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Evaluacion de las propiedades funcionales del mango durante el almacenamiento

Este Trabajo Fin de Grado ha tenido como objetivo la evaluacion de las
propiedades funcionales del mango (Mangiera indica L. cv Kent) durante 21 dias de
almacenamiento a 10 °C. Para ello, se determind la actividad antioxidante por tres
métodos: (i) ABTS, (ii) DPPH y (iii) FRAP; el contenido total de polifenoles y la
concentracion de vitamina C. Ademas se realizaron estas mismas determinaciones
durante las diferentes etapas de digestion in vitro para estudiar el efecto de este proceso
fisiologico sobre el metabolismo y la biodisponibilidad de dichos compuestos. Los
resultados obtenidos, demuestran que el proceso de maduracion del mango a 10 °C
influye de manera favorable sobre la actividad antioxidante de los compuestos fenolicos
y del acido ascorbico. Ademas, se garantiza la biodisponiblidad de los mismos tras el
proceso digestivo, actuando este fruto como una excelente matriz de entrega de

compuestos funcionales.

Palabras clave: capacidad antioxidante, polifenoles, vitamina C, Mangifera indica L.,

digestion in vitro.

This work has been aimed at the evaluation of the functional properties of
mango (Mangiera indica L. cv Kent) for 21 days of storage at 10 ° C. For this, the
antioxidant activity was determined by three methods: (i) ABTS, (ii) DPPH and (iii)
FRAP; total polyphenol content and the concentration of vitamin C. Also the same tests
were performed at various stages of in vitro digestion to study the effect of this
physiological process metabolism and bioavailability of said compounds. The obtained
results showed that mango maturation at 10 ° C favorably affects on the antioxidant
activity of the phenolic compounds and ascorbic acid. Furthermore, the bioavailability
of them is secure after the digestive process, therefore this fruit as an excellent

functional compounds matrix.

Keywords: antioxidants, polyphenols, vitamin C, Mangifera indica L., in vitro

digestion.
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1. INTRODUCCION
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Evaluacion de las propiedades funcionales del mango durante el almacenamiento

1.1 CULTIVO DEL MANGO

1.1.1 ORIGEN

El mango (Mangifera indica L.), pertenece a la familia de las Anacardiaceae en el
orden de Sapindales. Es un fruto originario del Asia tropical, que desde sus origenes ha
pasado a ser cultivado en todas las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(MAGRAMA, 2015). Se caracteriza por ser una fruta dulce, jugosa, con aromas frescos

a pino y citricos y una textura fibrosa y un poco astringente (Figura 1).

=

Figura 1. Mangifera indica L. cv Kent

Las primeras noticias sobre el mango para el mundo occidental llegan con la
narracion de la expedicion de Alejandro Magno (327 a. C.) en la que se relata que
observa un huerto de mangos en el valle del Indo. En la literatura china del siglo VII, se
le ha descrito como un cultivo frutal bien conocido en las partes mas célidas de China e
Indochina. Si bien los arabes y fenicios parecen haber sido responsables de la llegada de
este fruto al este de Africa e incluso a Madagascar hacia el S. X, la dispersion del
mango hacia otras zonas tropicales es muy lenta y llega de la mano de los marineros
espafoles y portugueses siguiendo dos rutas distintas. Aunque en Asia el cultivo
comercial del mango alcanzé ya un gran florecimiento en el S. XVI, no fue hasta el XX
cuando se comenzo su desarrollo en el Hemisferio Occidental. Asi en tiempo de los
emperadores mongoles en la India, concretamente en tiempos de Akbar el Grande (1556
—1605), se plantd un huerto con 100.000 arboles cerca de Darbhanga en Bihar, donde se
establecieron las mejores selecciones de mangos de la época. El trabajo enciclopédico
“Ain-i-Akbari”, escrito durante el reinado del emperador nombrado, contiene una
amplia descripcion de este fruto, dando informacion de sus variedades, caracteristicas

del fruto asi como las practicas recomendadas de su cultivo (Galan, 2009).

INTRODUCCION |8



Evaluacion de las propiedades funcionales del mango durante el almacenamiento

Los espafioles introdujeron los mangos desde Filipinas, a traves del océano
Pacifico a los puertos comerciales del continente americano entre los siglos XVI y
XVII. EI nombre “Manila” del cultivar tradicional mexicano es una clara indicacion de
este origen. Los portugueses, durante el mismo periodo, utilizaron la via africana
llevando el mango al sur de Africa y de ahi a Brasil. Pese a que su introduccion en el
continente americano fue tardia, hoy en dia es uno de los frutos mas apreciados en los
paises latinoamericanos, convirtiendose en una parte muy importante de su cultura
(Galan, 2009).

“Almorzaba casi siempre en su casa, hacia una siesta de diez
minutos sentado en la terraza del patio, oyendo en suefios las
canciones de las sirvientas bajo la fronda de los mangos,
oyendo los pregones de la calle, el fragor de aceites y motores
de la bahia, cuyos efluvios aleteaban por el ambito de la casa en
las tardes de calor como un éangel condenado a la

podredumbre.”

(Garcia Marquez, G., 1985).

1.1.2 DESCRIPCION BOTANICA Y TAXONOMICA

El mango crece en un arbol (Figura 2) que recibe el mismo nombre que el fruto

y tiene la siguiente descripcion taxonémica (Tropicos, 2015; The plant list, 2015):

e Clase: Equisetopsida C. Agardh

e Subclase: Magnoliidae Novak
ex Takht.

e Superorden: Rosanae Takht.

e Orden: Sapindales Juss. Ex
Bercht. & L. Presi.

e Familia: Anacardiacear R. Br.

e Género: Mangifera.

e Especie: M. indica L. Figura 2. Mango

e Sinonimos: Mangifera austroyunnanensis Hu.

INTRODUCCION |9



Evaluacion de las propiedades funcionales del mango durante el almacenamiento

Las caracteristicas morfologicas que presenta son las siguientes:

e Tronco: corteza gruesa, rugosa y escamosa.

e Copa: redonda, ancha, densa y simétrica.

e Hojas: simples, perennes, enteras, con una
disposicion alterna, con forma lanceolada a
oblongada y de color verde oscuro.

o Inflorescencias: paniculas densas de hasta 2000

flores, ampliamente ramificadas (Figura 3).

e Flores: pequefias (5-10 mm) pentameras. Figura 3. Inflorescencia mango
Masculinas y hermafroditas. Sépalos pequefios y pétalos de color variable de
tonos verdes, rojos o amarillos. Un estambre con filamento blanco y antera
rosada.

e Fruto: el fruto del mango es de forma variable, puede pesar hasta 2 kg, tiene la
piel lisa de color variable y segln la posicion en el &rbol tendra la chapa mas o
menos grande. Tiene una semilla grande, aplastada y dura (MAGRAMA, 2015).

Al crecer en clima tropical y subtropical, requiere un clima soleado y unas
temperaturas entre 15 °C y 36 °C, siendo 25 °C la temperatura Optima de crecimiento y
30 °C la optima de maduracién. La precipitacion media optima va de 400 a 3600
mm/afio y se adapta a todo tipo de suelos prefiriendo los profundos, bien estructurados,
con buen drenaje y pH entre 5,5y 7,5 (MAGRAMA, 2015).

Se trata de un fruto climatérico, es decir, una vez recolectado aumenta su tasa de
respiracion y la produccidn de etileno, lo que ocasiona que siga madurando (Figura 4) y

que sufra algunos de los siguientes cambios bioquimicos (U.C. Davis, 2015):

e Cambios de color en la piel de verde oscuro a verde claro y amarillo o rojizo y
de la pulpa de amarillo verdoso al amarillo o al anaranjado como consecuencia
de la degradacion de clorofilas y sintesis de pigmentos como carotenoides y/o
antocianos.

e Aumento de azUcares y descenso de almidén.

e Disminucién de &cidos organicos.

e Aumento de los compuestos volatiles que contribuyen en su aroma.
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e Degradacion de los componentes de la pared celular, lo que provoca la pérdida
de turgencia del fruto.

Mango Maturity and Ripeness Stages

Manilia Minimum Stage for Harvest

Figura 4. Evolucién en la madurez del mango (U.C. Davis, 2015).

