este estudio (4.5 horas) se redujo el pH hasta 2.0, al acidificar el
medio algunos proceso de hidroélisis siguen sucediendo en la muestra TA por lo que se
observa un aumento en esta, mientras que las otras muestras permanecen estables, y no
ocurre aumento o disminucion significativa en los tratamientos GA, Tan y Tan-BSA,
estos tratamientos al haber sufrido una hidrolisis en sus componentes desde el momento
inicial del proceso de digestion in vitro se encuentran demasiado hidrolizados los
compuestos presentes en la muestra por lo que no sigue ocurriendo este proceso o
formacion de nuevos compuestos.

Los galotaninos (Figura 4) son los taninos hidrolizables presentes en la muestra, los
cuales sufrieron una ruptura de los enlaces éster entre los acidos galicos con la glucosa
(Bravo 1998), también en los enlaces formados entre acidos galicos entre un grupo
carboxilo y un grupo hidroxilo, para formar acido digalico (Figura 5) (Masibo y He 2008).
Investigaciones han sugerido que entre mas grande es un compuesto polefenélico, menor
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es la probabilidad de que este sea absorbido y se encuentre biodisponible, en la hidrolisis
de los galotaninos surgieron nuevos productos por lo que se puede decir que ocurrié un
incremento en &cido galico, mono-galoil glucosa, penta-galoil, tetra-galoil y hepta-galoil
glucédsidos (Krenek 2009)
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Figura 4. Estructura quimica de algunos taninos.
"Mono-galoil-glucosa. *Tetra-galoil-glucosa. *Penta-galoil-glucosa. *Hexa-galoil-glucosa

B 2

Figura 5. Estructura quimica de Acido galicoy ACIdO dlgallco

En las primeras cuatro muestras existié una hidrdlisis acida, se obtuvo un aumento en los
andlisis ya que existio formacidn de nuevos compuestos mediante la hidrdélisis que causo
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al mismo tiempo una disminucion de galotaninos. Esto ocurrio en los tratamientos AT
Tan y Tan-ASB. En la las siguientes muestras existio una hidrdlisis alcalina producto del
incremento del pH hasta 7.0, por eso se obtuvo aumento en la cuantificacion de
compuestos en los mismo tratamientos, El tratamiento Tan-ASB presenta una mayor
resultado ya que contenia proteinas por lo que existe mayor formacion de nuevo
compuestos, ya que no solo existe hidrolizacion de galatoninos si no también hidrolisis de
proteinas por accion enzimatica y acida.

Los polifenoles pueden variar en su forma desde moléculas simples como el acido galico,
hasta compuestos altamente polimerizados como los taninos. La composicion quimica de
los taninos es normalmente cinco 0 mas acidos galicos ligados a través de un enlace éster
una 0 mas azucares. Glucosa (C¢H1,0¢) €s la azGcar més comun, por lo que ocurre una
asociacion entre esta aztcar y fenoles (Bravo 1998). Esta asociacion puede ser hidrolizada
y causar la formacion de nuevos compuestos, por lo que se puede observar la formacién
de nuevos picos en el cromatograma al finalizar el dia 21, mientras se ve la reduccion de
los galotaninos (Figura 6).
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4. CONCLUSIONES

Los polifenoles presentaron un comportamiento estable a los pH utilizados 4.2 y 2.5,
y en temperatura de refrigeracion, ya que presentaron menores reacciones quimicas.

El proceso de filtrado no solo causé la remocion de proteinas en el extracto de mango,
si no que Bentonita removié el 11% de polifenoles y Tierra diatomécea (Celite 545°)
removio el 8% de polifenoles presentes en la muestra.

La concentracion de acido galico disminuyo a lo largo del proceso digestivo, debido a
la degradacion provocada por el ambiente acido del ambiente gastrico simulado en la
digestion in vitro.

El proceso de hidrolisis que ocurre en el ambiente del estbmago simulado durante la
digestion in vitro, aumentd la concentracion de polifenoles y la formacion de nuevos
compuesto en los tratamientos de acido tanico, tanino de mango y tanino de mango
con Albimina de Suero Bovino (ASB).

La concentracion de polifenoles y otros compuestos en todos los tratamientos

sometidos al proceso de digestion in vitro tendio a disminuir debido a la degradacion
provocada por el ambiente alcalino del intestino delgado simulado.
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S. RECOMENDACIONES

Determinar los cambios en los polifenoles del mango sufridos a consecuencia de la
hidrolisis presentada en ambos estudios usando un espectrometro de masas con trampa de
iones (HPLC-MS).

Realizar el proceso de digestion in vitro directamente con pulpa de mango, para
determinar si los compuestos presentes en la matriz alimenticia causan algin efecto

diferente en las reacciones presentadas.

