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RESUMEN

La encapsulacion de compuestos lipofilicos, como el B-caroteno, en emulsiones de aceite
en agua aumenta su solubilidad, estabilidad y absorcién. No obstante, la fase lipidica tiende a
oxidarse, requiriendo del uso de antioxidantes para su conservacion, los cuales deben de ser seguros
para su consumo. El presente estudio, evalud la adicién de compuestos fendlicos (CFs) extraidos
de la cascara de mango cv. Ataulfo en emulsiones cargadas de P-caroteno, determinando la
estabilidad, citotoxicidad, capacidad antioxidante y consumo celular. Las emulsiones obtenidas
presentaron tamafos entre 240 a 260 nm, con un indice de polidispersion de ~0.30 y potencial zeta
de =-30 mV. La adicion de CFs de cascara de mango presento el menor tamafio de particula (240
nm) y aumento 3 y 36x su capacidad antioxidante, segin lo medido por los ensayos de FRAP y
TEAC, respectivamente. Los CFs de cascara de mango preservaron la estabilidad de p-caroteno
encapsulado durante el almacenamiento a 4, 25y 40 °C. El ensayo de viabilidad celular evidencio
la inocuidad de los componentes de las emulsiones al mantener > 90% de las células normales de
retina (ARPE-19) viables. La capacidad antioxidante celular se incrementd 2x cuando se
adicionaron CFs de cascara de mango en las emulsiones, respecto a las emulsiones con -caroteno.
El consumo celular, evaluado mediante microscopia laser confocal de barrido, aumenté ~10% en
las emulsiones adicionadas con CFs, en comparacion con el Rojo de Nilo en solucion. Con base en
los resultados obtenidos, la emulsificacion de CFs de céscara de mango cv. Ataulfo podria
explotarse para su incorporacion en matrices alimentarias y prevenir la oxidacién; ademas de

ejercer capacidad antioxidante celular por una mejora en la absorcion.

Palabras clave: Subproductos de mango; Compuestos bioactivos; Emulsiones; Estabilidad,;

Capacidad antioxidante celular; Consumo celular
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ABSTRACT

Encapsulating lipophilic compounds, such as p-carotene, in oil-in-water emulsions
increases their solubility, stability, and absorption. However, the lipid phase tends to oxidize,
requiring the use of antioxidants for its preservation, which must be safe for consumption. The
present study evaluated the addition of phenolic compounds (PCs) of mango cv. Ataulfo peel in
emulsions loaded with B-carotene, determining their stability, cytotoxicity, cellular antioxidant
capacity and cellular uptake. The size of the emulsion ranged from 240 to 260 nm, with a
polydispersity index ~0.30 and zeta potential ~ -30 mV. The addition of mango peel CFs produced
the lowest particle size (240 nm), increased its antioxidant activity, as measured by the FRAP and
TEAC assays. The addition of mango peel PCs, preserved the stability of encapsulated p-carotene
stored at 4, 25 and 40°C. The cell viability assay showed the safety of the emulsion components
by keeping > 90% of normal retinal cells (ARPE-19) viable. The cellular antioxidant capacity
increased 2x when mango peel PCs were added in the emulsions, with respect to the emulsions
with only B-carotene. Cell uptake, evaluated by confocal scanning laser microscopy, increased
~10% in the emulsions added with PCs, compared to Nile Red in solution. Based on the results
obtained, the emulsification of PCs of mango peel cv. Ataulfo could be exploited for incorporation
into food matrices and prevent oxidation; in addition to exerting cellular antioxidant capacity by

improving absorption.

Keywords: Mango by-products; Bioactive compounds; Emulsions; Storage stability; Cellular

antioxidant activity; Cellular uptake
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1. INTRODUCCION

Los carotenoides son pigmentos naturales que dan coloracion amarilla a naranja a diversas
flores, frutas y hortalizas, los cuales presentan diferentes propiedades bioldgicas como la actividad
de provitamina A. De todos los compuestos del tipo carotenoide, el 3-caroteno es el compuesto que
tiene mayor actividad provitamina A; ademas, de atribuirsele mejoras en problemas de vision, y
efecto inmunomodulador (Toti et al., 2018). Sin embargo, la baja hidrosolubilidad y absorcién, son
los principales factores limitantes para su aplicacion industrial (Gongalves et al., 2016). La
encapsulacion en emulsiones es una estrategia para aumentar la dispersion en agua, mantener la
estabilidad en almacenamiento y mejorar la absorcion intestinal de moléculas bioactivas (Ruiz-
Canizales et al., 2018; Sun et al., 2015).

