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Resumen

El mango ‘Ataulfo’ es un fruto popular en México con fuente de fibra dietética (FD) y de
compuestos fendlicos (CF) asociados a ella. Estos compuestos y FD presentes en un
refrigerio saludable, pueden llegar al colon, fermentarse y producir metabolitos con efectos
benéficos a la salud. El objetivo de esta investigacion fue evaluar los cambios en la
microbiota intestinal durante la fermentacion colonica in vitro de la fraccion indigestible
total (FIT) de un refrigerio elaborado con mango ‘Ataulfo’, el cual fue elaborado en el
Laboratorio Integral en Investigacion de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Tepic. Este
refrigerio se sometié a una simulacion gastrointestinal de fermentacion coloénica in vitro
de FIT, donde se obtuvieron muestras con una concentracion en el rango entre 900 y 2000
ng/ul y calidad en el indice de A260/A280 entre 1.8-2, lo cual indica que el ADN obtenido
en cada muestra fue aceptado como muestra pura para su futuro secuenciamiento mediante
la plataforma Illumina, informacién que nos sera de utilidad para proseguir con futuras
investigaciones relacionados con las comunidades microbianas presentes en el proceso de

fermetacion colonica de subproductos de Mango.
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Introduccion

La microbiota intestinal es una coleccion muy diversa de billones de microbios compuesta
por cientos de especies (Gill, 2006). En el intestino grueso densamente colonizado, la
microbiota puede alcanzar numeros de hasta 10-12 ufc / g de contenido de colon
(Gueimonde y Collado, 2012). La microbiota intestinal ha evolucionado con los humanos
hasta un estado complejo interdependiente, donde su genoma ademas del nuestro genera
una capacidad profunda para metabolizar la gran variedad de sustratos en la dieta humana
(Xu et al., 2007).

Es conocido que hasta un tercio de todas las enfermedades, incluidos los trastornos
cardiovasculares, como las enfermedades coronarias y la hipertensién, la diabetes tipo 2,
los problemas intestinales funcionales y el cancer, estan relacionados con el estilo de vida y
su riesgo puede mitigarse a través de medios dietéticos (Shahidi, 2009). Lo cual indica que

la dieta tiene un efecto sobre la microbiota y esto a su vez afecta la salud.

Los cambios en la composicién bacteriana pueden conducir a una modificacion metabdlica
que puede tener consecuencias directas para la salud del huésped. Investigaciones recientes
(Blatchford, 2015) han demostrado que el perfil metabolico observado puede alterarse
cambiando los sustratos disponibles para la fermentacion. En este sentido, los sustratos que
pueden inducir cambios en el metabolismo incluyen: carbohidratos tales como almidon
resistente, azlcares-ONU absorbida, polisacaridos no almidén, gomas y celulosa; y
proteinas de la dieta y fuentes enddgenas como la mucina (Louis, Scott, Duncan y Flint,
2007). Algunos de los principales productos finales de la fermentacion son los acidos
grasos de cadena corta (SCFA), los acidos grasos de cadena ramificada (BCFA) y gases
como el hidrogeno, el dioxido de carbono y el metano (Rosendale, Cookson, Roy y
Vetharaniam, 2011 ).

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto que contiene tanto en su pulpa o céscara
componentes como la FD y otros compuestos bioactivos (CB); tales como los compuestos
fendlicos (CF). Ambos, al entrar en contacto con el sistema digestivo del ser humano sufren

cambios y transformaciones quimicas, donde lo que no es digerido ni absorbido en el



intestino delgado (fraccion indigestible) queda disponible para posteriormente ser utilizado
como sustrato para fermentar parcial o completamente en el colon (Saura-Calixto et al.,
2000), en donde, la fraccion indigestible (FI) se metaboliza por medio de la microbiota

colonica, liberando metabolitos con propiedades beneficiosas para la salud.

La FD compuesta principalmente por carbohidratos no amilaceos durante el proceso de
fermentacion llega a producir acidos grasos de cadena corta (AGCC) los cuales brindan
efectos positivos a la salud como son las propiedades anti inflamatorias y/o anti
proliferativas, las cuales ayudan a prevenir el sindrome del colon irritable o el cancer de
colon (Topping & Lockett, 2016).

El presente trabajo tiene como objetivo principal analizar molecularmente la microbiota
intestinal durante la fermentacion colonica de FD y de CF presentes en la FI de un

refrigerio elaborado con céscara y pulpa de mango ‘Ataulfo’.



Descripcion de la empresa

Generalidades de la empresa

El Instituto Tecnoldégico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG); es una universidad publica de
tecnologia, ubicada en la Ciudad de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México. Es una Institucion
educativa pablica de educacién superior, que forma parte del Sistema Nacional de Institutos
Tecnologicos de Meéxico. El Instituto también estd afiliado a la Asociacion Nacional de

Universidades e Instituciones de Educacion Superior (ANUIES), zona Sur-Sureste.

Fue fundado el 22 de octubre de 1972, por el entonces Gobernador del Estado, Dr. Manuel
Velasco Suarez, inicialmente con el nombre de Instituto Tecnoldgico Regional de Tuxtla
Gutiérrez (ITRTG), posteriormente se llamaria el Instituto Tecnol6gico de Tuxtla Gutiérrez
(ITTG).

Actualmente es considerado una de las dos maximas casas de estudios del estado de
Chiapas, junto con la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Su lema es Ciencia y
Tecnologia con Sentido Humano y su actual director es el M.C. José Manuel Rosado Pérez.

Figura 1. Instituto Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez (ITTG), Fue fundado el 22 de octubre de 1972
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Objetivos

Objetivo general
Monitorear y extraer DNA metagendmico durante un sistema de fermentacion coldnica de

subproductos de mango (Mangifera indica L.)

Objetivos especificos

Estandarizar el sistema de simulacion gastrointestinal y fermentacién colénica
Extraccion de DNA de las muestras de fermentacion colonica

Analizar mediante electroforesis y nanoespectofotometria la calidad y concentracion del
DNA obtenidos



Justificacion

Actualmente el interés de la poblacién por mejorar su salud y con ella su calidad de vida ha
aumentado la demanda en alimentos saludables, esto debido a que los principales
problemas de salud que presentan la sociedad se involucra principalmente al sistema
digestivo, siendo en su mayoria relacionado a los malos habitos alimenticios, por lo cual

surge la necesidad de un cambio en la dieta diaria.

Existe una tendencia creciente en el consumo de alimentos saludables, incluyendo
alimentos funcionales, los cuales pueden contener antioxidantes naturales o

industrializados, junto a la adicion de otros compuestos bioactivos (Coronado et al. 2015).

Algunos desordenes gastrointestinales tales como obesidad, enfermedad inflamatoria
intestinal entre otras, pueden ser causados debido a cambios en la composicion de la
microbiota intestinal. La microbiota intestinal humana est4d dominada por tres principales
phyla bacterianas, Firmicutes (comprende mas de 200 géneros, incluyendo especies de
Lactobacillus, Mycoplasma, Bacillus y Clostridium), Actinobacteria (incluye bacterias
Gram-positivas) y Bacteroidetes (incluyen aproximadamente 20 géneros Gram-negativos)
(Musso et al. 2010). La microbiota intestinal tiene enzimas que transforman a los
polisacéridos complejos de la dieta, que el intestino humano no puede digerir ni absorber,
en monosacaridos y acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente acético,

propidnico y butirico.

El mango ‘Ataulfo’ es una fruta de facil disponibilidad para el consumidor y ademaés
proporciona diversos compuestos bioactivos como los carotenoides, compuestos fenolicos,
ademas de fibra dietética, vitamina C y E; esto acompafiado de macronutrientes como

proteinas, lipidos y en mayor proporcion carbohidratos.

Por lo tanto, el estudio molecular de los microorganismos involucrados en la fermentacion
colonica de subproductos de mango “Ataulfo” es muy importante, es aqui donde se plantea
monitorear los cambios en la microbiota intestinal que estos ocasionan al llegar al tracto

digestivo, y asi mismo relacionarlo con el efecto sobre la salud que pueden ocasionar.