En cuanto a las variedades de mango, se puede hacer una clasificacion segun su
lugar de origen:

e Cultivares indios: se caracterizan por ser dulces, con bajo contenido en &cidos y

una longitud de fibra y color de piel muy variables, siendo algunos bastante
rojos.

e Cultivares indochinos y filipinos: se diferencian de los anteriores en que la

epidermis es verde amarillenta y son muy dulces y sin fibra. Se suelen exportar a
Japdn desde Filipinas y México.

e Cultivares americanos: se trata de variedades que se obtuvieron en Florida a

partir de la variedad india Mulgoba. Son las que dominan en casi todo el mundo
(Figura 5).
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Figura 5. Cultivares americanos: 1. Edward. 2. Irwin. 3. Sensation. 4. Fascell. 5. Keitt. 6. Valencia
Pride. 7. Otts. 8. Glenn. 9. Osteen. 10. Kent. 11. Gouveia. 12. Van Dyke. 13. Lippens. 14. Tommy
Atkins. 15. Zill. 16. Haden. 17. Manzanilla NGfiez (MAGRAMA, 2015).
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1.1.3 PRODUCCION MUNDIAL, EXPORTACION E IMPORTACION

La produccion y el consumo de mango son cada vez mas grandes y se extienden
a muchas regiones geograficas, asi como a una gran variedad de productos realizados
con esta fruta, como salsas, pasta, zumo (Figura 6), néctar, conservas, mermeladas

(Figura 7), puré, helado, etc. (Tharanathan et al, 2007).

P

Figura 7. Zumo de mango Figura 6. Mermelada de mango

En los dltimos afios su produccion ha experimentado un aumento del 43 % (Figura 8)
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
FAOSTAT 2013) debido a sus atractivas propiedades sensoriales, asi como por el
reconocimiento de sus propiedades nutricionales y sus beneficios para la salud (Dorta et
al, 2014).

Evolucion Produccion Mundial
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Figura 8. Miles de toneladas de mango producidas por afio a nivel mundial (FAOSTAT, 2013).
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El mango cuenta con una produccion global que excede los 43 millones de
toneladas, siendo la sexta fruta que méas se produce a nivel mundial (Unicamente
precedido por sandia, banana, manzana, uva y naranja). Los principales paises
productores son India y China en el continente asiatico, México y Brasil en América,
Nigeria y Egipto en Africa y Australia en Oceania (Figura 9) (FAOSTAT, 2013).
Cuenta con 5,1 millones de hectareas cultivadas en todo el mundo (FAOSTAT, 2012) y
se encuentra disponible para su consumo en todas las zonas del mundo (América del
Norte, Japon y Europa) ya que una gran cantidad de su produccion se destina a la
exportacion (Figura 10) (FAOSTAT, 2011).

Produccion 2013
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Figura 9. Produccion mundial de mango (FAOSTAT, 2013).
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Figura 10. Miles de toneladas de mango exportadas por pais en el afio 2011 (FAOSTAT, 2011).
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En lo que a Espafia respecta, el mango sélo se cultiva en Canarias y Andalucia
debido a las condiciones climaticas que presentan estas zonas geograficas. Con respecto
a las demas frutas tropicales cultivadas en el pais, el mango ocupa el cuarto lugar,
contando con un 13 % de la produccion global (Figura 11) (MAGRAMA, 2012).

Produccion de fruta tropical en Espafia

B Aguacate M Chirimoyo M Nispero B Mango BPapaya MFPifia

1%

Figura 11. Porcentajes de produccion de los diferentes tipos de frutas tropicales
cultivadas en Espafia (MAGRAMA 2012).

1.2 VALOR NUTRICIONAL

El mango presenta un elevado contenido en agua (83 %), un aporte calorico
moderado, 59 kcal/100 g, las cuales provienen mayoritariamente del contenido en
carbohidratos y un considerable aporte de fibra (2,3 g / 100 g). Aporta un elevado
contenido en vitaminas C, E y A, de importante accidn antioxidante. Respecto a las
vitaminas del grupo B, se puede destacar su elevado aporte de acido folico, de especial
importancia en la infancia y mujeres embarazadas (R (UE) n° 1135/2014). En cuanto al
contenido mineral, el mango destaca por su elevado contenido en potasio, seguido de un
destacado aporte de fésforo y calcio (Tabla 1) (Base de Datos BEDCA).
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Tabla 1. Composicién nutricional de 100 g de pulpa de mango. Valores expresados en gramos para los
componentes mayoritarios y en miligramos 0 microgramos para los minoritarios (BEDCA, 2015).

Informacién nutricional Mango (100g)

Componente Valor Pulpa Unidad
Energia total 245 /59 KJ/Kcal
Grasa total 0,2 g
AGS 0,05 g
AGMI 0,07 g
AGPI 0,03 g
Carbohidratos 13,4 g
Fibra dietética total 2,3 g
Proteina total 0,6 g
Agua 83 g
Vitaminas
Vitamina A 25 Mg
Vitamina D 0 Mg
Vitamina E 1,8 mg
Folato total g1 Mg
Niacina total 0,4 mg
Riboflavina 0,05 mg
Tiamina 0,03 mg
Vitamina B-6 0,08 mg
Vitamina C 44 mg
Minerales
Calcio 20 mg
Hierro 1,2 mg
Potasio 150 mg
Magnesio 9 mg
Sodio 2 mg
Fosforo 22 mg
Selenio 0,6 Mg
Zinc 0,1 mg
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1.3 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL MANGO

La ingesta diaria de fruta y vegetales est4 asociada con un menor riesgo de
cancer, enfermedades cardiovasculares, sindrome metabolico y otras enfermedades
degenerativas, asi como con el mantenimiento normal de las funciones corporales
(Boeing et al., 2012).

Como se ha mencionado anteriormente, el mango contiene antioxidantes
naturales como los polifenoles, vitamina C, carotenos y antocianos, lo que ha

incrementado el interés en investigacion en esta fruta asi como su consumo.

Dichos antioxidantes resultan interesantes para nuestra salud ya que interactdan
con los radicales libres de oxigeno disminuyendo asi sus efectos nocivos en nuestro

organismo.

Los radicales libres de oxigeno se producen en el organismo porque forman
parte de muchas reacciones metabolicas, pero cuando se producen en exceso o los
sistemas de defensa antioxidante fallan, los radicales libres reaccionan con los
compuestos celulares produciendo la aparicion de enfermedades e incluso la muerte
(Figura 12).

Produccion de radicales libres de oxigeno

Interaccion con proteinas, lipidos, acidos
nuclénicos, hidratos de carbono.

Alteracion del metabolismo celular. Dafo
subcelular.

‘ Deterioro de la homeostasis celular

Envejecimiento y enfermedad.

Figura 12. Accion de los radicales libres sobre las células (Gil, 2010).
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Arterosclerosis, alcoholismo, anemia falciforme, artritis reumatoide, céancer,
cirrosis, colitis ulcerativa, deficiencias nutricionales, demencia senil, dermatitis por
contacto, enfermedad de Parkinson, esclerosis multiple, gastritis cronica autoinmune,
gota, etc., son algunas de las enfermedades que pueden estar relacionadas con la

presencia de radicales libres de oxigeno (Gil, 2010).

1.3.1 SISTEMAS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

En los alimentos se pueden distinguir dos tipos de sustancias antioxidantes (Gil, 2010):

e Sistema de defensa primario o preventivo: interactian con los radicales libres

generados directamente del oxigeno y disminuyen la velocidad de inicio de las
reacciones de radicales libres. En este tipo se distinguen enzimas como
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa dependiente de selenio,
glutation reductasa, etc. y los secuestradores no enzimaticos, como proteinas,
glutation, vitamina C, &cido Urico y taurina.

e Sistema de defensa secundario o rompedor de cadena: atrapan a los radicales

propagadores deteniendo su efecto nocivo. En el sistema de defensa secundario,
se distinguen las enzimas oxidorreductasas especificas de proteinas, proteasas,
glutation peroxidasa no dependiente de selenio, fosfolipasas, sistemas de
reparacion del DNA, etc. y no enzimaticos, como la vitamina E, carotenoides,

ubiquinol y bilirrubina.