Las emulsiones del tipo aceite-en-agua han sido utilizadas para prevenir la degradacion de
curcumina (Sari et al., 2015), catequinas (Gadkari et al., 2017) y licopeno (Ha et al., 2015), bajo
condiciones de estrés como alta temperatura, pH y potencial iénico; ademas, de mejorar la
bioaccesibilidad y biodisponibilidad. Asimismo, se ha reportado una mejora en el consumo celular
de compuestos bioactivos cuando estos son incorporados en emulsiones, como se observo para
astaxantina (Shen et al., 2019) y B-caroteno (Lu et al., 2017), aumentando la absorcion en 10y 13
veces, respectivamente, comparado con las moléculas libres. Este comportamiento puede asociarse
al tamafio nanométrico y el uso de surfactantes, ya que a menor tamafio de particula y mayor
balance hidréfilo-lip6filo, mayor bioaccesibilidad y consumo celular se ha sido evidenciado en
emulsiones con B-caroteno (Lu et al., 2017; Salvia-Trujillo et al., 2019). No obstante, las
emulsiones son sistemas que naturalmente tienden a separarse, reducir su interfase e incrementar

la colisidn de particulas, promoviendo la oxidacion de lipidos y liberando al compuesto bioactivo.

La adicion de surfactantes puede retardar los fendmenos de inestabilidad como el cremado,
coalescenciay floculacion al formar peliculas finas y viscoelasticas en la interfase aceite-agua (Wu
etal., 2017), sin embargo, la mayoria de ellos pueden ser toxicos para consumo debido a la elevada
concentracion necesaria para lograr su efecto estabilizador (Kaur y Mehta, 2017). Una alternativa

para coadyuvar la estabilidad de emulsiones, manteniendo niveles < 2% de surfactantes, puede ser
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la adicion de antioxidantes naturales provenientes de subproductos agroindustriales como la
cascara de mango cv. Ataulfo. La adicion de antioxidantes naturales de fuentes vegetales como
aditivos en emulsiones muestra caracteristicas interesantes como extension de la vida util e
incremento de la biodisponibilidad de compuestos lipofilicos como los carotenoides (Liu et al.,
2016; Salvia-Trujillo y McClements, 2016).

Los compuestos fendlicos al mostrar caracter anfipatico por la presencia de anillos aromaticos y
grupos hidroxilo en su estructura, permite su posicionamiento en la interfase aceite-agua, lo cual
incrementa la fuerza interfacial, previniendo la colision de particulas y la oxidacién de lipidos por
moléculas prooxidantes presentes en el medio (Cheng et al., 2019; Mohanan et al., 2018). Di Mattia
et al. (2010) observaron que la tension superficial de emulsiones de aceite de oliva aumento al
incorporar quercetina en concentraciones bajas (10 y 10* M), lo cual podria asociarse con la
formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de la quercetina con el grupo polar
de la fase lipidica, incrementando las fuerzas repulsivas entre las fases acuosa y lipidica. Por otro
lado, se mostré un efecto protector contra la oxidacion de lipidos al reducir la formacion de
malondialdehido por medio de la donacion de hidrogenos de los grupos hidroxilo de la quercetina.
Resultados similares fueron reportados por Liu et al. (2016) para una bebida tipo emulsion con
aceite de nuez. Los autores observaron que, al adicionar antioxidantes hidrofilicos de té, se redujo
la formacion de peroxidos y malondialdehido, similar al antioxidante sintético BHT
(butilhidroxitolueno), ambos a la concentracion de 0.04%. Ademas, el perfil de &cidos grasos
mostré que al adicionar los antioxidantes de té, la oxidaciéon térmica de los acidos grasos
poliinsaturados se redujo significativamente, durante los 25 dias de evaluacién a 62°C, en
comparacion con el tratamiento control. En este sentido, la cascara de mango cv. Ataulfo es un
subproducto agroindustrial del cual pueden extraerse compuestos bioactivos como son
mangiferina, quercetina y galotaninos (Pacheco-Ordaz et al., 2018; Sayago-Ayerdi et al., 2013),
los cuales tienen potencial biolégico como antioxidantes, antiproliferativos (Velderrain-Rodriguez

et al., 2018), para ser incorporados en alimentos funcionales y productos nutracéuticos.
Debido a lo anterior, el objetivo del presente estudio fue extraer e incorporar compuestos fenolicos

de cascara de mango cv. Ataulfo, en emulsiones del tipo aceite-en-agua cargadas con [-caroteno

para mejorar la estabilidad en almacenamiento, bioaccesibilidad, capacidad antioxidante y
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consumo celular. La informacion generada podria ser de utilidad para la industria alimenticia y
nutracéutica, al explotar el uso de subproductos agroindustriales como la cascara de mango para la
obtencion de compuestos bioactivos y su posterior aplicacion durante el disefio de alimentos

funcionales y productos nutracéuticos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Prevencion de Enfermedades Crénicas No Transmisibles