Marco Teorico

Generalidades del mango

El mango (Mangifera indica L.) es un fruto suculento, carnoso, de forma oval. Sus medidas
van de cinco a 15 cm de longitud y son de color verdoso, amarillento o rojizo. Es una
especie tropical arbdrea de vegetacion permanente, que puede alcanzar de 10 a 40 m de
altura. ElI mango crece en clima calido y seco; en el caso de México, se encuentran en la

zona costera del oriente, en el centro y occidente del pais (SAGARPA, 2017).

El mango es una de las frutas mas importantes en produccion y consumo en el mundo. Es el
fruto mas dominante dentro de las frutas tropicales, el cual es cultivado alrededor del
mundo; seguido de la pifia, la papaya y el aguacate. Estos frutos representan
aproximadamente el 75 % de la produccion mundial de frutas tropicales frescas, a
diferencia del resto denominadas menores, tales como, lichi, durian, rambutan, guayaba y
maracuya (FAO, 2019). La temporada para los mangos en México comienza en febrero y
continla hasta septiembre. Las variedades de mangos que se cultivan son ‘Ataulfo’,
‘Haden’, ‘Tommy Atkins’, ‘Irwing’, ‘Keitt’, ‘Kent’, ‘Manila’, ‘Palmer’, ‘Sensation’ y ‘Van
Dyke’ (De La Cruz Medina & Garcia, 2002). En 2017, el consumo anual de mango en
México reportado fue de 12.4 kg por persona (SIAP, 2018).

Meéxico es el principal productor de mango en el continente americano con un volumen
aproximado de 1.5 millones de toneladas anuales de las cuales el 20% de dicha produccion
se ve mermada por maduracion excesiva de la fruta y por lo tanto no pasa el control de
calidad para ser exportado (SAGARPA, 2017). Entre las 41 naciones que compraron
mango mexicano en 2017, sobresalen los volumenes de Estados Unidos y Canada, con 367
mil y 43 mil toneladas, respectivamente. Francia, Holanda y Reino Unido figuran entre las

naciones que mas mango importan (SIAP, 2018).

El mango variedad ‘Ataulfo’ es considerado como el mas popular de México. El
posicionamiento de este cultivar en los mercados esta asociado a la calidad de la pulpa, el
color amarillo intenso, la piel delgada, la semilla pequefia, el alto contenido de azucar, el
excelente aroma y sabor, ademés de su larga vida de anaquel. Debido a su amplia

aceptacion en los mercados locales e internacionales, la demanda de este cultivar ha



aumentado rapidamente en los Ultimos afos (Infante et al., 2011). Ademas, se caracteriza
por una composicién promedio de 69% de pulpa, 19% de cascara y 8.5% de hueso o
semilla. La pulpa es de consistencia firme con contenido de fibra; es de sabor dulce y baja
acidez; con cascara firme, de color amarillo y resistente al manejo pos cosecha (SE, 2016).

El mango ataulfo es una denominacion de origen de un cultivar de mango originario del
municipio de Tapachula, perteneciente al estado de Chiapas y ubicado al sureste de México
en frontera con Guatemala. La zona del Soconusco tiene el clima adecuado para el cultivo.
Se cultivan alrededor de 15.000 ha en los municipios chiapanecos de: Suchiate, Frontera
Hidalgo, Metapa, Tuxtla Chico, Tapachula, Mazatan, Huehuetan, Tuzantan, Huixtla, Villa
Comaltitlan, Escuintla, Acacoyagua y Acapetahua, y se producen 176.000 t anuales. El
Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial otorgd la denominacion de origen de este

fruto al gobierno de Chiapas.

La Asociacion Agricola Local de Fruticultores del Soconusco (AALFS) dio a conocer que
de febrero a mayo del 2019, se exportaron a Estados Unidos 23 mil toneladas de mango,

siete mil a Canada y 500 toneladas a Chile.

El mango se comercializa en su estado natural (fresco) o procesado. Algunas de las
alternativas de industrializacién/procesamiento del mango son: deshidratado, concentrado,
en cubos y rodajas congeladas, puré, almibar, yogurts, jugos y néctares, polvos, aceites
esenciales, ates, licores, etc. (FAO 2018; SAGARPA, 2017). Aunque se han realizado
estudios donde queda de manifiesto que los subproductos de mango son excelente fuente de
fibra dietética (FD) y compuestos fendlicos (CF), los cuéles podrian ser aprovechados

como ingredientes en alimentos (Ramirez Maganda et al., 2015).

Composicion nutricional del mango

Los frutos de mango constituyen un alimento valioso ya que contiene vitaminas A y C,
minerales, fibra y antioxidantes. Son bajos en grasas, sodio y calorias (valor calorico de 39
calorias por 100 g de pulpa); y tiene una gran cantidad de agua que proporciona una
efectiva forma de hidratacion (Cuadro 1) (Yahia, 2011).



Cuadro 1 Composicion nutricional de mango por 100g de porcion comestible.

Nutrientes Valor Minerales Valor
Agua (9) 81.71 Calcio (mg) 10 10
Carbohidratos (g) 17 Sodio (mg) 2
Lipidos (g) 0.27 Magnesio (mg) 9
Fibra (g) 1.8 Hierro (mg) 0.13
Proteina (g) 0.51 Potasio (mg) 156
Energia (kcal) 65 Zinc (mg) 0.04 0.04
Vitaminas
Acido  ascorbico o
271.7 Tiamina (mQ) 0.058

(mg) . .

o 1.12 Riboflavina (mg) 0.057
Vitamina E(mg) o

o 765 Vitamina B6 (mg)  0.134
Vitamina A (V)
Carotenos
B-caroteno (g) 445 a-caroteno (ug) 17

(Yahia, 2011)

El mango resulta ser una fuente rica en fibra dietética (FD) y en la variedad de ‘Ataulfo’ se
ha reportado 14.97 g FD por 100 g de pasta y 41.34 g por 100 g de cascara (BlancasBenitez
et al.,, 2015). En la actualidad el término de FD ha sido de sumo interés debido a los

beneficios relacionados por el consumo de esta.

Fibra dietética (FD) de mango

A medida que se va generando conocimiento a través del tiempo en las investigaciones
cientificas, el concepto de FD también ha evolucionado teniendo una relacién estrecha con
la fisiologia humana. “La fibra dietética consiste en carbohidratos no digeribles y lignina
que son intrinsecos e intactos en las plantas; no se considera como entidad, sino como un
término colectivo de una compleja mezcla de sustancias que ejercen distintos tipos de

efectos fisioldgicos (Lunn & Buttriss, 2007). Algunos de estos efectos fisiologicos pueden



presentarse en los dos componentes de la FD, las llamadas “fibras solubles” (glucanos,
pectinas, oligosacaridos) forman geles viscosos en el intestino y afectan principalmente a la
absorcion de glucosa y grasa; y Las “fibras insolubles” (celulosa, hemicelulosa, lignina,
almidon resistente) aumentan el volumen fecal, tienen un efecto saciante al incrementar el
tiempo de vaciado gastrico y ademas disminuyen el tiempo de transito intestinal, lo que

favorece un efecto anticarcinogénico (Mongeau & Brooks, 2016).

Fraccion Indigestible de mango

Los alimentos tienen numerosos compuestos que resisten a la digestion en el intestino
delgado y responde mas a un criterio fisiolégico que quimico. La fraccion indigestible (FI)
de los alimentos se define como aquella parte del alimento que escapa de la accion de las
enzimas digestivas en el intestino delgado del organismo (Saura-Calixto et al., 2000) y que
puede alcanzar el colon donde es utilizada como sustrato de fermentacidn por la microbiota
intestinal (Trujillo et al., 2010).

La FI de los alimentos consiste no s6lo en la FD sino también en otros compuestos con
resistencia a la accion de enzimas digestivas, como el almidon resistente, la proteina
resistente, los CF, los compuestos de Maillard y otros compuestos asociados (Saura-Calixto

et al., 2000) ceras, cutinas o fitoesteroles (Gray, 2006).

La FI es una buena alternativa al concepto de FD en estudios epidemiolédgicos y ademas, se
considera como uno de los indicadores para definir una dieta como saludable (Saura-
Calixto & Gofii, 2009).