1.3.2 VITAMINA C

La vitamina C (acido ascérbico) es una vitamina hidrosoluble capaz de
reaccionar con radicales libres, principalmente los radicales peroxilo, y a este hecho se
debe su capacidad antioxidante. La vitamina C neutraliza estos radicales,
transformandose en el radical dehidroascorbato. De igual modo, también es capaz de
reducir la formacion de OH-deoxiguanosina, producida como consecuencia de la
oxidacion del ADN, asi como de prevenir la peroxidacion lipidica (Aruoma, 1999; Yen
et al, 2002).
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1.3.3 POLIFENOLES

Los polifenoles son sintetizados por las plantas como producto de su
metabolismo secundario, siendo los compuestos no energéticos mas abundantes que
contienen. Su estructura se caracteriza por poseer uno o0 mas anillos aromaticos y dobles
enlaces conjugados, que les otorgan su capacidad antioxidante. El diferente numero de
anillos sirve para clasificar los tipos de polifenoles: acidos fenolicos (derivados del
acido hidroxibenzoico o del hidroxicindmico), estilbenos, lignanos, alcoholes fenolicos

y flavanoides (Quifiones et al, 2012).

Una gran variedad de estos compuestos han sido encontrados en el mango
(Figura 13) (Barreto et al, 2008).
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Figura 13. Polifenoles en mango: 1, maclurin 3-C-B-D-glucoside; 2, maclurin 3-C-(2-O-galloyl)-  -D
glucoside; 3, maclurin 3-C-(2,3-di-O-galloyl)- B -D-glucoside; 4, iriflophenone 3-C- B -D-glucoside; 5,
iriflophenone 3-C-(2-O-p-hydroxybenzoyl)- B -D-glucoside; 6, iriflophenone 3-C-(2-O-galloyl)- B -D-
glucoside; 7, iriflophenone 3-C-(2,6-di-O-galloyl)- p -D-glucoside; 8, mangiferin; 9, homomangiferin; 10,
6-0O-galloyl mangiferin; 11, 6-O-(p-hydroxybenzoyl)mangiferin; 12, gallic acid; 13, methyl gallate; 14,
gallic acid/methyl gallate ester; 15, tetra-O-galloyl-glucoside; 16, penta-O galloyl-glucoside; 17, hexa-O-
galloyl-glucoside; 18, isoquercitrin; 19, quercetin pentoside; 20, 3,4-dihydroxy benzoic acid; and 21,
ellagic acid (Barreto et al, 2008).
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1.4 PRUEBAS IN VITRO DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

Como se reconoce por varios autores (Frankel y Meyer, 2000; Heo et al., 2007;
Huang et al., 2005; Robles-Sanchez et al., 2009; Tabart et al., 2009) no es valido el uso
de un solo método para determinar la capacidad antioxidante en alimentos, ya que

varios métodos pueden dar resultados diferentes.

Son métodos basados en la generacion de radicales libres que reaccionan con la
muestra de modo que los antioxidantes presentes en esta generan una respuesta
inhibiendo dichos radicales. Estos métodos determinan el efecto antioxidante global de
la muestra, no de cada componente por separado, por lo que resulta interesante realizar
las determinaciones con varios métodos diferentes y asi comparar el efecto antioxidante

sobre diferentes tipos de radicales.

Se diferencian dos tipos de ensayos para dicha determinacion (Sanchez-Moreno,
2002):

e Determinacién directa: se forma el radical y cuando se pone en contacto

con la muestra desciende la sefial debido a la disminucion de la
concentracion del radical (ABTS" y DPPH).

e Determinacion indirecta: la presencia de radicales libres produce la

pérdida o aparicién de un reactivo, y por tanto, en presencia de un
antioxidante se provoca el aumento o disminucion de la sefial (FRAP).

A continuacion se describen brevemente algunos de los métodos mas comunes

para la medida de la capacidad antioxidante total de los alimentos.

1.4.1 METODO ABTS

El radical ABTS", procedente de su precursor acido 2,2"-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS), es de un color verde-azulado, con espectro de
absorcion visible, que se mide en el espectrofotdmetro a 734 nm de longitud de onda
(Re et al., 1999).

La generacidn del radical se puede llevar a cabo enzimaticamente (mioglobina o
peroxidasa de rabano), quimicamente (radical peroxilo, persulfato potasico o dioxido de
manganeso) y electroquimicamente (Figura 14).
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Figura 14. Oxidacién del ABTS con persulfato de potasio para formar el cation ABTS* y su reaccién
con compuesto antiradical (AOH)

1.4.2 METODO DPPH

El radical DPPH (radical 2,2difenil-1-picrilhidrazil) es de un color violaceo, con
espectro de absorcidn a 515 nm y reacciona con el antioxidante disminuyendo su valor
de absorbancia para asi poder determinar el grado en que es capturado (Figura 15). Se

trata de una determinacion directa (Brand-Williams et al, 1995).

NO
0,N 2
O,N NO, 2

H
NO
Q s Q,L :
" + AH —= N + A

2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2"-diphenyl-1-picrylhydrazine

Figura 15. Reaccion de DPPH con un compuesto antirradical (Pyrzynska et al, 2013).
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1.4.3 METODO FRAP

El método FRAP consiste en una reaccion de reduccion del complejo de la
tipiridiltriazina férrica (TPTZ) al complejo ferroso con un antioxidante y en un medio
acido. Se trata de una determinacion indirecta ya que aumenta la absorbancia conforme
se reduce el complejo de TPTZ. Es una reaccion que se mide a una longitud de onda de
593 nm (Figura 16) (Benzie & Strain, 1996).

? é ;;ﬂ\, &

Fe(l(TPTZ) 13+ [Fe(){TPTZ) 312, ?pax= 593 nm

Figura 16. Reaccion de Icomplejo ferroso de la tipiridiltriazina férrica con un antioxidante.

1.4.4 METODO DE FOLIN-CIOCALTEAU

La medida del contenido de fenoles totales se realiza utilizando el método de
Folin—Ciocalteau (Singleton et al., 1999). Consiste en medir el cambio de color de
amarillo a azul que acompanfia la reaccion de los compuestos fenolicos con la mezcla de
wolframato sddico y molibdato sédico en acido fosforico. Este cambio de color se mide
espectrofotométricamente a 760 nm de longitud de onda, de manera que la coloracion

azul aumenta con el aumento de la concentracion de los fenoles.

1.4.5 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICACIA

La cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es la técnica analitica de
separaciébn mas utilizada, debido a su facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su sensibilidad, su idoneidad para la separacién de especies
volatiles o termolabiles y, sobre todo debido a su gran aplicabilidad a sustancias que son
de primordial interés en la industria agroalimentaria y en otros campos de la ciencia,
como por ejemplo aminoéacidos, proteinas, polifenoles, acidos organicos, azlcares,

acidos nucleicos, etc.
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La cromatografia liquida, consiste en una fase estacionaria no polar (columna) y
una fase movil. La fase estacionaria puede ser de diversos materiales, aunque la méas
comun esta formada por gel de silice, y la fase movil actla de portador de la muestra.
La muestra en solucion es inyectada en la fase movil. Los componentes de la solucién
emigran de acuerdo a las interacciones no-covalentes de los compuestos con la columna
y segun estas interacciones quimicas y el tiempo de retencién en la columna, se
determina la separacion de los contenidos de la muestra para asi poder identificarlos y

cuantificarlos.

1.5 ABSORCION Y METABOLISMO DE LOS COMPUESTOS

FENOLICOS

Unos de los temas de mayor importancia relativos a los efectos beneficiosos de
los polifenoles en el organismo, es su biodisponibilidad. La biodisponibilidad de un
compuesto funcional, depende de varios factores como: su estabilidad durante el
proceso de digestion, la liberacion desde la matriz del alimento, pH, temperatura,
presencia de enzimas, el huésped y otros factores relacionados (Tagliazucchi, 2010).
Una vez liberados de la matriz alimentaria, algunos compuestos fendlicos son
metabolizados en el tracto gastrointestinal, mientras que otros pueden ser directamente
absorbidos por la mucosa del intestino delgado, como es el caso de las agliconas, los
compuestos fendlicos libres simples, los flavonoides y los acidos fendlicos (Hertog y

Hollman, 1996; Jiménez-Ramsey et al, 1994).