En México, el Sistema Epidemioldgico y Estadistico de las Defunciones, reporté que durante el
periodo de 2010-2017, las enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer, fueron las primeras
causas de muerte (SSA, 2018). Por lo cual, organizaciones Internacionales como la Organizacién
Mundial de la Salud y Nacionales como la Secretaria de Salud, establecieron recomendaciones para
la poblacion con el fin de reducir los factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cronicas
no transmisibles (ECNT), como son el consumo de tabaco, inactividad fisica y dieta alta en grasa
y azucares refinados. La alta incidencia de mortalidad por ECNT, ha alertado a la poblacion,
promoviendo una mayor ingesta de alimentos de origen vegetal, que ademas de brindar nutrimentos
esenciales como proteinas, lipidos, carbohidratos, vitaminas y minerales, proveen compuestos con
actividad bioldgica como son los compuestos fendlicos, carotenoides, terpenoides, fitoesteroles,
entre otros (Carnauba et al., 2017). Los compuestos con actividad biologica hacen referencia a
aquellas moléculas presentes en matrices alimentarias de origen vegetal que presentan un beneficio
adicional al nutricional cuando este es consumido. Diferentes estudios se han realizado para evaluar
el potencial biologico de estas moléculas como antioxidantes (Quirds-Sauceda et al., 2017),
antinflamatorios (Ambriz-Pérez et al., 2016), antiproliferativos (Velderrain-Rodriguez et al.,

2018), neuroprotectores (Cazares-Camacho et al., 2021), entre otros.

El mango es un fruto proveniente de la familia de las Anacardidceas, del género Mangifera
originario de la India e introducido al continente americano por los espafioles. El fruto es una drupa
carnosa con tonalidades que van del verde al amarillo/anaranjado cuando ya ha madurado. El
mango es uno de los frutos tropicales de mayor consumo debido a sus propiedades organolépticas
tales como dulzor, aroma, textura y color (Tharanathan et al., 2006; Wall-Medrano et al., 2015).
México se coloca como el primer exportador a nivel mundial de este cultivo con una superficie
sembrada de 203 mil ha y una produccién de 1.9 millones de toneladas con un valor de 8.5 millones

de pesos, para el ciclo agricola de 2018 (SIAP, 2019). Los principales estados productores son
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Guerrero, Nayarit y Sinaloa, destacAndose el cultivo de las variedades Kent, Keitt, Tommy Atkins,
Haden, Manila y Ataulfo (Wall-Medrano et al., 2015). Dentro de las variedades de mango
cultivadas en Mexico, el cultivar Ataulfo destaca por ser el de mayor produccion e importancia
econdmica. Asimismo, se ha reportado que éste presenta un alto contenido de carotenoides,
compuestos fendlicos, vitamina C y capacidad antioxidante, en comparacion con otras variedades

mexicanas (Manthey y Perkins-Veazie, 2009).

El consumo y procesamiento industrial del mango genera una gran cantidad de subproductos como
son el hueso y cascara, los cuales representan del 35-60% del peso del fruto dependiendo del
cultivar. Diferentes reportes han evidenciado el potencial de estos residuos agroindustriales para la
obtencion de fibra (Blancas-Benitez et al., 2015), pigmentos (de Ancos et al., 2018) y compuestos
bioactivos (Pacheco-Ordaz et al., 2018). Particularmente, la cadscara de mango es considerada una
fuente importante para la obtencion de carotenoides y compuestos fenolicos, los cuales pueden ser
utilizados para el disefio de alimentos funcionales y productos nutracéuticos (Figura 1). Pacheco-
Ordaz et al. (2018) realizaron la extraccion de compuestos fendlicos libres y ligados de la cascara
de mango cv. Ataulfo, encontrando dimeros de acido galico, acido p-cumarico, quercetina, como
los de mayor concentracion en la fraccion ligada y mangiferina en la fraccion libre. También, se ha
reportado un alto contenido de galotaninos, siendo el pentagaloil-glucésido como el principal de
estos compuestos (Sayago-Ayerdi et al., 2013). Asimismo, la cascara de mango cv. Ataulfo
representa una fuente potencial para la extraccion de carotenoides, principalmente p-caroteno, los
cuales ademas de dar coloracion a la cascara, han sido relacionados con la regulacion del sistema

inmune, prevenciéon de la ceguera nocturna, enfermedades de la piel, entre otros (Saini et al., 2015).
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Figura 1. Aprovechamiento de subproductos generados durante el procesamiento del mango cv.
Ataulfo para la obtencion de ingredientes funcionales.