Otros compuestos de interés funcional en mango

Los CB se definen como aquellos microconstituyentes, no nutrientes, con actividad
biolégica significativa en el organismo, también Ilamados fitoquimicos; que parecen jugar
un papel importante en el mantenimiento de la salud humana. Los principales grupos de
estas sustancias son los compuestos fendlicos (CF), carotenoides y fitoesteroles (Saura-
Calixto & Goni, 2009).

El fruto de mango ademéas de los nutrientes mencionados anteriormente contiene otros

compuestos de interés funcional, como algunos compuestos bioactivos (CB). Dentro de los



CB identificados en la cascara y pulpa de mango, que se han estudiado, se han encontrado
un alto contenido de carotenoides y CF (Dorta et al., 2014). Otros estudios han demostrado
que los subproductos de mango (cascaras y semillas) tienen una gran actividad antioxidante
atribuida a su alto contenido de CB tales como CF, carotenoides y esteroles (Masibo & He,
2008; Masibo & He, 2009).

Los CF contribuyen no sélo a las propiedades quimicas y de textura en los alimentos, sino
también a las propiedades sensoriales, principalmente a la astringencia y la amargura
(Murkovic, 2016), también participan en la defensa contra la radiacion UV o dafios
fisioldgicos por patdgenos. Estos compuestos pueden clasificarse en diferentes grupos en
funcion del namero de anillos fenol que poseen y de los elementos estructurales que unen a
estos anillos entre si. Entre los principales grupos se encuentran los flavonoides (flavonoles,
flavonas, isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanolas: catequinas vy
proantocianidinas), y acidos fendlicos (derivados de acido benzoico y derivados de acido

cinamico), estilbenos y lignanos (Figura 4) (Manach et al., 2004).
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Figura 4 Estructura quimica de los principales compuestos fendlicos (Manach et al., 2004).
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Diferentes investigaciones reportaron que el contenido fitoquimico de la pulpa de mango
consiste en 4acido galico, mangiferina, glicésidos de quercetina y muchos taninos
hidrolizables identificados y no caracterizados. Otros compuestos en concentraciones mas
pequefias incluyen &cido p-hidroxibenzoico, m-cumarico, p-cumarico y ferulico. En la
mayoria de las variedades de mango, el acido galico libre (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico)

es el compuesto predominante presente (Matheyambath et al., 2016).

Manthey & Perkins-Veazie (2009) reportaron que el mango ‘Ataulfo’ presenta mayores
cantidades de CF en comparacion con otras variedades cultivadas en México. Los acidos
clorogénico, galico, vanilico y protocatéquico son los principales CF en la pulpa de mango
‘Ataulfo’, y éstos tienden a aumentar con la maduracion de los frutos, siendo el acido

clorogénico el mas abundante.

Al igual que los compuestos fendlicos, los carotenoides son otros de los compuestos
bioactivos presentes en el mango que presentan una funcién antioxidante. Los carotenoides
estan presentes en vegetales amarillos y rojos, los mas conocidos son el B-caroteno, a-

caroteno, luteina, zeaxantina y licopeno.

El fruto de mango es fuente rica de carotenoides (Cuadro 2). Los mas conocidos son el -

caroteno, o-caroteno, luteina, zeaxantina y licopeno.

El B-caroteno es generalmente el carotenoide predominante en las pulpas de mango, que
comprende el 48.84% del total de carotenoides. Durante la maduracion del fruto del mango,
los niveles de carotenoides aumentan, y los frutos maduros son diez veces mas ricos en
caroteno que los frutos parcialmente maduros, mientras que los mangos no maduros

contienen solo trazas (Matheyambath et al., 2016).

Ademas de los CF y carotenoides, los esteroles vegetales (fitoesteroles) son CB que se
encuentran en todos los alimentos vegetales. Son alcoholes de 28 o 29 carbonos y se
asemejan al colesterol en términos tanto de funcion (estabilizacion de las bicapas
fosfolipidicas en las membranas celulares vegetales) como estructura (nucleo esteroide,
grupo 3-hidroxilo, enlace doble 5,6) (Lagarda et al., 2006). Ensayos clinicos en humanos

han establecido que los esteroles vegetales reducen el colesterol total y el colesterol LDL



(lipoproteinas de baja densidad), ya que inhiben competitivamente la absorcién intestinal de
colesterol protegiendo al organismo de enfermedades cardiovasculares (Kritchevsky &
Chen, 2005).

En la composicion quimica de los extractos lipofilicos en pulpa madura mango se encontrd
que los compuestos predominantes fueron esteroles libres y glicosilados, y acidos grasos,
representando respectivamente 44.8-70.7% y 22.6-41.9% de la cantidad total de
componentes lipofilicos. B-Sitoesterol fue el componente principal de los esteroles libres,
posteriormente el campesterol, fucosterol, estigmasterol, 24-metilenocolesterol y 24-
metilenocicloartanol. Estos datos indican que el mango rica fuente de fitoquimicos valiosos
que contribuyen a la ingesta de al menos 9,5-38,2 mg de fitoesteroles (libres y glicosilados)

y 0,7-3,9 mg de acidos grasos (®-3 y ®-6) por 100 g de mango fresco (Vilela et al., 2013).

En la cascara de mango ‘Ataulfo’ se han identificado acido elagico, hidroxibenzoico,
cafeico, ferdlico y galico como los principales CF, siendo el 38.67 y 40.53%
potencialmente bioaccesibles en pasta y cascara, respectivamente (Blancas-Benitez et al.,
2015).

En cuanto a, Rajendran et al. (2008) evaluaron el efecto de la mangiferina en los cambios
de los componentes de la glicoproteina, las ATPasas y la peroxidacion lipidica de la
membrana en ratones control y con carcinoma de pulmon. En particular, en esta
investigacion se observé un aumento significativo en los niveles de glicoproteinas,
ATPasas y peroxidacion lipidica de la membrana en animales con carcinoma de pulmon,
mientras al administrar mangiferina, estos cambios disminuyeron a niveles normales. El
posible mecanismo de la mangiferina, especialmente en relacion a la propiedad
antioxidante, puede ser la inhibicion de la formacion de radicales libres y la reduccion de la

incidencia de cancer.

Refrigerios saludables de frutas

Los alimentos estan conformados por carbohidratos, proteinas y lipidos, ademéas de

vitaminas, minerales, fibra dietética y otras sustancias naturales que pueden tener efectos



positivos para la salud. Gonzalez-Aguilar et al. (2014) reportan que los alimentos
funcionales representan una nueva categoria de alimentos notablemente prometedores,
entre las caracteristicas que los hacen atractivos encontramos propiedades como el de bajar
los niveles de colesterol, tener capacidad antioxidante, prevenir el riesgo de ciertos tipos de

cancer asi como enfermedades del corazon (SSA, 2012).

Las frutas son una parte esencial de una dieta equilibrada, que a su vez juega un papel
importante en la prevencion de enfermedades cronicas no transmisibles como la obesidad,
diabetes y enfermedades cardiovasculares (OMS, 2004), se consideran una buena opcién
por ser bajos en calorias, altos en fibra, minerales (SSA, 2012), diversas vitaminas y CB; lo
que sugiere que son excelentes refrigerios, los cuales pueden sustituir a comidas que estan

desequilibradas.

Gracias a los avances en la ciencia y el desarrollo de la tecnologia podemos conocer las
propiedades nutrimentales presentes en las frutas, y asi mismo desarrollar productos
alimenticios que faciliten el aprovechamiento de estos nutrientes, los cudles como se ha

mencionado anteriormente brindan beneficios a la salud humana.

Las diversas variedades de frutas y el avance en tecnologias de secado estan poniendo un
nuevo giro en las aplicaciones de frutas secas, que estan disponibles en diferentes formas,

incluyendo secos enteros, cortados, cortados en cubitos y polvos

Al igual que la pulpa, la cascara de mango tiene CB como los carotenoides y los CF, asi
como FD con un excelente equilibro entre fibra soluble e insoluble y con un alto porcentaje
de pectinas (Koubala et al., 2008), por lo que puede ser un ingrediente para alimentos
funcionales; por ejemplo, se puede emplear en la elaboracién de un alimento funcional
como los macarrones (Ajila et al., 2010). Vergara-Valencia et al. (2007) trabajaron con un
concentrado de FD compuesta por pulpa y céscara de mango ‘Tommy Atkins’ reportando
bajos niveles de lipidos y altos niveles de almidon, caracteristicas valiosas para la

elaboracion de ciertos tipos de productos alimenticios.