En la absorcidén intestinal, las glicosidasas del alimento, la mucosa
gastrointestinal o la microflora del colon convierten los polifenoles glicosilados en
agliconas. Por ejemplo, los polifenoles glicosilados se hidrolizan con la B-glucosidasa
humana del intestino, pero los polifenoles rhamnosidos necesitan ser hidrolizados por

enzimas de la microflora del colon (a-rhamnosidasa) (Yang, 2001).

En cuanto a la biotransformacién, los polifenoles se conjugan por
glucuronidacion, sulfatacién y metilacion en el intestino delgado, el higado y otros
organos (Figura 17) (Yang, 2001).
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Figura 17. Biotransformacion de los polifenoles utilizando la epigalocatequina como ejemplo. COMT:
catecol-O-metil-trasferasa; SULT: sulfotransferasa; UGT: UDP glucuroniltransferasa (Yang, 2001).

1.5.1 DIGESTION IN VITRO

Los modelos de digestion in vitro nos permiten simular las condiciones
fisioldgicas que tienen lugar durante la digestion gastrica e intestinal de los alimentos.
De esta forma, podemos estudiar el efecto que estas provocan sobre los compuestos
antioxidantes, permitiéndonos determinar las variaciones que ocurren durante la
digestion. Ademéas nos permiten comparar los datos obtenidos con los métodos
tradicionales de analisis, con el fin de obtener resultados mas homogéneos (Dorrain,
2015).
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2 OBIJETIVOS
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El objetivo principal de este Trabajo Fin de Grado es determinar el efecto que
provoca el almacenamiento en condiciones controladas sobre las propiedades

funcionales de mango, variedad Kent (Mangifera indica L. cv Kent).

Para la consecucion de este objetivo, se han puesto a punto los métodos de

determinacion de la capacidad antioxidante, polifenoles totales y vitamina C siguientes:

e Determinacion de la capacidad antioxidante total:
o Meétodo DPPH
o Metodo ABTS
o Método FRAP

e Determinacion del contenido de polifenoles totales:

o Meétodo Folin-Ciocalteau

e Determinacion del contenido en Vitamina C:

o Cuantificacion e identificacion por HPLC

El segundo objetivo del trabajo es estudiar la influencia de la digestion gastrica e
intestinal sobre la disponibilidad de las sustancias antioxidantes presentes en los
mangos, asi como estudiar el efecto que tiene el proceso de conservacion sobre la
composicion de dichos compuestos, empleando para tal fin, técnicas de digestion in

vitro.
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3 MATERIALES Y METODOS
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3.1 MATERIAL VEGETAL

El estudio que queda reflejado en este

Trabajo Fin de Grado, se realizd con 20 mangos
(Mangifera indica L.) cv. Kent. Estos, se obtuvieron
directamente del mercado local de Orihuela
(Alicante), provenientes todos del mismo lote,
garantizando de esta forma que el lugar de
procedencia y tiempo de recoleccion eran idénticos.

Para la realizacion de los anélisis y debido a la

heterogeneidad de este tipo de frutos, se distribuyeron

los frutos en cinco grupos de 4 mangos cada uno, en

Figura 18. Mango envasado a
vacio congelado a -80 °C.

base al color y tamafio de los mismos. Estos se almacenaron en una cdmara a una

temperatura controlada de 10 °C , y se tom0 una muestra de cada uno de los grupos en

los dias 0, 7, 14 y 21 de almacenamiento. Tras la toma de muestras, se envasaron a

vacio y se conservaron a una temperatura de -80 °C hasta la realizacion de las

determinaciones (Figura 18).

3.2 EXTRACCION

Para la realizacion de las determinaciones, se descongelaron los mangos a

temperatura controlada (4 °C) durante un dia. (Figura 19). Posteriormente, se pelaron

los frutos reservando la piel y se troced la pulpa empleando una trituradora (Termomix

TM31, Vorwerk, Alemania) (Figura 20) durante 2 minutos a 1100 rpm hasta

homogeneizar el producto.

Figura 19. Mango descongelado

X :
Aene 3

Figura 20. Termomix
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3.2.1 EXTRACCION DE POLIFENOLES

En la extraccion de polifenoles, se utilizo como disolvente metanol al 75 %
(metanol HPLC 99,9 % J.T. Baker y agua ultrapura) acidificado con 0,1 % de acido
clorhidrico (&cido clorhidrico 37 %, Normapur).

Para la realizacion de la extraccion de la pulpa se utilizé una
relacion 1:1 (peso: volumen). Se tomaron 10 g de muestra, se
afiadieron 10 mL de disolvente y se agitd empleando un ultra-turrax
(Figura 21) a 13.000 rpm hasta homogeneizar el producto. A
continuacion se centrifugd a 6000 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se recogid y se utilizé para las determinaciones de

capacidad antioxidante filtrando 20 pL para medir con Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC) (Figura 22) con un filtro de 0,45

pm. Los extractos se conservaron a una temperatura de -21 °C. tFigura 211.  Ultra-
urrax

)

3.2.2 EXTRACCION DE ACIDOS ORGANICOS

Para realizar esta extraccion se utilizd como disolvente agua ultrapura

acidificada con 0,1 % de acido clorhidrico.

Para realizar la extraccion de la pulpa se
utilizd6 una relacion 1:2 (peso:volumen). Se
tomaron 12,5 g de muestra, se afiadieron 25 mL
de disolvente y se agitd en ultra-turrax a 13.000

rom hasta homogeneizar el producto. A

continuacién se centrifugd a 9000 x g durante

15 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recogi6 y
se filtraron 20 pL para HPLC (Figura 22) con

un filtro de 0,45 pm. Los extractos se

conservaron en congelador a -21 °C. Figura 22. HPLC Hewlett Packard
HP 1100.
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3.3 DETERMINACIONES DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

3.3.1 METODO DPPH

El método DPPH se llevd a cabo siguiendo el método de Brand Williams,

Cuvilier, y Berset (1995) con alguna modificacion: se preparar6 el reactivo con metanol

(DPPH 95 %, Alfa Aesar) y se ajusto su absorbanciaa 1 con una longitud de onda de

515 nm.

La recta de calibrado se realizd con Trolox (97 %. Acros Organics) 10 mM

procediendo de la siguiente forma:

a)
b)

d)

Se prepararon 5 tubos de ensayo numerados.

Se afiadi6 a cada tubo la cantidad correspondiente de Trolox: 0,1 mL, 0,25
mL, 0,5ml, 1 mL y 1,5 mL y se completéd hasta un volumen de 5 mL con
etanol.

Se utilizaron cubetas de 1,5 mL de capacidad y se llenaron en el siguiente
orden:

a. 10 pL trolox

b. 40 pL metanol

c. 950 pL solucion DPPH

Se dejé reaccionar en oscuridad durante 10 minutos y se midid la absorbancia
a 515 nm.

e) A los resultados obtenidos se les resto la absorbancia del reactivo y se realizo

la representacion gréfica (Figura 23) para obtener la ecuacion de la recta y

poder hallar la concentracion de las muestras.

Recta calibrado DPPH
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

0,3 y =0,2464x
2_
0,2 R*=0,9996
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‘\

[\ ]

9
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06
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Concentracion mM

Figura 23. Recta calibrado método DPPH
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Una vez realizada la recta de calibrado, se midié la capacidad antioxidante de las
muestras. Este proceso se realizé por triplicado para cada extracto y se procedi6 de igual
modo que en el llenado de las cubetas para la recta patron. En cada cubeta se afiadieron:

a. 10 pL muestra
b. 40 pL metanol
c. 950 pL solucion DPPH.
Se dejo reaccionar durante 10 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia en
el espectrofotometro (Figura 24) a 515 nm. A los resultados se les restd la absorbancia
inicial del reactivo y se procedié al calculo de la concentracion de antioxidantes en

funcion a la recta de calibrado.