2.2. Propiedades Biologicas de Compuestos Bioactivos de Cascara de Mango cv. Ataulfo

Los compuestos fendlicos son productos del metabolismo secundario de las plantas que juegan un
papel importante en los procesos de reproduccion y crecimiento, proteccion contra agentes
adversos (patogenos, radiacion, alta temperatura), ademas de contribuir en las propiedades
sensoriales de frutas y vegetales, tales como el color y astringencia (Balasundram et al., 2006;
Zapata et al., 2013). Son sintetizados por dos vias, la ruta del &cido shiquimico y la ruta del acetato.
Con base en su estructura, los compuestos fendlicos se pueden clasificar en acidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos y lignanos (Balasundram et al., 2006; Manach et al., 2004). La céscara de
mango cv. Ataulfo es fuente potencial para la extraccion de acidos fendlicos como el acido galico,
acido digalico, acido p-cumarico, flavonoides como quercetina, catequina y xantonas como la
mangiferina, cuyo consumo regular ha sido asociado con el mantenimiento y mejora de la salud,
debido a su potencial biolégico como antioxidantes, antiinflamatorios, antiproliferativos, entre
otros (Pacheco-Ordaz et al., 2018; Velderrain-Rodriguez et al., 2018; Wall-Medrano et al., 2015).
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Zhang y Wang (2018) observaron una disminucion de la proliferacion de células de cancer de
tiroides al aplicar mangiferina en concentraciones de 2 y 4 UM, esto atribuido a la reduccion en la
expresion del antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), el cual esta involucrado en el
proceso de sintesis de ADN. Asimismo, se obtuvieron valores de I1Cso de 49.85 y 65.27 UM, para
reducir la proliferacién celular de las lineas de cancer de ovario A2780 y ES-2, respectivamente.
Mientras que la administracion de 60 mg/kg en ratas con céncer de ovario, mostraron menor
proliferacion tumoral debido a la regulacién en la expresion de las metaloproteinasas MMP2 y
MMP9, asociadas con el desarrollo de tumores y metastasis (Zeng et al., 2020).

Gandhi et al. (2014) observaron que la administracion de &cido galico (20 mg/kg) a ratas diabéticas
disminuia significativamente el nivel de glucosa en plasma y la grasa corporal, esto debido a la
regulacion de la actividad de las enzimas glucosa-6-fosfatasa, fructosa-1,6-bifosfatasa,
hexoquinasa, una sobreexpresion proteica de GLUT 1, GLUT4 y PI3K, asi como del mMRNA de p-
Akt y PPARy. También se¢ ha demostrado que los acidos galico y p-cumarico promueven la
actividad de enzimas antioxidantes, tales como la catalasa, glutation peroxidasa y glutation S-

transferasa en ratas con diabetes tipo 2 (Abdel-Moneim et al., 2017).

Por otro lado, los galotaninos de mango cv. Keitt mostraron actividad antiobesdgenica mediante la
inhibicion de la adipogenésis al disminuir la expresion de moléculas clave como C/EBPa, PPARy
y FAS, en un 59.2, 49.2 y 43.1%. La expresion de FAS y FABP4 estan relacionadas con el
desarrollo de obesidad, resistencia a la insulina y ateroesclerosis, por lo cual, la reduccion en la
expresion de estas enzimas mediada por los galotaninos de mango, evidencian el potencial que
tienen para prevenir el desarrollo de estas enfermedades (Fang et al., 2018). Asimismo, el
galotanino, pentagaloil-glucosido, presente en cascara de mango fue efectivo para inhibir de forma
no competitiva a la lipasa pancreatica a un 1Csp de 64.6 uM. La presencia de grupos hidroxilo en
la molécula del pentagaloil-glucosido promueve la interaccion no covalente con residuos polares
de lipasa y colipasa, lo cual se asocia con una afectacion de la conformacién activa de la lipasa y

cambios en su estructura terciaria y actividad enzimética (Moreno-Cdérdova et al., 2020).

Céazares-Camacho et al. (2021) adicionaron pulpa y cascara de mango cv. Ataulfo en la dieta

estandar de ratas macho Wistar con diabetes inducido por estreptozotocina para evaluar el potencial
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neuroprotector. Los autores observaron un incremento significativo en la enzima superoxidasa 2
en la corteza cerebral, la cual es una region fundamental para las funciones cognitivas e
intelectuales. Los resultados son indicio del potencial que presenta el consumo de matrices
vegetales para mitigar el deterioro sistémico que surge tras el padecimiento de enfermedades

cronicas no transmisibles como lo es la diabetes.

Los carotenoides son pigmentos liposolubles que dan la coloracién roja, naranja y amarilla a una
gran variedad de frutas, flores y hojas. Estos compuestos son sintetizados por la via del fosfato de
metileritritol (MEP) en los plastidos de la mayoria de las plantas superiores y tienen diferentes
funciones como fotoprotectores, precursores de fitohormonas como el acido abscisico, atractivo
visual para insectos y aves que participan en la polinizacion, entre otros (Cazzonelli, 2011; Stahl y
Sies, 2003). Los carotenoides se clasifican en dos grupos, las xantofilas como la B-criptoxantina,
luteina y zeaxantina, y los carotenos como el a-caroteno, B-caroteno y licopeno. En mango, el -
caroteno es el carotenoide mayoritario responsable de la coloracion amarilla en la pulpa y céscara.
El consumo de estos compuestos se ha asociado con mejoras a la salud debido a su capacidad

antioxidante, antiinflamatoria, actividad provitamina A (Langi et al., 2018).