Igualmente se ha trabajado con subproducto de mango ‘Ataulfo’ (cascara y pasta) en
productos de reposteria, como las magdalenas, y también en golosinas tipo gomitas;

resultando que los alimentos donde se agregd subproducto de mango obtuvieron mayor



contenido de FD en relacion con un control (sin subproducto) (Ramirez-Maganda et al.,
2015; Blancas-Benitez et al., 2015).

En el Laboratorio Integral en Investigacion de Alimentos del Instituto Tecnologico de
Tepic, se elabord un refrigerio saludable preparado a partir de pulpa y cascara de mango
‘Ataulfo’ (barras de mango), siendo los carbohidratos los compuestos mayoritarios y con

un valor notable de FD (Cuadro 2).

Cuadro 2 Valor nutricional de la barra de mango por 30 g de porcién comestible.

INFORMACION NUTRICIONAL

Porcion= 30 g (1 barra de mango

Contenido por porcién (g)

Carbohidratos 16.11

Proteinas 0.73

Grasas totales 0.61

Minerales 0.90

Fibra dietética 8.03

Fenoles solubles totales* 11.22

Valor energético 97.21 kcal = 406.72 kJ

*mg EAG/g de muestra bs (Agredano,
2015)

Bioaccesibilidad de compuestos fenélicos en mango

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un compuesto que se encuentra presente
en el intestino, como consecuencia de la liberacion de este compuesto de la matriz de un
alimento; y que puede ser capaz de pasar a través de la barrera intestinal. Solo los CF
liberados de la matriz alimenticia por la accion de enzimas digestivas (intestino delgado)
y/o la microbiota intestinal (intestino grueso) son bioaccesibles y, por lo tanto,

potencialmente biodisponibles. Las sustancias que alcanzan el intestino delgado son



removibles y constituyen la fraccion soluble en el tracto gastrointestinal, los compuestos no
liberados (la fraccion no-bioaccesible) se descomponen en las heces (Saura-Calixto et al.,
2007).

La digestion comienza en la cavidad oral, siendo la amilasa la enzima predominante.
Debido al corto tiempo de interaccién, el impacto de la digestion enzimatica en la
liberacion de CF es bajo. La mayoria de los CF parecen liberarse durante la fase géstrica,
ahi la digestién con pepsina junto con los movimientos peristalticos y el pH bajo, da como
resultado un bolo digestivo de menor tamafio. Ademas, el bajo pH puede favorecer la
presencia de CF en forma no disociada, que puede fomentar la transicion/difusion desde la
matriz a la fase acuosa debido a interacciones iénicas reducidas. Conforme la digesta pasa
del estdbmago al intestino delgado, el pH generalmente aumenta de 2-4 a 7
aproximadamente, esto permite la activacion de las enzimas secretadas por el pancreas y la
bilis;: la fosfolipasa, esteroesterasa, amilasa, carboxipeptidasa, tripsindgeno,
quimiotripsindgeno, lipasa y sales biliares, éstas dos ultimas ayudan en la digestion de los
compuestos mas apolares, como los lipidos y fitoquimicos (carotenoides), los CF apolares
como la curcumina y las xantonas, asi como las agliconas, flavonoides e isoflavonoides,

también pueden ser micelarizados a traves de esta via (Bohn, 2014).

Los CF que no se absorben en el intestino delgado vy, por lo tanto, entran en el colon. Dado
que las paredes celulares pueden ser completamente fermentadas en el colon, estos CF
atrapados/enlazados seran liberados y disponibles para absorcion directamente a través del
epitelio del colon, metabolizados por bacterias del colon antes de ser absorbidos o

excretados sin metabolismo adicional (Crozier et al., 2010).

Los CF son estructuras anfifilicas capaces de: a) establecer interacciones hidrofilicas e
hidrofobicas, b) quelar iones metélicos, c) absorber la luz UV y d) donar atomos de
hidrogeno y/o transferir electrones (Figura. 5) (Torres et al.,, 2016). El grupo de
polisacaridos que forman a la fraccion indigestible se encuentran interaccionando
quimicamente con los CF, por lo que quedan atrapados en ella (Figura. 6). Los CF poseen
anillos aromaticos hidrofobicos y grupos hidroxilo hidrofilicos con la capacidad de enlazar
polisacaridos y proteinas en la superficie de la pared celular. Este tipo de interacciones

puede darse por puentes de hidrégeno (entre el grupo hidroxilo de los CF y los atomos de



oxigeno de los enlaces glucosidicos de los polisacaridos), interacciones hidrofobicas y
enlaces covalentes (enlace éster entre acidos fendlicos y polisacaridos). Los compuestos de
la FD que interaccionan con los CF incluyen al grupo carboxilo del acido urdnico
(hemicelulosa y pectina) y el grupo hidroxilo presente en la celulosa (Quirds Sauceda et al.,
2011).
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Figura 5 Estructura de un CF y sus interacciones quimicas. Fuente: Torres et al.,

(2015).
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Figura 6. Tipos de interacciones entre compuestos fenolicos y fibra dietética. Fuente:
Quirds-Sauceda et al. (2011).

Con base en el estudio realizado por Mercado-Mercado et al. (2015), la hidrdlisis
enzimatica utilizada en el analisis de FD puede proporcionar una mejor aproximacién al
perfil de CF liberados de la matriz alimenticia bajo condiciones géstricas, lo que se traduce
en un aumento de la bioaccesibilidad en residuos de decoccion de flor de Jamaica. Esto

podria contribuir a una comprensién mas detallada de los mecanismos complejos



involucrados en la bioaccesibilidad de CF y para mejorar la funcion de la FD soluble como
portador que permite a los CF alcanzar el colon y promover la salud. Saura-Calixto et al.
(2007) estudiaron una dieta espafiola consistente en frutas solidas, verduras, legumbres y
cereales, se estimé que el 42% de los CF totales eran bioaccesibles en el colon, mientras
que el 10% eran inaccesibles y permanecieron en las matrices alimenticias después de todo

el proceso de digestion.

La biodisponibilidad es una consideracion importante en varias areas de la nutricion,
incluyendo la derivacion de referencias dietéticas, la estimacion de posibles cambios de
impacto en el patrén dietético, la seleccion de fortificantes especificos para alimentos y la
formulacién de productos. Wang et al., (2006) demostraron que después de la
administracion oral de mangiferina purificada a ratas Sprague-Dawley, seguido de la
recoleccion de sangre (méas de 24 h) y de muestras de orina (mas de 48 h), el compuesto
original es biodisponible en ambas matrices bioldgicas, por lo tanto, la mangiferina pudiera

ser metabolizada por la bacteria intestinal.

Fermentacion colénica in vitro

En los ultimos afios con los avances cientificos y estudios realizados cada vez mas se
considera al colon como un 6rgano central de la digestion, ya que en él tiene lugar la
fermentacion por la microbiota coldnica de sustratos, fundamentalmente carbohidratos, que
escapan de la digestion por las enzimas digestivas en el intestino delgado humano (Garcia
et al., 2002). El colon humano alberga un ecosistema microbiano altamente complejo que
interactUa simbid6ticamente con el huésped y funciona como un biorreactor con un potencial
metabolico ilimitado (Dall’Asta et al., 2012).

En el intestino, la cantidad y diversidad de especies microbianas aumentan desde el
estomago hasta el colon. El colon humano es uno de los 6rganos mas diversamente
colonizados y metabolicamente activos en el cuerpo humano. Hasta 1000 especies
diferentes de bacterias residen en el colon con poblaciones microbianas que comprenden
1011-1012 (Arbizu y Nurko, 2016) hasta mas de 1013 células microbianas individuales
(Sender et al., 2016), compuestas principalmente por anaerobios que pertenecen a la familia

de Firmicutes (incluidos los géneros Clostridium, Enterococcus, Lactobacillus y



Ruminococcus) y Bacteroidetes (que incluyen los géneros Prevotella y Bacteroides) que
constituyen mas del 90% de las categorias filogenéticas conocidas y dominan la microbiota
del intestino distal (Duefias et al., 2015). A través de todo el trayecto del intestino, la
composicion de la microbiota también demuestra variacion a lo largo de su didmetro con
ciertas bacterias que tienden a adherirse a la superficie de la mucosa, mientras que otros

predominan en el lumen (Serrano, 2013).