Figura 2422. Espectrofotdmetro

3.3.2 METODO ABTS

El método ABTS se llevo a cabo utilizando el ensayo de decoloracién del radical
cation ABTS™ con alguna modificacion (Re et al., 1999). Se prepar6 el reactivo con una
concentracion 7 mM (ABTS 99 %, Sigma Aldrich) y tras la adicion de 1 mL de
persulfato de potasio 2,45 mM (Persulfato de potasio 99 %, Sigma Aldrich) se dejé
reaccionar durante 12-16 horas en oscuridad para que tuviera lugar la formacion del
cation ABTS™. Una vez transcurrido este tiempo, se diluyo la solucién ABTS en agua
ultrapura hasta ajustar su absorbancia a 0,700 + 0,020 empleando una longitud de onda
de 734 nm. La recta de calibrado se realizd con trolox 10 mM procediendo de la
siguiente forma:
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a) Se prepararon 5 tubos de ensayo numerados.

b) Se afiadié a cada tubo la cantidad correspondiente de Trolox: 0,1 mL, 0,25 mL,

0,5mL, 1 mLy 1,5 mL y se completd hasta un volumen de 5 mL con etanol.

c) Se utilizaron cubetas de 1,5 mL de capacidad y se llenaron en el siguiente orden:

a. 10 pL trolox
b. 990 pL solucion ABTS

d) Se dejd reaccionar en oscuridad durante 6 minutos y se midié la absorbancia a

734 nm.

e) A los resultados obtenidos se les rest6 la absorbancia del reactivo y se realizo la

representacion gréfica (Figura 25) para obtener la ecuacion de la recta y poder

hallar la concentracion de las muestras.

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0 &

Abs

Recta calibrado ABTS

°o_ y = 0,2385x
|~ R2=0,9842

0,5 i 1,5 2 25 3 3,5
Concentracion mM

Figura 25. Recta de calibrado método ABTS

Una vez realizada la recta de calibrado, se procedi6 a medir la capacidad

antioxidante de las muestras. Tras diversas pruebas iniciales, se opto por realizar las

determinaciones empleando una dilucion 1:20 de las muestras con el mismo extractante

utilizado anteriormente, para asi trabajar en un rango éptimo de la recta patron. Se

procedié a medir la capacidad antioxidante con las muestras diluidas por triplicado, de

igual modo que en el llenado de las cubetas para la recta patrén. En cada cubeta se

afiadieron:

a. 10 pL muestra diluida.
b. 990 pL solucién ABTS.
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Se dejo reaccionar durante 6 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia a
734 nm. A los resultados se les resto la absorbancia inicial del reactivo y se procedio al

calculo de la concentracién de antioxidantes en funcidn a la recta de calibrado.

3.3.3 METODO FRAP

El método FRAP se llevo a cabo siguiendo el protocolo de Benzie y Strain
(1996), con alguna modificaciéon. Se prepard el reactivo con una relacion 1:1:10 de
TPTZ: FeClz: solucion buffer:

e Solucion buffer a pH = 3,6 con: CH3COONa (Sodio acetato 3-hidrato. 99 %.
Panreac) y HCI.
e HCI 40 mM.
e Reactivo TPTZ (TPTZ. 99 %, Sigma Aldrich) 40 mM con el HCI 40 mM.
e Cloruro de hierro (Iron (I11) Chloridre 6-hydrate, Panreac) 20 mM.
Una vez preparado el reactivo, se procedio a realizar la recta de calibrado con
Trolox 10 mM:

a) Se prepararon 5 tubos de ensayo numerados.
b) Se afiadié a cada tubo la cantidad correspondiente de Trolox: 0,1 mL, 0,25 mL,
0,5mL, 1 mLy 1,5 mL y se completd hasta un volumen de 5 mL con etanol.
c) Se utilizaron cubetas de 1,5 mL de capacidad y se llenaron en el siguiente orden:
a. 10 pL trolox
b. 990 pL solucion FRAP
d) Se dejo reaccionar en oscuridad durante 10 minutos y se midi6 la absorbancia a
593 nm.
e) Se realizo la representacion grafica (Figura 26) para obtener la ecuacion de la
recta y poder hallar la concentracion de las muestras.
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Recta calibrado FRAP

0,4 y =0,4329x
° R?=0,9824
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Figura 26. Recta de calibrado del método FRAP. Absorbancia frente a
concentracion mM de trolox

Una vez realizada la recta de calibrado, se procedié a medir la capacidad
antioxidante de las muestras. Para realizar la determinacion de las muestras, se realizo
una dilucion de las mismas al igual que en el método anterior, pero en este caso hasta
una concentracion final de 1:2. Seguidamente, se midi6 la capacidad antioxidante con
las muestras diluidas por triplicado, de igual modo que en el llenado de las cubetas para

la recta patrén. En cada cubeta se afiadieron:

a. 10 pL muestra diluida.
b. 990 pL solucion FRAP.

Se dejé reaccionar durante 10 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia a
593 nm. Con los resultados obtenidos se procedid al calculo de la concentracion de

antioxidantes en funcion a la recta de calibrado.

3.4 DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

El método para la determinacion de fenoles totales se llevo a cabo con el

reactivo Folin, carbonato de sodio y tampén fosfato:

e Reactivo de Folin (Reactivo del fenol segun Folin-Ciocalteu, Merck): 10 mL de

reactivo de Folin mas 90 mL de agua ultrapura.
e NayCOs: se pesaron 1,875 g de carbonato de sodio y se disolvieron en 25 mL de

agua ultrapura.

e Tampon fosfato 50 mM:
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o Se pesaron 0,34 g de KH2PO4 (Hidrogeno fosfato de potasio, Panreac) y
se disolvieron en 50 mL de agua ultrapura.

o Se pesaron 0,4354 g de KoHPO;4 (fosfato monoacido de potasio anhidro,

Panreac) y se disolvieron en 50 mL de agua ultrapura.

o Se vertieron en un vaso los 50 mL de fosfato dipotasico y se afiadié poco
a poco la disolucién de fosfato de potasio monobasico hasta alcanzar un
pH de 7,5.

Una vez preparados los reactivos, se procedi6 a realizar la recta de calibrado con
pirogalol 1 mM (0,0013 g en 10 mL de agua ultrapura) (Pirogalol 99 %, Sigma-
Aldrich), de acuerdo al siguiente protocolo:

a) Se prepararon 6 tubos de ensayo numerados.
b) Se afiadio a cada tubo 2,5 mL de reactivo de Folin.

c) Se afadi6 a cada tubo la cantidad correspondiente de pirogalol: 0, 25, 50, 75, 100

y 125 pL y se completd hasta un volumen de 500 pL con tampdn fosfato.
d) Se agitd y se dejo reposar durante 2 minutos.
e) Se afiadieron 2 mL de carbonato de sodio.

f) Se colocaron los tubos en un bafio previamente calentado a 50 °C durante 10

minutos.
g) Se midio absorbancia a 760 nm en el espectrofotometro.

h) Se realizo la representacion grafica (Figura 27) para obtener la ecuacion de la

recta y poder hallar la concentracion de las muestras.
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Recta Calibrado Fenoles Totales
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Figura 23. Recta calibrado fenoles totales. Absorbancia frente a concentracion
en mg / mL de pirogalol

Una vez realizada la recta de calibrado, se procedié a medir los fenoles totales de
las muestras. Para este método se realiz6 una dilucion 1:1. Se procedié a medir las
muestras diluidas por triplicado, de igual modo que en el llenado de los tubos para la
recta patron.

a) Se prepararon los tubos de ensayo numerados.

b) Se afiadi6 a cada tubo 2,5 mL de reactivo de Folin.

c) Se afiadi6 a cada tubo 100 pL de muestra y 400 pL de tampon fosfato.

d) Se agit6 y se dejé reposar durante 2 minutos.

e) Se afiadieron 2 mL de carbonato de sodio.

f) Se colocaron los tubos en un bafio previamente calentado a 50 °C durante 10
minutos.

g) Se midio la absorbancia a 760 nm en el espectrofotometro.

Con los resultados obtenidos se procedié al calculo de la concentracion de

fenoles en funcidn a la recta de calibrado.
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3.5 DETERMINACION DE VITAMINA C

La vitamina C se determind por cromatografia de alta resolucion (HPLC). Para
ello se utilizd un equipo de cromatografia liquida Hewlett Packard HP 1100 con una
columna Supelcogel C-610H (7.8 mm x 300 mm) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y
una guarda columna Supelco guard C-610H (4.6 mm x 50 mm) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia). Los acidos se monitorizaron a 210 nm con un visible-ultravioleta (vis-
UV) detector de diodos (DAD G1315A).