Latief et al. (2018) observaron que la suplementacién con B-caroteno en ratas tratadas con
nitrosodietilamina durante dos semanas, redujo la fibrosis hepatica mediante la reduccion de
malondialdehido hepatico en un 35%, asociado a la peroxidacion lipidica. Ademas, la actividad de
enzimas antioxidantes como superdxido dismutasa y catalasa, y de metabolismo de xenobidticos
como glutation-S-transferasa, aumentaron significativamente, en comparacion con el grupo sin
suplementacion. Este efecto protector del B-caroteno podria atribuirse a la inhibicion de la
expresion de a-actina 2 (a-SMA) y ciclooxigenasa 2 (COX-2), actuando como agente

antiinflamatorio para prevenir la progresion de la fibrosis hepatica.

El consumo de una bebida enriquecida con PB-criptoxantina durante 12 semanas, mostro una
reduccidn significativa del peso y la grasa subcutanea en adultos japoneses pre-obesos a las 8 y 12
semanas de evaluacién (lwata et al., 2018). Los autores mencionan que el potencial para reducir
la grasa visceral podria estar asociado a la supresion de la actividad de PPARy en los adipocitos.

Por otro lado, se evidencio que la suplementacion con 2.5 mg/kg de B-criptoxantina en una dieta
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alta en grasa, evaluada en un modelo murino por 12 semanas, logr6 reducir el peso corporal,
contenido de grasa visceral, lipidos séricos, mientras que la actividad de enzimas antioxidantes
como superodxido dismutasa, glutation peroxidasa aumento significativamente, en comparacién con
el grupo sin suplementacion. Asimismo, se midieron factores de transcripcion como factor nuclear
kappa B (NF-«B) y factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), lo cual se podria relacionar con el aumento
de la actividad antioxidante endogena y la prevencién de sindrome metabdlico (Sahin et al., 2017).
El uso de subproductos agroindustriales como la cascara de mango cv. Ataulfo, resulta una
alternativa viable para la extraccion de compuestos con actividad bioldgica, tales como los
compuestos fendlicos y carotenoides. La incorporacion de compuestos bioactivos como
ingredientes funcionales de matrices alimentarias, ademas de brindar beneficios a la salud, podrian
mejorar las propiedades fisicoquimicas del alimento al brindar proteccion contra la oxidacion,
cambios de color, separacion de componentes, entre otros. Estas caracteristicas podrian potenciar

su uso como aditivos y ser usados en combinacion o sustituir a los aditivos sintéticos.

2.3. Bioaccesibilidad y Biodisponibilidad de Compuestos Bioactivos

Para que los compuestos bioactivos puedan tener un impacto positivo en la salud, primero deben
ser liberados de la matriz alimentaria (bioaccesibles) y posteriormente ser absorbidos para pasar a
circulacion sistémica (biodisponibles) (Figura 2). Sin embargo, este proceso es complejo y se ve
afectado por la presencia de otros componentes como carbohidratos, proteinas, lipidos y fibra, que
pueden interactuar molecularmente con los compuestos bioactivos. Asimismo, Su
biodisponibilidad se puede ver afectada con base en la forma en la que se encuentran estos
metabolitos, es decir, si estan formando polimeros, estan glucosilados, metilados o esterificados
(Quirds-Sauceda et al., 2011; Pandareesh et al., 2015; Seiquer et al., 2015).
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Figura 2. Posibles mecanismos de la absorcion de compuestos bioactivos de cascara de mango cv.
Ataulfo durante el proceso de digestion gastrointestinal. Los compuestos bioactivos hidrosolubles
que logran llegar al intestino pueden ser absorbidos por enzimas presentes en la membrana de los
enterocitos que facilitan su transporte al interior de la célula; mientras que los compuestos
lipofilicos pueden absorberse por difusion pasiva al interactuar con los componentes de la
membrana lipidica. Una vez absorbidos pueden ser metabolizados por enzimas enddgenas para
facilitar su transporte hacia torrente sanguineo/linfatico, permitiendo su irrigacion hacia los tejidos
y organos. OATP, proteinas transportadoras de aniones organicos; SGLT1, proteinas de transporte
sodio-glucosa; MRP2, proteina de resistencia a xenobioticos; P-gp, P-glicoproteina; GLUT2,
proteina transportadora de glucosa; ATP, adenosin trifosfato; ADP, adenosin difosfato.