La microbiota intestinal tiene muchas funciones importantes, tales como la sintesis de
nutrientes, la digestion y la absorcion, la estimulacién inmune y el control de patdgenos
(Russell et al., 2011). Influye en una gran variedad de funciones intestinales y desempefia
un papel clave en la nutricion, en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial,
en el desarrollo de la inmunidad de las mucosas y en el metabolismo del hospedero
(Serrano, 2013).

El colon proporciona un ambiente favorable para el crecimiento bacteriano debido a su
tiempo de transito mas lento, nutrientes facilmente disponibles y pH variable.
Generalmente, las bacterias que tienen un metabolismo sacarolitico casi exclusivo pueden
considerarse potencialmente beneficiosas, tal perfil metabdlico es tipico para Lactobacilos
y Bifidobacterias. La microbiota intestinal lleva a cabo reacciones quimicas para modificar
esqueletos fenolicos y permite la absorcidn de una gama de metabolitos de menor peso. Las
enzimas microbianas pueden hidrolizar glicésidos, glucurdnidos, sulfatos, amidas, ésteres y
lactonas y operar la escision del anillo, la reduccién, la descarboxilacion, la desmetilacion y
las reacciones de deshidroxilacion (Arbizu y Nurko, 2016).

La dieta es un poderoso modificador de la microbiota intestinal. Se sabe que los
componentes dietéticos que escapan a la digestion en el intestino delgado son criticos para
desarrollar, alimentar y mantener una microbiota intestinal saludable y fisiologicamente
atil. Importante entre estos es la FD, pero tanto la ingesta total y la calidad de la fibra son

igualmente importantes (Topping & Lockett, 2016).

El colon también esta involucrado en el metabolismo y la absorcion de otros nutrientes; por
ejemplo, las proteinas, a través de la fermentacion, se convierten en el colon distal a
AGCC, acidos grasos de cadena ramificada, aminas, amoniaco, fenoles y sulfuros (Arbizu y
Nurko, 2016).



Reddy et al. (1997) consideran a la inulina y los fructo-oligosacaridos como FD, ya que
incrementan la biomasa del colon, su fermentacion produce AGCC como &cido propidnico,
butirico, acético y lactico. Una vez que la inulina y los fructo-oligosacaridos son
aprovechados por las bacterias lacticas, estas modulan el metabolismo de lipidos,
hormonas, respuesta inmune, ya que previenen infecciones gastrointestinales, atenuando la
virulencia de agentes patogenos y su adherencia, ademas ayudan a la absorcion de

nutrientes en el intestino y a disminuir la intolerancia hacia ciertos alimentos.

La fermentacion sacarolitica es la mas beneficiosa para el organismo y produce
principalmente: acético, propidnico y butirico, en una proporcion molar casi constante de
60:25:15 (Guarner & Malagelada, 2003). Aproximadamente el 90% de estos AGCC son
absorbidos por la mucosa en el colon proximal a través de canales de transporte de
AGCC/bicarbonato y otros transportadores acoplados a electrolitos. Un promedio de 400
mmol/dia de AGCC se produce en el colon, proporcionando el 5-15% de las necesidades

caloricas totales (den Besten et al., 2013).

La degradacion de polisacaridos inicia con una hidrdlisis extracelular que los convierte en
mono y disacéridos, seguido por una glucdlisis anaerobica intracelular (fermentacion) que
tiene como productos finales AGCC, los cuales son sustratos preferenciales para las células
intestinales. Estos se generan en el metabolismo del piruvato, producidos por la oxidacion
de la glucosa a través de la via glucolitica de Embden-Meyerhof (Guarner & Malagelada,
2003).

Los AGCC son compuestos pleiotropicos notables que proporcionan la fuente de energia
preferida para las células de la mucosa que recubren el intestino y para los canales
encargados de la recoleccion de energia adicional de los componentes del alimento no
digeridos en el intestino delgado. Se ha demostrado que promueven la homeostasis
intestinal (incluyendo la eliminacién de células cancerosas y precancerosas a través de
apoptosis), la saciedad, el desarrollo y tolerancia del sistema inmune intestinal, mantienen
la funcién de barrera intestinal y suprimen la inflamacion intestinal (Topping & Lockett,
2016).



Fermentacion coldnica in vitro: modelos
En consecuencia a la importancia del estudio de la fermentacion colonica se han ido
desarrollando nuevas tecnologias, las cuales buscan simular el proceso digestivo con la

finalidad de poder evaluar y estudiar estos procesos bioldgicos y bioquimicos.

Simulador Shime

SHIME® es un modelo dinamico cientificamente validado Unico del tracto gastrointestinal
completo que es empleado para estudiar los pardmetros fisicoquimicos, enzimaticos y
microbianos en el tracto gastrointestinal en un entorno in vitro controlado (2016
ProDigest).

El modelo consta de cinco reactores que simulan secuencialmente el estomago (condiciones
acidas y digestion con pepsina), el intestino delgado (procesos digestivos) y las 3 regiones
del intestino grueso, es decir, el colon ascendente, transversal y descendente (procesos
microbianos). El control cuidadoso de los parametros ambientales en estos reactores
permite obtener comunidades microbianas complejas y estables, que son muy similares en
estructura y funcion a la comunidad microbiana en las diferentes regiones del colon
humano. EI modelo se puede utilizar para estudiar el destino metabolico de los compuestos
alimenticios, microbianos y farmacéuticos durante un periodo de varias semanas (2016
ProDigest).
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Figura 6 Modelo de Simulador Gastrointestinal Shime



Simulador TIM

El modelo Grastro Intestinal TNO (TIM) es un compartimento multiple modelo, disefiado
para simular de forma realista las condiciones del tracto gastrointestinal. TIM se utiliza con
éxito para estudiar el comportamiento gastrointestinal de una amplia variedad de alimentos

y productos farmacéuticos (Minekus, M. 2015).

Los experimentos en TIM son basados en una simulacion por computadora de las
condiciones digestivas en la luz del intestino durante el transito y la digestion de una
comida in vivo. Estas condiciones incluyen el control de parametros tales como el transito
gastrico y del intestino delgado, las tasas de flujo y la composicion de fluidos digestivos,

valores de pH, eliminacion de agua y metabolitos.

Se han desarrollado protocolos de simulacién para perros, cerdos, terneros y humanos
jévenes, adultos y ancianos después de la ingestion de varias comidas. El punto final tipico
de los resultados obtenidos con TIM es la disponibilidad de un compuesto para la absorcion

a través de la pared intestinal (bioaccesibilidad).

El Modelo Gastro-Intestinal TNO (TIM) es un modelo dindmico multicompartimental que
se desarroll6 a principios de la década de 1990 en respuesta a la demanda industrial para
estudiar productos alimenticios en condiciones fisioldgicamente mas relevantes en
comparacion con los modelos de digestion contemporaneos (Minekus et al. 1995). Durante
los Ultimos afios, TIM se ha desarrollado a partir de una configuraciéon de laboratorio
experimental, controlada por una PC de 8 MHz, en una plataforma de sistemas de gabinetes
que se utilizan con éxito para una amplia gama de estudios, sirviendo a las industrias

alimenticias y farmacéuticas.