Para la fase movil se utilizé &cido ortofosférico (Sigma-Aldrich, Madrid) al 0,1
% y el volumen de inyeccion fue de 20 pL con un flujo de 0,5 mL / minuto en

condiciones isocraticas. Los resultados se expresaron en g/L.

Se realizd una recta de calibrado (Figura 28) con diferentes concentraciones

conocidas de vitamina C para poder realizar los calculos de las muestras.

Recta calibrado Acido Ascérbico

10000
8000
6000
g
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2000 > y = 275,97x
R?=0,9806
0. &°9®
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Concentracion (mg/10mL)

Figura28. Recta calibrado acido ascorbico. Area del pico del cromatograma
frente a concentracién en mg/ 10 mL.
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3.6 DIGESTION IN VITRO

La simulacion gastrointestinal in vitro se realiz6 en un mango que no habia sido

almacenado (dia 1) y en otro que estuvo almacenado durante todo el ensayo (dia 21). El

ensayo se llevo a cabo segun Valero-Cases y Frutos (2015):

En primer lugar se realizé una simulacion de la masticacion afiadiendo 1 pL /g
de a-amilasa, comenzando asi la digestion del mango. La simulacion de los jugos
gastricos (SJG) e intestinales (SJI) fue preparada con tampon fosfato salino (PBS)
(Sigma-Aldrich, Madrid). Para los SJG, el PBS se calent6 previamente a 37 °C, el pH se
ajustd a 3 con HCI 1 N y se adiciond 3 g/L de pepsina (Farma-quimica, Mélaga). A 400
mL de SJG, se adiciond 100 gramos de mango (Figura 29) y la suspension se mantuvo
60 min a 37 °C, bajo agitacion constante a 200 rpm. Pasado este tiempo, la reaccion
enzimatica, fue parada por neutralizacién con NaOH 1 N (Panreac, Barcelona) para la
preparacion de SJI. Posteriormente, se adiciond 1 g/L de pancreatina (Sigma, Madrid) y
4,5 g/L de sales biliares (Sigma-Aldrich Madrid) y se mantuvo 120 min a 37 °C, bajo
agitacion constante a 200 rpm. Para las determinaciones analiticas, se tomd muestra al

finalizar el periodo de SJG y a los 60 y 120 min (Figura 30) de SJI.

Una vez realizada la digestion se analiz6 cada una de las muestras previa
centrifugacion a 15000 rpm y recoleccion del sobrenadante. Se llevaron a cabo los tres
métodos de capacidad antioxidante anteriormente desarrollados en este trabajo (DPPH,
ABTS y FRAP) asi como los fenoles totales (Folin-Ciocalteau) y la determinacion de la

vitamina C. Cada ensayo se realizo por triplicado para cada una de las muestras.

Figura30. Inicio digestion gastrica Figura31. Fin digestion intestinal
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3.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de los anélisis realizados, fueron procesados mediante un anélisis
de varianza (ANOVA) y mediante la prueba de rangos multiples de Duncan, con el fin
de comprobar si las diferencias observadas durante los andlisis realizados en los
muestras eran significativas. Se utilizo el software StatGraphicsPlus 5.0 Software
(Manugistics, Inc., Rockville, Maryland, Estados Unidos). La diferencia significativa

fue definida como p<0,05.
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4.1 EVOLUCION EN EL ALMACENAMIENTO

El contenido en capacidad antioxidante de frutas se esta convirtiendo en un

parametro cada vez mas importante en lo que respecta a su calidad. Sin embargo, hay
poca informacion disponible sobre la evolucion de la capacidad antioxidante,
compuestos fenolicos y &cido ascorbico durante el almacenamiento en mangos variedad
Kent. Los datos experimentales que se muestran a continuacion, fueron realizados para
cada grupo de mangos con la finalidad de comprobar la evolucion de los parametros

funcionales durante 21 dias almacenamiento a 10 °C.

4.1.1 GRUPO 1
La Tabla 2 muestra la capacidad antioxidante (FRAP, DPPH y ABTS), los

polifenoles totales y el &cido ascorbico del grupo 1 de mangos durante 21 de
almacenamiento. En los resultados obtenidos, se pudo observar que la capacidad
antioxidante aumentd de manera significativa a partir de los 14 dias de almacenamiento

a 10 °C en todos los métodos ensayados.

Tabla 2. Capacidad antioxidante del grupo 1 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Fenoles totales del grupo 1 expresados como mg
equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico expresado en mg / 100 g de pulpa
de mango.

GRUPO 1

Dial Dia 7 Dia 14 Dia 21

DPPH 103,50 + 6,022 116,01 + 15,672 145,11 + 3,34° 178,48 + 9,97¢
ABTS 66,13 + 8,53° 78,25 £ 9,51° 158,12 +23,51° 364,31 + 35,79°

FRAP 133,38 £9,82% 193,20 +32,21% 205,74 + 22,93 269,19 + 20,19°

Polifenoles
103,77 +£ 2,482 147,32 £ 3,21° 150,17 £ 2,93° 188,38 + 6,88¢
totales
Aci
,C d? 102,19 + 3,118 141,40 £ 4,27° 168,51 +4,58° 229,23 + 2,974
ascorbico

Valores expresados + desviacion estandar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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En el método de DPPH se observd un aumento del 42 % de la capacidad
antioxidante, haciéndose significativo a partir del dia 14. Para el método de ABTS se
observo la misma evolucion que en el anterior, siendo en este caso el aumento de un
81,8 %. En el caso del método FRAP la evolucion fue de una forma mas progresiva y se
dio un aumento del 50,4 %. Este aumento de capacidad antioxidante, est4 relacionado
con el aumento de polifenoles y acido ascérbico de los mangos durante el periodo de
almacenamiento haciéndose mas notable a partir de los 14 dias, donde se observo un

aumento significativo de ambos compuestos funcionales.

4.1.2 GRUPO 2

En el estudio de la evolucion de la capacidad antioxidante para el grupo 2
(Tabla 3), podemos observar que se mantiene la misma tendencia de la capacidad

antioxidante en funcion del tiempo de conservacion, que la observada en el lote anterior.

Tabla 3. Capacidad antioxidante del grupo 2 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Fenoles totales del grupo 2 expresados como mg
equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico expresado en mg / 100 g de pulpa
de mango.

GRUPO 2

Dia 1l Dia 7 Dia 14 Dia 21

DPPH 109,39 +17,88% 116,55 + 16,65® 141,72 + 6,58 163,69 + 8,87°¢
ABTS 98,61 +12,28% 164,53 +25,79° 196,98 +22,42° 367,22 + 20,61°

FRAP 139,92 +17,45% 188,03 + 13,88" 219,56 +8,38° 321,58 +19,03¢

Polifenoles
102,19 + 3,11° 141,40 + 4,27° 168,51 +4 58° 229,23 + 2,97¢
totales
ACIdO a a a b
. 60,79 +3,04 61,92 +0,52 62,14 + 0,65 65,78 £ 0,25
ascorbico

Valores expresados + desviacion estandar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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Todos los métodos presentaron una evolucion constante en la que la capacidad
antioxidante aumentd de forma progresiva, entre los dias 1 y 21, en el caso del DPPH se
produjo un aumento del 33,1 %, en ABTS de 73,1 % y en FRAP del 53,5 %.
Paralelamente, se observo que el contenido de compuestos fendlicos y &cido ascérbico
(Tabla 3) cambid significativamente, aumentando de manera gradual durante el
almacenamiento y alcanzando valores més altos a los 21 dias. Los fenoles totales
aumentaron de 102,19 a 229,23 mg eq pirogalol / 100 g de pulpa, lo que supone un
aumento significativo del 55 %. Mientras que para el acido ascorbico se observé un
aumento de un 8%. Estos incrementos coinciden con el aumento progresivo de los

diferentes métodos de capacidad antioxidante durante el periodo de almacenamiento.