Durante la etapa bucal, la masticacion promueve la ruptura de las células de la matriz alimentaria
y facilita la liberacidn de los compuestos bioactivos en las etapas posteriores. En estomago, las
condiciones acidas y la presencia de algunas enzimas como la pepsina, facilitan la hidrélisis del
alimento y permiten la liberacién de los compuestos bioactivos (CBs) débilmente asociados a la
matriz alimentaria. Reportes sugieren que en el estbmago, pueden absorberse algunos acidos
fenolicos como el acido galico, cafeico y p-cumarico, y flavonoides como las antocianinas
(Fernandes et al., 2014; Palafox-Carlos et al., 2011; Quirds-Sauceda et al., 2011). Mientras que
los CBs liposolubles como los carotenoides son incorporados en gotas lipidicas en el estbmago
para su micelizacién en intestino delgado y posterior absorcion (Toti et al., 2018). Debido a su baja
solubilidad, menos del 10% del total de carotenoides presentes en la matriz alimentaria son
bioaccesibles y biodisponibles, lo cual se ve afectado por diferentes factores como la naturaleza de

la matriz celular, interaccién con otros componentes dietarios, concentracion de lipidos de la dieta,
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entre otros (Estévez-Santiago et al., 2016). El intestino es el lugar donde se lleva a cabo la mayor
absorcién y paso a circulacion sistémica de compuestos bioactivos. Debido a lo anterior, es
necesario que las especies conjugadas de CFs deben ser hidrolizadas a su forma aglicona por las
enzimas intestinales para su absorcion en los enterocitos. La fraccion que no se absorbe en intestino
delgado, pasa a colon donde la microbiota puede fermentar los restos indigeribles y liberar algunos
CFs que pueden llegar a absorberse o brindar un ambiente antioxidante en el colon (Palafox-Carlos
et al., 2011; Pandareesh et al., 2015).

Sanz-Buenhombre et al. (2016) evaluaron la biodisponibilidad in vitro de los CFs de un extracto
de uva, identificando las moléculas principales (&cido galico, elagico y vanilico, miricetina,
epicatequina, catequina y quercetina) antes y durante el modelo de digestion in vitro. Se observo
que los &cidos fenolicos fueron los menos afectados por las condiciones quimico-enzimaticas,
seguido por los flavonoles, mientras que los flavan-3-oles (epicatequina y catequina) fueron
completamente degradados después de la masticacion. Al final del modelo, solo los &cidos
fenolicos se identificaron en la fraccion bioaccesible con un 81.96, 62.75 y 10.24% para el &cido
vanilico, galico y elagico, respectivamente. Dicho comportamiento, sugiere que los flavonoides
resultan mayormente afectados en ambientes de pH neutro o alcalino, sufriendo modificaciones
estructurales que podrian dar origen a otras moléculas con posible actividad bioldgica (Tenore et
al., 2013). Garcia-Solis (2008) observaron que, al administrar jugo de mango a ratas con cancer
mamario inducido durante 22 semanas, no presentd disminucion significativa en la progresion del
cancer, respecto al control. Esto podria atribuirse a la desestabilizacion estructural de los CFs por

efecto del pH intestinal, con una consecuente absorcion limitada.

Por otro lado, los compuestos lipofilicos como los carotenoides requieren de la emulsificacion en
micelas mixtas para su absorcion en los enterocitos por difusion pasiva, donde son parcialmente
transformados por la enzima p-caroteno-15,15’-oxigenasa (BCO1) en retinal, después reducidos a
retinol y posteriormente esterificados para su empaguetamiento en quilomicrones y distribucion
en el sistema linfatico a tejidos periféricos e higado (Moran et al., 2018; Toti et al., 2018). A pesar
de que los carotenoides tienen baja biodisponibilidad, se ha reportado que la inclusién de grasa en
la dieta puede aumentar hasta el 20% de la absorciéon de B-caroteno, debido a una mejora del

ambiente lipofilico durante el proceso digestivo, que facilita la difusién de los carotenoides de la
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matriz alimentaria a gotas lipidicas en el estbmago, que a su vez propician una mayor
emulsificacion y absorcion en el intestino (Estévez-Santiago et al., 2016). Como alternativa para
mantener la estabilidad de moléculas bioactivas durante el proceso digestivo y mejorar su
absorcion, la encapsulacion en emulsiones podria ser una estrategia de la incorporacion de

compuestos nutracéuticos en matrices alimentarias.