Comprobar las hipotesis presentadas en el estudio de digestion in vitro, con estudios
usando un espectrometro de masas con trampa de iones (HPLC-MS).
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7. ANEXOS

Anexo 1. Cuadro para la identificacion de compuestos presentes en extracto de mango.

peak RT Amax [M-HT MS/MS Concentration
no. (min) Compound (nm) (m/2) (miz)* (mg/kg)?
1  21.67 ester’mono-galloyl glucoside 278 331.2 271.1,169.2,211.2,125.3 37.67 +£0.56
2 2455 qgallic acid 271 169.2 125.3 1.74+0.10
3 27.55 galloyl di-glucoside 274 493.1 313.22 0.45+0.01
4 29.93 ether’-mono galloyl glucoside 254, 298 331.2 169.2,125.4 3.82+£0.13
5 30.3 p-hydroxybenzoic acid glycoside 256 299.1 239, 179, 137, 209 18.49£0.72
6 35 coumaric glycoside 295 324.8 163.2 1.61£0.05
7  36.52 dihydrophaseic acid glucoside 265 4435 237.0,219.1, 281.1,425.3 2.60+0.04
8 37.35 ferulic acid hexoside 290, 314 355 193.2,149.3 0.91 +£0.02
9 41.17 sinapic acid hexoside-pentoside 251, 283, 328 517.1 385.1, 205.3, 223.3 0.13+£0.01
10 41.42 sinapic acid hexoside 247, 327 385.1 223.0,153.2,205.3,161.0 0.164+0.01
11 43.93 dihydrophaseic acid glucoside 267 443.4 263.1, 219.1, 143.2 0.47 £0.03
12 4455 Nydroxy-dimethyl decadiene- 275 4032  241.0,3430,1972  1.78+0.09

dioic acid glucopiranosylester*
13 46,22 Nydroxy-dimethyl decadiene- 274 4032  241.1,3431,1971 1254013
dioic acid glucopiranosylester*

14 48.23 abscisic acid glucoside 273 425 263.0, 219.2, 189.1 0.57 £0.02
15 52.02 eriodictyol-O-dihexoside* 277 611.4 449.2, 287.2, 389.1 trace
16 52.62 eriodictyol-O-hexoside* 278 449.3 287.2,389.1, 269.2, 227.1 trace
17 61.98 abscisic acid 265 263.2 219.2,153.2, 151.2 0.55+0.04

Caracterizacion tentativa y semi-cuantificacion de los compuestos presentes en pulpa de mango. var. Keitt (Krenek et al. 2009)
! Ordenado por predominio de iones en el espectro. Valores representan las medias y los errores estandar de tres repeticiones. * Designa el tipo de enlace
glicosidico. * Identificacion tentativa basada en las caracteristicas espectrales y similitudes de fragmentacién ESI-MSN.
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Anexo 2. lones identificados en HPLC-MS de Ester Mono Galoil Glucosa.

Kn1#331 RT: 11.71 AV: 1 NL: 8.88ES
T: - ¢ESI Full ms [136.00-1000.00]
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Anexo 3. lones identificados en HPLC-MS de Acido Galico.
Kn1#405 RT: 1214 AV: 1 NL: 1.01E5
T: - cESI Full ms [126.00-1000.00]
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Anexo 4. lones identificados en HPLC-MS de Eter Mono Galoil Glucosa.
Kn1 #6873 RT: 20.27 AV: 1 NL: 1.53E8
T: - cESI Full ms [126.00-1000.00]
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Anexo 5. Resumen de ANDEVA de analisis realizados Fase | y Fase 1l del estudio.

Coeficiente de

Analisis Modelo Probabilidad R? e
variacion

PH <.0001

Polifenoles Torales (Folin-Ciocalteau) TEMPERATURA <0001 0.93 4.20
TRT <.0001
TIEMPO <.0001
PH 0.0002
TEMPERATURA 0.4309

HPLC (General) TRT <0001 0.92 11.08
TIEMPO 0.0023
PH 0.1672
. . TEMPERATURA 0.7338

HPLC: Ester Mono Galoil Glucosa TRT <0001 0.66 10.77
TIEMPO 0.0051
PH 0.2491
. . TEMPERATURA <.0001

HPLC: Acido Galico TRT 0.0061 0.78 23.38
TIEMPO <.0001
PH 0.2242
. ) TEMPERATURA 0.7414

HPLC: Eter Mono Galoil Glucosa TRT 0.0296 0.62 47.98
TIEMPO 0.5622
o TRT <.0001

HPLC: digestion in vitro TIEMPO <0001 0.98 15.16
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