El tracto gastrointestinal es un tubo como drgano con diferentes compartimentos
(estbmago, intestino delgado, intestino grueso) para cada paso de la digestion. Durante el
transito gradual de la comida a través de los compartimentos se exponen a diferentes
fracciones de la comida condiciones cambiantes debido a la secrecion gradual de fluidos
digestivos y la absorcion de agua y nutrientes. TIM tiene la intencion de simular las



condiciones dinamicas en la luz del tracto gastrointestinal, estd disefiado para combinar la
capacidad de control y reproducibilidad de un sistema modelo con parametros fisiologicos
como la mezcla, el transito de comidas, valores de pH variables en el lugar y el tiempo,
secrecion realista y composicién del aparato digestivo fluidos y eliminacion de compuestos
digeridos y agua. Estos parametros se combinan en un protocolo como entrada para una
simulacion por computadora de un entorno digestivo especifico. Tal configuracion incluye
especies (humanos, perros, cerdos, terneros), edad (lactantes, adultos, ancianos), patologia
y parametros relacionados con las comidas, obtenidos de datos in vivo (Smeets-Peeters
2001; Havenaar y col. 2013). Basado en la simulacion por computadora el modelo fisico se

controla para reproducir la configuracion subyacente in vivo.

Simulador AINIA

El modelo de digestion dindmico in vitro de AINIA es capaz de reproducir in vitro (en el
laboratorio) las condiciones mecanicas y fisicoquimicas presentes en el sistema digestivo
humano més fielmente que los modelos estaticos in vitro. Asi, lleva a cabo un proceso de
digestion muy similar al que ocurre en el interior de cada uno de nosotros al permitir imitar
los movimientos del estomago, presiones que sufren los alimentos durante la digestion y el

vaciado del alimento del estdbmago al intestino (ainia © 2016).

Figura 8 Simulador gastrico ainia



Simulador ARIS

Algunos de los sistemas mas exitosos en su capacidad para reproducir las condiciones
ecofisioldgicas del TDH (Tracto digestivo humano) son los sistemas combinados de
simulacion fluida in vitro con aislados de microbiota gastrointestinal, destacando los
sistemas SHIME (Simulator of the Human Intestinal Microbial Ecosystem) de Prodigest,
los sistemas TIM-1 y TIM-2 (TNO intestinal model) de TNO 8 y el sistema ARIS
(Automatic and Robotic Intestinal System) de CIATEJ.
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Figura 9 Representacion esquematica del simulador del tracto digestivo humano ARIS ((Automatic and
Robotic Intestinal System) y pardmetros de operacidn para una poblacion de estudio, con los que se lleva a
cabo el proceso para evaluacion de productos en un sistema de digestion normal; los asteriscos (***) indican

las secciones inoculadas con microbiota intestinal humana, dispensador de acido (A), dispensador de base (B).

ARIS permite la simulacién de cinco secciones del TDH, estdbmago, intestino delgado,
colon ascendente, colon transverso y colon descendente; cuenta con sistemas de
funcionamiento independiente en cada seccion diferenciandose de los procesos
secuenciales de sistemas similares; adicionalmente utiliza muestras de microbiota 94 de
poblaciones metabolicas definidas (poblacion abierta, infantil, adulta, sobrepeso, atlética
etc.)9; representada de manera estadisticamente significativa en el concentrado
microbioldgico de estudio. La correlacion entre las dindmicas poblacionales y estructuras
filogenéticas de la microbiota intestinal encontrada in vivo y las de la microbiota presente

en el sistema ARIS es positiva, se mantiene con el tiempo y se modula de manera



equivalente a los hallazgos en estudios clinicos. Por las caracteristicas y origen de la
muestra, se considera al sistema ARIS como un modelo ex vivo (fig. 9) ya que se encuentra
depositado el “6rgano” completo, es decir la microbiota intestinal. A través de este sistema,
es posible obtener muestreos en cualquier momento del proceso digestivo y en cualquier
seccion, lo que lo convierte en una herramienta de la que se pueden obtener datos que no
pueden ser recuperados en estudios clinicos o intervenciones nutricionales. A continuacion,
se presentan algunos ejemplos del uso de ARIS como modelo de eleccidn preclinica para
realizar estudios de interés de la industria alimenticia y farmacéutica; sin embargo, las
posibilidades de este sistema no se limitan a las presentadas en este capitulo, solo se
ejemplifica con los siguientes estudios representativos: a) Biodisponibilidad y
digestibilidad de alimentos, b) Evaluacién de probidticos c) Evaluacion de prebioticos y d)
Evaluacion y validacién de sistemas de liberacién controlada y encapsulados de

compuestos activos (Gonzélez, 2018)

Microbiota intestinal

El termino microbiota hace referencia a la comunidad de microorganismos vivos residentes
en un nicho ecoldgico determinado. La microbiota residente en el intestino humano es una
de las comunidades mas densamente pobladas (Ruiz et al., 2012) incluso que el suelo, el
subsuelo y los océanos. El ecosistema microbiano del intestino (microbiota intestinal)
incluye muchas especies nativas que colonizan permanentemente el tracto gastrointestinal,
y una serie variable de microorganismos que solo lo hacen de manera transitoria. Al
conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos se le denominan
microbioma. EI microbioma humano se refiere a la poblacién total de microorganismos con
sus genes y metabolitos que colonizan el cuerpo humano, incluyendo el tracto
gastrointestinal, el genitourinario, la cavidad oral, la nasofaringe, el tracto respiratorio y la
piel (Petrosino et al., 2009). La microbiota modula la expresion de genes que regulan la
absorcion de nutrientes, la mejora de la barrera mucosa, metabolismo xenobidtico y

angiogénesis.

El ecosistema intestinal es un entorno en el ocurren interacciones bioldgicas y bioquimicas
en varios niveles jerarquicos, conectando a las comunidades microbianas y sus huéspedes
(Bradford et al, 2012).



Estudios de muestras de heces revelaron que la microbiota de un intestino sano es un
comunidad ecoldgica compleja compuesta de billones de microorganismos, desde virus
hasta eucariotas unicelulares (Partida-Rodriguez et al., 2017)]. Sin embargo nosotros,
usaremos el término microbiota para referirnos solo a la poblacién de bacterias de un
organismo. La microbiota intestinal es altamente dinamica, varia con el tiempo y esta
modulada por las condiciones ambientales (uso de antibioticos, estilo de vida, preferencias
de dieta e higiene, disfuncion metabolica, inmunodeficiencia e hiperinmunidad) (Sommer
etal., 2013).

Los cambios en la composicion de la microbiota generalmente tienen un efecto directo
sobre infeccion parasitaria, en parte porque los parésitos y las bacterias se metabolizan
sustratos interactivamente y secretan productos que se afectan entre si, interfiriendo con la
supervivencia y la fisiologia de ambos (Berrilli et al., 2012) Del mismo modo, La
constitucion de la comunidad microbiana es un factor extremadamente importante para las
respuestas inmunes del huésped: desequilibrio entre la microbiota y el sistema inmunitario
puede alterar la homeostasis del huésped y conducir a una mayor susceptibilidad a la

enfermedad, y por lo tanto dictan el éxito del intestino patdgenos.

Alrededor del 50% de la masa fecal estd constituida por bacterias. Esta poblacion se
compone de trillones de microorganismos pertenecientes, fundamentalmente, a 4 filas:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria y Proteobacteria, con un predomino de las 2
primeras (90%) (Draganov, 2009)



Materiales y métodos

Sustrato de subproductos de mango

Los mangos (cv. Ataulfo) se compraron en el mercado local en Tepic, estado de Nayarit,
México. Las frutas se lavaron con agua corriente, se desinfectaron (Biopur, México) y se
cortaron en rodajas (cascara con pulpa) de 3 mm de espesor (Tor-Rey, R-300, México). Las
rodajas de fruta se secaron en un horno con conveccion forzada por aire a 70 ° C durante 22
h; (Scorpion Scienti fi ¢, A-52055, México). Las rodajas secas se molieron en un
procesador de alimentos (NutriBullet, NBR-0804B, Los Angeles, CA, EE. UU.). Para
preparar las barras a base de mango, la fruta molida se molde6 con un agente aglutinante
(Nutriose FB, Tecnovam, México), y las barras se secaron a 60 ° C durante 3 h
(ScorpionScienti fi ¢, A-52055, México). Las barras estaban preparadas sin aditivos o
conservantes para endulzar. Las muestras de la barra se liofilizaron (FreeZone 6, Labconco,
Kansas City, MO, EE. UU.). Y posteriormente se molieron (NutriBullet), se tamizaron (0,5

micras) y se almacenaron en bolsas selladas a -20 ° C hasta el analisis.