2.4. Encapsulacion de Compuestos Bioactivos en Emulsiones

La encapsulacion es una tecnologia emergente empleada para proteger compuestos labiles,
enmascarar olores/sabores desagradables, incrementar la vida de anaquel, transportar y liberar
moléculas en puntos de interés del tracto gastrointestinal, mediante el recubrimiento del analito con
una matriz, para protegerlo de condiciones adversas como luz, temperatura, oxigeno y pH (Ruiz-
Canizales et al., 2018). Como producto de este proceso, se tiene la generacion de particulas con
caracteristicas de forma y tamafio deseados, de acuerdo con el método de encapsulacion empleado,
tales como el secado por aspersion, precipitacion y emulsificacién. Una vez encapsulado el
compuesto de interés, este puede ser liberado de forma controlada por solubilizacion de la matriz

de cubierta, por hidrdlisis &cida o enzimatica (Desai y Jin Park, 2005; Fathi et al., 2014).

Las emulsiones son dispersiones coloidales formadas por la combinacion de dos liquidos
inmiscibles entre si, como agua y aceite, en las cuales uno de estos liquidos se dispersa en el otro
formando emulsiones del tipo aceite-en-agua o0 agua-en-aceite. Las emulsiones del tipo aceite en
agua (O/W, por sus siglas en inglés) son muy utilizadas en la industria de alimentos y bebidas para
la incorporacion de colorantes, saborizantes, vitaminas, compuestos bioactivos, entre otros. De
acuerdo al tamafio de particula pueden clasificarse en nanoemulsiones (20-200 nm),
microemulsiones (4-100 nm) y emulsiones (200 nm-200 um) (McClements, 2011; Mcclements y
Decker, 2000). Un factor importante, previo a su produccion, es la seleccion del aceite a utilizar,
ya que este se relacionara con las propiedades fisicas y bioldgicas que presenten las emulsiones.
Diversos estudios reportan el uso de aceites vegetales como el aceite de oliva, maiz, linaza, girasol,

entre otros, para la formulacion de emulsiones O/W, los cuales al ser naturales son seguros para su
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consumo (Cheng et al., 2019; Gadkari et al., 2017; Salvia-Trujillo et al., 2017).

Lu et al. (2020) midieron la capacidad antioxidante celular (CAC) de emulsiones de aceite de
salvado de arroz y coco. Las emulsiones de aceite de salvado de arroz presentaron la mayor CAC
con 846 pmol equivalentes de quercetina/100 mg de aceite, esto debido a su composicidon quimica
la cual es fuente potencial de orizanol (25 mg/g), compuestos fenolicos (0.2 mg/g) y acidos grasos
insaturados como el oleico (C18:1) y linoleico (C18:2). Ademas, se ha reportado que los acidos
grasos insaturados modulan la fluidez de la membrana lipidica, permitiendo mayor absorcién via
paracelular (Aspenstrom-Fagerlund et al., 2007; Nano et al., 2003), en comparacién con los acidos
grasos saturados como los que se encuentran en el aceite de coco (&cido laurico, miristico y

palmitico).

Por otro lado, Verkempinck et al. (2018) evaluaron el efecto del grado de saturacion del aceite de
oliva, soya y linaza, sobre la digestibilidad de la emulsion y la bioaccesibilidad de licopeno y -
caroteno. Los resultados mostraron mayor tasa de liberacion de &cidos grasos libres y
monoglicéridos (k= 0.045) durante la digestion de las emulsiones de aceite de oliva, lo cual se
relaciond con un incrementd en la bioaccesibilidad de licopeno y B-caroteno en 19 y 24%,
respectivamente. El aceite de oliva es rico es acidos grasos monoinsaturados y presenta geometria
molecular lineal, mientras que el aceite de soya y linaza al tener mayor concentracion de acidos
grasos poliinsaturados, se forman dobleces en su estructura lo que ocasiona un impedimento

estérico para la lipolisis del enlace éster (Sun et al., 2015).

A pesar de ser ampliamente utilizadas en el area farmacéutica y alimenticia, las emulsiones son
sistemas termodindmicos inestables ya que requieren energia para aumentar el area de contacto
entre las fases de agua y aceite que presentan diferentes densidades, lo cual ocasiona la separacion
de fases por mecanismos fisicos como el cremado, floculacion, coalescencia y maduracion de
Ostwald (Aranberri et al., 2006; McClements, 2013). En la Figura 3 se representan graficamente
los fendmenos de inestabilidad de emulsiones, en donde el cremado es un proceso causado por la
accion de la gravedad en el que las gotas tienden a movilizarse a la superficie debido a la diferencia
de densidad entre el agua y el aceite, se considera un proceso reversible que se presenta en

emulsiones del tipo aceite en agua. En la floculacidn, las gotas de aceite se adhieren entre si sin
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fusionarse y forman aglomerados, debido a un incremento en las fuerzas de atraccion. La
coalescencia se presenta cuando se fusionan gotas de aceite, formando una gota de mayor tamafio,
este proceso esta asociado a caracteristicas del surfactante empleado como la curvatura y rigidez
de la pelicula interfacial. La maduracion de Ostwald se causa por la difusion de las gotas de aceite
a través de la fase acuosa, de manera que las gotas pequefias tienden a movilizarse hacia las gotas
mas grandes (Aranberri et al., 2006; McClements, 2007, 2011).