4.1.3 GRUPO 3

La tabla 4 muestra la evolucion de la capacidad antioxidante, polifenoles totales
y &cido ascorbico para el lote 3. Durante los primeros 14 dias de almacenamiento, el
DPPH no mostro diferencias significativas. EI cambio significativo, se observé al final
del periodo de almacenamiento.. La estabilidad observada durante los primeros 14 dias,
podria estar relacionada con la estabilidad que muestra el acido ascorbico para el mismo
periodo de almacenamiento. Puesto que el &cido ascérbico es capaz de reaccionar con el
DPPH cediendo dos hidrogenos y pasando a su forma oxidada como acido
dehidroascorbico, explicando asi su eficiencia como un potente antioxidante y
estableciendo una relacion directamente proporcional; concentracion de ascorbico vs
DPPH (Villanueva-Tiburcio et al., 2010).

En cambio en el método ABTS y FRAP, se observé un aumento significativo a
los 14 dias. Con aumentos de ca. 55 % para ambos métodos.
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Tabla 4. Capacidad antioxidante del grupo 3 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Fenoles totales del grupo 3 expresados como mg
equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico expresado en mg / 100 g de pulpa
de mango.

GRUPO 3

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

DPPH 111,19+ 12,822 119,33 + 0,842 121,55+7,39° 151,97 +12,91°
ABTS 179,14 + 25,37° 218,25+ 20,41% 356,16 + 23,67 402,93 + 43,34

FRAP 148,61 + 23,000 179,77 +18,74%° 226,05+ 14,01° 323,89 + 35,13¢

Polifenoles
151,57 + 2,34? 162,41 + 2,032 191,91 + 10,34° 234,74 +7,89°
totales
Acido
L 62,88 + 3,142 64,91 + 3,518 66,97 + 1,042 70,38 + 1,75P
ascorbico

Valores expresados + desviacién estandar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

4.1.4 GRUPO 4

En el caso del lote 4, se observd la misma tendencia respecto a la capacidad
antioxidante que en los lotes anteriores (Tabla 5). La capacidad antioxidante aumento
con el paso del tiempo de almacenamiento en los mangos estudiados. En el ensayo
DPPH se dio un aumento del 34,7 % entre los dias 1 y 21. Este aumento fue del 60,5 %
en el método ABTS, siendo mas significativo en el dia 21 y del 39,8 % en el caso del
FRAP, en el que también se vio el mayor aumento en el ultimo dia de ensayo. Al igual
que se pudo comprobar con los anteriores lotes, durante la evolucién del
almacenamiento se observé un aumento del acido ascérbico y compuestos fendlicos,
marcando una diferencia mas notable a partir de los 14 dias para ambos compuestos
funcionales (Tabla 5).
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Tabla 5. Capacidad antioxidante del grupo 4 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Fenoles totales del grupo 4 expresados como mg
equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico expresado en mg / 100 g de pulpa
de mango.

GRUPO 4

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

DPPH 118,12 + 5,08? 133,84 + 5,68° 149,98 + 6,11° 181,05 + 8,88¢
ABTS 179,51 +20,62° 214,38 £57,51% 233,64 +22,35" 454,23 + 35,90°

FRAP 208,58 +21,02* 210,82 £20,55° 247,94+ 19,67 346,54 + 13,54°

Polifenoles
162,69 + 4,85° 164,56 + 7,502 203,51 + 8,09° 273,33 + 2,56°
totales
Acido . . b
L 62,49 + 3,14 65,35+ 0,43 77,17 + 3,86 100,75 + 15,93°¢
ascorbico

Valores expresados + desviacion estdndar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

4.1.5 GRUPO 5

En la tabla 6, se puede observar la evolucion de la capacidad antioxidante,
polifenoles totales y acido ascorbico para el lote 5. En los ensayos ABTS y FRAP, se
observd un aumento significativo de la concentracion de antioxidantes a partir de los 7
dias de almacenamiento, haciéndose méas pronunciado este aumento en la Ultima
semana. Concretamente se dio un aumento del 54,8 % para el ABTS vy del 47,9 % para
el FRAP. Para el DPPH, la tendencia fue mas estable, observdndose un cambio
significativo a partir de los 14 dias y permaneciendo sin cambios hasta el final del
almacenamiento. Dichos cambios en la capacidad antioxidante, estan en concordancia
con el aumento de polifenoles totales y acido ascorbico, donde en ambos casos, se
produce un aumento significativo a partir de los 14 dias de almacenamiento, con un
incremento del 55 % al final del almacenamiento para los polifenoles totales respeto al
dia 1. Mientras que para el acido ascorbico se observo un aumento del 6 %, partiendo de
63,46 mg/ 100 g hasta 75 mg/100 g.
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Tabla 6. Capacidad antioxidante del grupo 5 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP. Fenoles totales del grupo 5 expresados como mg
equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico expresado en mg / 100 g de pulpa
de mango.

GRUPO 5

Dia 1 Dia 7 Dia 14 Dia 21

DPPH 160,79 +12,01*  163,45+6,77° 164,85+ 16,54 175,76 + 4,01
ABTS 179,51 +13,69° 196,98 +22,27®® 218,25+ 23,79° 397,17 + 40,75°

FRAP 188,04 +13,88% 232,74 +20,55° 258,68 +20,30° 361,23 + 7,93

Polifenoles
140,60 + 3,072 151,42 + 4,27° 196,75 i3,11b 315,01 +13,11°
totales
Acido . R b
. 63,46 + 0,99 64,38 + 1,98 70,67 + 0,95 75,14 + 0,66°
ascorbico

Valores expresados + desviacion estdndar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Tal y como se ha podido observar, todos los grupos de trabajo han mantenido la
misma tendencia de aumento en la capacidad antioxidante durante los 21 dias de
almacenamiento a 10 °C. Este aumento coincidié con el aumento de acido ascorbico y

polifenoles totales para todos los grupos.

De acuerdo a los tres métodos de capacidad antioxidantes utilizados, se observo
que el método ABTS presentd un mayor aumento en los valores de capacidad
antioxidante respecto a los métodos DPPH y FRAP. Este aumento podria estar
relacionado con la reaccién de otros compuestos funcionales (carotenos, vitamina E),
no evaluados en este experimento. Estudios anteriores, mostraron un aumento de la
intensidad de color naranja en el mesocarpio de los mangos, junto con una disminucion
de la luminosidad, que asociaron con un incremento en el contenido de carotenos de los

mangos variedad Keitt y Ataulfo (Ornelas-Paz et al., 2008; Ibarra Garza, 2015).

Tambien se observaron aumentos de capacidad antioxidantes durante el
almacenamiento refrigerado en estudios realizados para apio (Vifia y Chaves, 2006),
fresas, grosellas, frambuesas, guindas (Piljac-Zegarac y Samec D, 2011). En otros
estudios realizados en fresas a diferentes temperaturas de almacenamiento 0, 5y 10 °C,

obtuvieron un aumento de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en las fresas
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almacenadas a 10 °C (Shin et al., 2007; Jin et al., 2011). En estudios de almacenamiento
en mangos variedad Ataulfo, se observd un aumento de la capacidad antioxidante
durante el almacenamiento que se correlacion6 positivamente con el aumento fendlico

total y la tasa de respiracion de los frutos (Palafox et al., 2012).

El contenido fenolico que se mantuvo estable durante los primeros dias de
almacenamiento podria estar relacionado con la estabilidad de los compuestos fendlicos
mayoritarios encontrados en el mango (galotaninos y &cido galico) (Kim et al., 2009).
El aumento de los compuestos fendlicos también podria estar relacionado con el
aumento que se encontro en los mangos durante el almacenamiento del acido shikimico
(datos no mostrados), ya que los compuestos fenolicos son sintetizados a través de la via
del &cido shikimico (Tomés-Barberan y Espin, 2001) y/o por los galotaninos de alto
peso molecular que pueden dividirse en galotaninos mas pequefios por hidrolisis
enzimatica durante el almacenamiento (Soong y Barlow, 2006). Por lo tanto, los
mangos durante su maduracién para evitar el estrés oxidativo pueden activar
mecanismos de defensa antioxidante como la sintesis de compuestos fendlicos (Palafox
etal., 2012).