Pre digestion de la barra

Las muestras liofilizadas se sometieron a digestion in vitro o simulacion gastrica antes de
comenzar, se determind la humedad de las muestras y se pesaron (A&D Company Limited,
HR-250AZ, Seoul, Korea) 300 mg en tubos de centrifuga de 50 mL a peso constante
(Thermo Scientific, 31140050, Rochester, New York, Estados Unidos). Brevemente, las
muestras se sometieron a hidrolisis con 0.2ml de pepsina (300 mg / ml en tampon HCI-KC
lo.1M, ph 1.5, P-7000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.), durante 1 h a 40 ° C.
Inmediatamente después de la fase gastrica, a las muestras se le afiadieron 4.5 ml de un
tampon fosfato(0.2M, pH 7.5, 6 h, 37 ° C) y 1ml de una solucion de pancreatina (5 mg de
pancreatina/mL) (Sigma Aldrich, P-1750, St. Louis, Missouri, Estados Unidos) para una
fase intestinal simulada. Después se afiadieron 9 mL de tampdn Tris-Maleato (0.5 M, pH
6.9) que contiene 1ml de a-amilasa (5 mg / ml en tampon fosfato, 16 h, 37 ° C) (A-6255,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU).



Finalmente, se afiadio 10 mL de tampdn de acetato de sodio (pH 4.75) y se ajusto el pH,
para finalmente afadir 100 uL de amiloglucosidasa (Sigma Aldrich, A-9913, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos). Las muestras se incubaron a 60° C por 45 min con agitacion, y

posteriormente se enfriaron los tubos a temperatura ambiente.

Los tubos se colocaron en una centrifuga (Hermle, Z326K, Wehingen, Alemania) por 15
min a 3000 rpm, se recogieron los sobrenadantes y los residuos se lavaron con 5 mL de
agua destilada, se agitaron (Scientific Industries, Vortex-Genie2 G560, Bohemia, New

York, Estados Unidos) y de nuevo se centrifugaron, el sobrenadante se mezclé con el resto.

Para cuantificar la FIl, los residuos se secaron en horno (Novatech, HS60A1D,
Tlaquepaque, Jalisco, México) a 100 °C por 24 h. Se afadi6 3 ml de H2SO4 (12 M),
manteniendo en bafio maria a 37 ° C por espacio de 1 h. Enseguida se afiadié 33 mL de
agua destilada y se colocaron en bafio con agitacién a 100 °C por espacio de 90 minutos
para hidrolizar la fibra insoluble. Después se centrifugaron las muestras hidrolizadas a 3000
rpm durante 15 min y se recuper6 el sobrenadante. Se lavo 2 veces el residuo con 5 ml de

agua destilada y se centrifugaron en las mismas condiciones anteriormente mencionadas.

Posteriormente, se tomé una muestra de 0.5 mL en tubos de ensayo, a cada tubo se le
afiadié 0.25 mL de NaOH (3.9 M) y 1 mL de reactivo colorimétrico (10 g de acido
3,5dinitrosalicilico + 16 g de NaOH + 300 g de tartrato sddico-potasico tetrahidratado). Las
muestras se agitaron y se colocaron en bafio por 10 min a 100°C, se enfriaron y se
afiadieron 10 mL de agua destilada. Para la determinacion de la absorbancia se tomaron
muestras de 3 ml para leerlas en un espectrofotometro (Jenway, 7315, Stone, Staffordshire,
Reino Unido) a 530 nm. Se realiz6 una curva de calibracidén con glucosa estandar a una

concentracion de 0 a 2000 ppm.

Para cuantificar la FIS, los sobrenadantes se transfirieron a bolsas de dialisis (largo de 25
cm, anchura plana de 33 mm, D9652-30.48 m, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados
Unidos), las cuales se colocaron en un bafio de agua a 100 °C durante 10 min,
posteriormente se colocaron en una cubeta con flujo constante de agua corriente por 48 h a
25 °C. Transcurrido el tiempo, se recogieron las bolsas de dialisis y se tomaron 17 mL de
solucion dializada, se afiadio 1 mL de H2SO4 concentrado a los tubos, que fueron

incubados en bafio con agitacion a 100 °C durante 90 min. Posteriormente se enfriaron a



temperatura ambiente y se tom6 una muestra de 0.5 mL y se le afadieron 0.25 mL de

NaOH (3.9 M) y 1 mL de reactivo colorimétrico.

Las muestras se trataron como fue mencionado anteriormente y se tomaron 3 ml de muestra
para la determinacion de la absorbancia en un espectrofotometro. De la misma manera, se
realiz6 una curva de calibracion con glucosa estandar a una concentracion de 0 a 2000 ppm.

La cuantificacién de la FIT se determind como la sumatoria de FIl + FIS

Fermentacion coldnica
La FIT de la barra de mango se fermentd en un sistema discontinuo bajo condiciones
anaerobias estrictas, siguiendo una adaptacion del método descrito por Campos-Vega et al.

(2009), con modificaciones de Zamora-Gasga et al. (2018)

Primeramente se prepard el medio de fermentacion, el cual se esterilizo por filtracion, el
filtrado se colocd en un vaso de cultivo con tapa (esterilizado previamente en autoclave); se
limpid la campana de flujo laminar con alcohol, posteriormente se encendid el flujo de la
campana junto con la lampara germicida por 20 min. Transcurrido este tiempo se encendio
un mechero de alcohol para garantizar que el area de trabajo sea estéril, se colocd una
jeringa de 3 mL (Terumo®, 21Gx1.5”, Estados Unidos) al tapon de caucho con manguera
previamente esterilizados y se conectd la manguera principal del tanque de gases (H-
CO;N3: 10-10-80), se abrid el paso del gas a un flujo minimo (7.5 L/h) hasta comenzar a
burbujear. Se colocd el vaso del medio dentro del bafio a 37 °C (Boekel Scientific, 290400,
Feasterville, Pennsylvania, Estados Unidos) y se dej6é durante toda la noche por 12 h.
Previamente, en la campana de extraccion, se coloc6 el sistema de fermentacion
(mangueras y tapones estériles) junto con el bafio de agua a 37 °C y se encendié la lampara

germicida por 20 min.

Se pesaron (A&D Company Limited, HR-250AZ, Seoul, Korea) 100 mg de muestra y
rafinosa para cada tiempo de fermentacion (0, 6, 12, 24 y 48 h) en tubos de centrifuga de 15
mL estériles y etiquetados (Capp Denmark, 5100050, Nordhausen, Alemania), llevandolos
a -20° C para posteriormente ser utilizados en la fermentacion. Antes de comenzar con la

fermentacion, se limpié la campana de flujo laminar con el procedimiento descrito



anteriormente. Se llevo el medio de cultivo y los tubos con los sustratos a la campana de

flujo laminar previamente estéril y se afiadieron 9 mL del medio de cultivo a cada tubo.

Simultdneamente, se pesaron 10 g de inoculo fecal fresco (recolectado en un recipiente con
condiciones anaerdbicas por 4 personas sin obesidad, sin ningun tipo de padecimiento
intestinal y sanos, es decir, que no hayan tomado tratamiento con antibidticos en 3 meses).
Se mezclé la muestra fecal con 90 mL de buffer de fosfatos (pH 7.0, 0.1 M) y se
homogenizo (Ika, Ultra-Turrax T18 digital, Alemania) la muestra. Se llevo a la campana de
flujo laminar y se afiadié 1 mL del indculo fecal a cada tubo y se cerraron con los tapones
de caucho con manguera perforados con una jeringa estéril. Se agitaron (Scientific
Industries, VortexGenie2 G560, Bohemia, New York, Estados Unidos) por 10 segundos y
se tomé el pH (Hanna instruments, HI2210, Cluj-Napoca, Rumania). Después se
ensamblaron las gradillas con los tubos restantes al sistema de fermentacion, se abrio el
paso del gas a un flujo de 7.5 L/h (1/8 en el flujometro), verificando que no tuviera fugas y

que los émbolos de las jeringas subieran sin problemas y sin botarse.