Todo esto sugiere que tanto el proceso fisiolégico como la maduracion de los
mangos, afecta favorablemente a los compuestos fenolicos y al acido ascorbico y, por lo

tanto, a la capacidad antioxidante de estos frutos.

4.2 DIGESTION in vitro

Para ejercer su bioactividad, los antioxidantes primero deben ser bioaccesibles,
es decir liberados de la matriz alimentaria durante la digestion (Bouayed et al., 2011).
Numerosos estudios se han realizado para comprobar la bioaccesibilidad en alimentos
ricos en compuestos fendlicos como en manzanas (Bouayed et al., 2012), moras (Liang,
et al., 2012), uva (Tigliazucchi et al., 2010), granada (Mosele et al., 2015), pero hasta el
momento no se han realizado estudios de digestion in vitro en mango durante el periodo
de almacenamiento. Por lo tanto, con la finalidad de comprobar el metabolismo y
biodisponibilidad del aumento de los compuestos funcionales observados en los mangos
durante el almacenamiento, se realizo una digestion gastrointestinal in vitro para dos de

los mangos en diferentes periodos de almacenamiento.
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La tabla 7, muestra la evolucion de la capacidad antioxidante y compuestos
funcionales para un mango a dia 1 de almacenamiento (M1) y para un mango al final
del periodo de almacenamiento (M21). Los resultados obtenidos en todos los métodos
ensayados, mostraron una menor concentracion respecto a la observada durante el
ensayo de almacenamiento a tiempo inicial. Esta disminucion puede estar influenciada
por el método de extraccion empleado, ya que en este estudio se utilizé PBS a tiempo
inicial para la extraccion de las muestras controles con el objetivo de estandarizar y
poder comparar con los posteriores analisis realizados durante la digestion. Estos
resultados iniciales indican que unicamente el PBS neutro sin enzimas, no es un buen

agente extractante para las muestras controles.

Los resultados para los tres métodos usados para determinar la capacidad
antioxidante, indicaron una diferencia significativa al finalizar la primera hora de
digestion géstrica respecto a las muestras controles para ambos mangos. Pero tras
finalizar la primera hora de digestion intestinal se observé un mayor aumento para el
M1 en todos los métodos estudiados, en cambio para el M21, solamente se observo en
el ABTS, mientras que para el FRAP y el DPPH fue menor que en la digestion gastrica.
En estudios anteriores se ha sugerido que el método ABTS (llevado a cabo en un medio

tamponado de 7) es mas adecuado que a pH acidos (Bouayed et al., 2012).

Al transcurrir dos horas de digestion intestinal, el M1 permanecié sin diferencias
significativas respecto a la primera hora de digestion intestinal. Mientras que el M21 se
observd una disminucion de la capacidad antioxidante para todos los métodos

realizados.

Estos cambios en la capacidad antioxidante durante la digestion in vitro, estan en
concordancia con los resultados obtenidos para los polifenoles totales y el acido
ascorbico. Donde se observé un aumento de polifenoles totales a partir de la primera
hora de digestion intestinal para el M21, esta liberacion de polifenoles en esta fase de
digestion podria justificarse con la diferencia de textura que se observd entre los
mangos al inicio del ensayo. EI mango M21, tras permanecer en almacenamiento
durante 21 dias, sufrio una disminucion en las propiedades texturales, que favorecen una
pronta liberacion de los compuestos fendlicos durante la digestion géstrica. Pero el
mayor aumento se observéd al finalizar la primera hora de digestidn intestinal para

ambos mangos. Este aumento después de la fase intestinal, podria explicarse por el
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tiempo adicional de extraccion, el pH y el efecto de las enzimas intestinales, que
mejoran la liberacion de la matriz alimentaria (Cilla 2012). En otros estudios también se
ha planteado que el aumento de compuestos fendlicos sea mayor en la fase intestinal
debido a la desprotonacién de los restos hidroxilos presentes en sus anillos causada por
la transicion de medio acido a medio alcalino (Bouayed et al., 2012). Estudios
realizados en manzanas (Bouayed et al., 2012), moras (Liang et al., 2012), uva
(Tigliazucchi et al., 2010), y granada (Mosele et al., 2015) mostraron una mayor

liberacion de compuestos fendlicos durante la fase de digestion intestinal.

Tabla 7. Capacidad antioxidante de M1y M21 expresada en mmol equivalentes de Trolox / 100 g de pulpa
de mango para los métodos DPPH, ABTS y FRAP a lo largo del proceso de digestion. Fenoles totales de
M1 y M21 expresados como mg equivalentes de pirogalol / 100 g de pulpa de mango y acido ascérbico
expresado en mg / 100 g de pulpa de mango a lo largo del proceso de digestion.

Digestion in vitro

Control Digestion Digestion Digestion
gastrica (1h) intestinal (1h) intestinal (2h)
M1 27,07 +1,212 73,60 +0,38° 78,16 + 4,34°¢ 75,12 + 0,65
DPPH
M21 30,84 £1,282 144,96 £ 6,75° 126,43 + 11,33 91,64 + 2,96
M1 32,91+2,072 71,45+2,92° 253,53 £ 29,75¢ 323,46 = 16,94°¢
ABTS
M21 32,12 +2,082 183,52+ 14,82 332,37 +5,66¢ 273,35 £ 21,55¢
M1 46,73 +3,242 70,89 +1,38° 96,74 + 10,45°¢ 98,32 + 7,00°
FRAP
M21 51,85+1,452 201,27 + 3,409 156,88 + 3,37¢ 114,45 + 1,63°
Polif M1 67,17 +1,692 113,95+ 14,112 195,95 + 9,08 211,77 + 24,22°
totales o1 74,74 +2432 22574 +11,46% 242976+9,76° 211,80 + 16,00
M1 47,28 +2,362 54,02 +2,7° 48,78 + 2,442 46,32 + 2,322
Vit. C
M21 37,87 £1,892 5511+ 2,76° 48,78 * 2,44 51,11 + 2,56

Valores expresados + desviacion estandar de tres determinaciones. Valores seguidos por la misma letra,
dentro de la misma fila, no son estadisticamente diferentes (p<0.05).
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En cambio, para el &cido ascorbico, en ambos mangos, se observé mayor
disponibilidad de &cido ascérbico en la digestion gastrica, observandose una
disminucion tras finalizar la primera hora de digestion intestinal y permaneciendo sin
cambios significativos al final de las dos horas. Esta disminucién en la fraccién
bioaccesible puede estar influenciada por los cambios de pH y el mayor tiempo de
exposicion a la presencia de oxigeno durante las dos horas de digestién intestinal (Cilla
etal., 2011). Los mismos resultados se encontraron para estudios realizados en granada

(Perez-Vicente et al., 2012) y en diferentes tipos de zumos de frutas (Cilla et al., 2011).

Los resultados obtenidos sugieren que el tracto gastrointestial actia como un
buen extractor para la liberacion de los compuestos funcionales de la matriz alimentaria
(mango) poniéndose a disposicion para su absorcion o para ejercer sus efectos
bioldgicos en el tracto intestinal.

RESULTADOS Y DISCUSION | 51



Evaluacion de las propiedades funcionales del mango durante el almacenamiento

5. CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el proceso de
maduracion del mango cv. Kent influye de manera favorable en la actividad
antioxidante de los compuestos fenolicos y del acido ascorbico. Esto representa una
ventaja para el consumidor, ya que garantiza un excelente aporte nutricional junto a un
equilibro visual del fruto durante todo el periodo de almacenamiento. Al mismo tiempo,
estos resultados también benefician a la industria alimentaria, ya que les permite
seleccionar la etapa de maduracién idonea para asi poder ofrecer al consumidor mangos
de una calidad superior. Por otro lado, todos los resultados obtenidos durante el
almacenamiento, se refuerzan al poder garantizar la biodisponibilidad de los polifenoles
totales asi como del &cido ascérbico, actuando de este modo el mango como una
excelente matriz de entrega de compuestos funcionales. Muchas de las recomendaciones
nutricionales, solamente aportan datos de contenido sin tener presente su
biodisponibilidad, mientras que en este estudio se puede decir consumiendo 100 gramos
de mango, el consumidor al final del proceso de digestion puede obtener ca. 50 mg de

vitamina C y un contenido en polifenoles totales ca. 200 mg eq. Troxol.
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