Cuando pasaron las primeras 6 h, se tomaron los tubos correspondientes a ese tiempo, las
muestras se agitaron y se tomd el pH. Después de leer el pH se centrifugaron los tubos
(Hermle, Z326K, Wehingen, Alemania) para recuperar el sobrenadante en viales para las
determinaciones posteriores, almacenandose a — 80 °C. Se realizd el mismo procedimiento

para los tubos correspondientes a los 12, 24 y 48 h

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizé un kit comercial, QIAGEN. Primeramente se pesé
200l de muestra en un microtubo de 1,5ml, posteriormente se le agrego 250 de lisosima
[20mg/ml] donde ser dejo incubar 30min a 37°C en un termomix. Terminado este tiempo se
agregaron 180ul de ATL buffer y 25u de proteinasa k, la cual se incubo en un termomix
por 40min a 56°C. Posteriormente se le adiciona 200l AL buffer y se mezcla en el vortex,
se centrifuga a 8000rpm durante 1min y el sobrenadante se transfiere a un tubo nuevo, se
repite el paso anterior y se mezcla el sobrenadante con 200ul de etanol al 96%.
Nuevamente el sobrenadante se transfiere a columnas de filtraciobn con membrana y se
centrifuga a 8000rpm por 1, donde se desecha el liquido y la columna se le agregan 500ul

de AWL1 buffer, se deja actuar por un minuto y se centrifuga a 8000rpm durante 1min. Se



desecha el liquido y a la columna se adicionan 500 ul de AW2, donde se deja a reposar
nuevamente por un minuto y posteriormente se centrifuga a 14000 rpm durante 3 min. El
liquido restante se desecha, la columna con mebrana se transfiere a un microtubo nuevo y
finalmente se adicionan AE buffer elution con el cual se centrifuga a 8000 rpm durante

1min. El producto final sometido a un analisis de calidad a través de nanodrop.



Resultados

Fermentacioén colonica

Se obtuvieron 15 muestras de cada uno de los diferentes tratamientos durante la simulacién

gastrointestinal de fermentacion colonica, teniendo un total de 45 muestras para analizar.

Figura 10. Muestras de los diferentes tratamientos; M1 corresponde al control positivo (Rafinosa), M2:
control negativo (Inoculo), M3: (Barra de mango). En los diferentes tiempos del tratamiento (TO: Oh, T1: 6h,
T2: 12h, T3: 24h, T4: 48h).

En la Figura 10 se observan los tubos que contiene al producto de la fermentacion colénica
de la fraccion indigestible de mango “Ataulfo”. Posteriormente estas muestras fueron

almacenadas en congelacion a -80 °C para el analisis posterior de la microbiota.

Concentracion y Calidad en el ADN

Por otro lado se realiz6 la cuantificacion de ADN extraido (Cuadro 3), en los resultados
podemos apreciar que existe una concentracion alta y el ADN de buena calidad. De acuerdo
a las especificaciones del equipo utilizado, el indice de absorbancia corregida a 260 nm en
relacién a la absorbancia corregida a 280 nm (A260/A280), lo cual indica que un indice



mayor o muy cercano a 1.8 es aceptado como muestra pura en la cuantificacion de ADN
gendémico, mientras que en indice de absorbancia corregida a 260 nm en relacion a la
absorbancia corregida 230 nm (A260/A230) indica tanto para ADN y ARN que el indice de
pureza de la muestra deben estar entre 1.8 y 2.2 (Thermo Scientific, 2016).

Cabe mencionar que los resultados que se utilizaron para determinar la pureza de la
muestras fueron los resultados obtenidos en el indice A260/A280 puesto que el rango del

espectro fue mas amplio en comparacion con el indice A260/A230.

Cuadro 3. Cuantificacién de ADN extraido utilizando el equipo Nanodrop One. Promedio de las réplicas de
cada muestra por tiempo de cada tratamiento.

MUESTRAS ng/pl A260/A280
M1TO 1215.56 +403.33"? 1.79
M1T1 4986.11 + 3049.26"° 1.99
M1T2 3384.44 + 1285.25%% 1.99
M1T3 11676.11 + 6277.40~%® 2.09
M1T4 26069.44 + 5688.90%° 2.14
M2TO 499.44 + 189.2772 1.36
M2T1 617.78 + 189.57¢ 1.50
M2T2 976.11 + 547.54"2 1.61
M2T3 853.33 + 187.24*2 1.46
M2T4 669.44 + 215.23"2 1.50
M3TO 452.78 + 69.45™° 1.51
M3T1 4081.67 + 456.70"B2 2.01
M3T2 10507.78 + 5630.33/B" 2.09
M3T3 23393.33 + 9752.405¢P 2.18
M3T4 37352.78 + 12487.83°° 2.19

Letras mayuscula indican diferencia estadistica significativa (P<0.05) dentro del tratamiento. Letras
minusculas indican diferencia estadistica significativa ("P<0.05) entre los tiempos. * Promedio + desviacion
estandar.

En el cuadro 3 podemos observar que se presenta una diferencia significativa (letras
mayusculas) en la concentracion de ADN entre las muestras de M2 (inoculo, control
negativo) en comparacion a las muestras de M1 y M3 los cuales corresponden a los
tratamientos de Rafinosa (control positivo) y Mango respectivamente.



Los tratamientos en base al tiempo de TO (Oh), T1 (6H), T2 (12H), T3 (24H) y T4 (48h)
presentan un comportamiento similar, donde se puede apreciar que la existe una diferencia

significativa es los tratamientos M1 y M3 principalmente en el T4.

Lo cual nos permite suponer que existe un aumento y cambio en la microbiota intestinal en

estos tratamientos, existiendo mas variabilidad en el tratamiento de Mango.

Electroforesis del ADN

Para verificar la integridad del ADN, se realizd una electroforesis de las muestras de ADN
extraidos. El gel de electroforesis fue revelado y se logré observar que el ADN extraido fue
de buena calidad ya que las bandas reveladas son nitidas de acuerdo al marcador utilizado
(Figura 8)
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Figura 11. Gel de agarosa 1% revelado después de electroforesis. Las muestras se
realizaron con ADN genémico de las muestras de los diferentes tratamientos; M1
corresponde al control positivo (Rafinosa), M2: control negativo (Inoculo), M3:
(Barra de mango). En los diferentes tiempos del tratamiento (TO: Oh, T1: 6h, T2: 12h,
T3: 24h, T4: 48h).



La investigacion de estas bacterias asociadas al intestino se complica por el hecho de que la
mayoria aun no se ha cultivado en el laboratorio y solo ha sido a traves del desarrollo de
enfoques independientes del cultivo, y méas recientemente a través de la aplicacion de
secuenciacion de alto rendimiento, por lo que obtener ADN de calidad es de suma

importancia para continuar con la secuenciacion e identificacion de la microbiota intestinal.

La importancia de la integridad del ADN es determinante ya que se necesita partir de un
producto de excelente calidad para estudios posteriores, por ejemplo, antes de secuenciar,

es muy importante para los propoésitos de validacion de la secuencia.

El ADN codifica los genes de un organismo y la informacidn que contiene funciona como
una receta para su desarrollo. Una secuencia de ADN se refiere al orden de nucle6tidos de
los cuales esta compuesto el ADN. Hay cuatro nucleétidos diferentes en el ADN los cuales
tienen respectivamente en su estructura las bases adenina, timina, citosina y guanina.
Secuenciar el ADN ayuda a los cientificos a obtener informacidn, identificar moléculas

involucradas en complicados procesos metabolicos y procesos evolutivos.

Conclusiones de Proyecto

La estandarizacion del proceso de simulacion gastrointestinal y fermentacion col6nica
permitio generar las muestras para el analisis molecular, del cual se obtuvo ADN de calidad

a partir de 200 microlitros de muestra.

Y a través de la electroforesis en gel de acrilamida y el andlisis por NanoDrop permiti6 la
deteccidn de la concentraciéon e integridad del ADN a una relacién Abs 260/280, el cual es

adecuado para posteriormente su secuenciacion.

La importancia en haber obtenido ADN de calidad radica en que, existe la presencia de
microorganismos los cuales se encargan de la fermentacidn coldnica y debido a la dieta a la
cual son sometidos presentan un cambio. Dicha informacién nos sirve de base para

continuar con este trabajo.
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