Emulsion estable

Cremado Floculacion Coalescencia Maduracion de
Ostwald

Figura 3. Fendmenos de inestabilidad de emulsiones del tipo aceite en agua. Adaptado de
McClements (2007). Las emulsiones son coloides que tienden a sufrir diferentes procesos de
inestabilidad, ocasionado por la energia libre de formacion del sistema, asociado a la inmiscibilidad
de sus fases acuosa y oleosa. Entre los fendmenos fisicos observados esta la formacion de cremado,
floculacion, coalescencia, y maduracion de Ostwald.

Para la formulacion de emulsiones estables se afiaden agentes tensoactivos (surfactantes) que se
adsorben alrededor de las gotas dispersadas para formar una pelicula interfacial, que reduce la
atraccion entre particulas y extiende la estabilidad del sistema desde dias hasta meses. Los
surfactantes son moléculas que presentan una cabeza polar y cadena hidrocarbonada apolar, las
cuales forman peliculas interfaciales, son compuestos capaces de formar micelas por su caracter

anfipatico. El grupo polar o idnico, tiende a interaccionar con la fase polar o acuosa mediante
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fuerzas dipolo-dipolo, ion-dipolo. Por lo cual, los surfactantes pueden clasificarse en cationicos,
anionicos, anféteros y no iénicos (Schramm et al., 2003). En la industria de alimentos, los
surfactantes mas utilizados son proteinas anfifilicas (caseina, lactoglobulina), fosfolipidos
(lecitina) y surfactantes no i6nicos como los Tween (Mcclements y Decker, 2000). Los surfactantes
no idnicos son los mas utilizados, después de los anidnicos, ya que estos presentan baja toxicidad
asociado a su grupo apolar que puede estar conformado por algln &cido graso, por lo cual son
facilmente absorbidos y metabolizados.

Roldan-Cruz et al. (2016) evaluaron la estabilidad de emulsiones empleando diferentes
concentraciones de Tween 80. Las concentraciones de surfactante probadas mostraron que a partir
del 2% p/p, el tamario de particula fue mas homogéneo y presenté menor variacion en un periodo
de 7 dias, esto asociado con la concentracion critica micelar que asegura la cobertura de las gotas
de aceite mediante la adsorcion del surfactante alrededor de éstas. La concentracion critica micelar
de Tween 80 es de 0.012 mM, concentracion a partir de la cual se pueden obtener micelas esféricas
de tamafio homogeéneo, promoviendo las fuerzas de repulsion estérica que evitan la coalescencia

de las particulas.

Wu et al. (2017) probaron diferentes surfactantes en la produccion de emulsiones cargadas con
curcumina. El uso de Tween 80 al 1% p/p mostré una mayor reduccion de la tension superficial
(37.49 mN/m), en comparacion con la goma arabiga y proteina de suero de leche. Asimismo, se
evalud la estabilidad de las emulsiones en condiciones de pH (2-8), fuerza ionica (NaCl 0-500 mM)
y temperatura (30-90°C), mostrando que Tween 80 presento las mejores propiedades fisicas al no
tener variaciones significativas en el tamafio y potencial zeta, por lo cual resulta una opcién viable

para su uso en diferentes tipos de matrices alimentarias.

La oxidacion de lipidos es uno de los procesos quimicos mas comunes que Se presenta en matrices
alimentarias, lo cual ocasiona un detrimento en las propiedades sensoriales y nutrimentales.
Durante este proceso, se afecta la calidad de los componentes nutricionales y se generan radicales
libres que pueden ocasionar dafios para los consumidores. Diferentes estrategias se han
implementado para contrarrestar la oxidacion de lipidos en diferentes tipos de matrices, como el
empacado a vacio, almacenamiento a baja temperatura y humedad, asi como la adicién de

compuestos antioxidantes sintéticos o naturales (Berton-Carabin et al., 2014). La adicion de
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antioxidantes en matrices alimentarias puede retardar la oxidacion de lipidos, al dispersarse en la
fase acuosa u oleosa o en la interfaz agua-aceite, previniendo el contacto de las gotas de aceite con
moléculas oxidantes. Los antioxidantes mas empleados en la industria son los sintéticos como el
BHT (butilhidroxitolueno) y BHA (butilhidroxianisol) (Ibafiez et al., 2003; Mcclements y Decker,
2000). Estos compuestos estdn reconocidos como seguros por la FDA, sin embargo, se han
reportado efectos adversos por la exposicion a altas dosis, entre los que destacan dafio renal y
hepatico.

Mean et al. (2018) evaluaron la toxicidad hepatica aguda (1000-1500 mg/kg, 4 dias) y subaguda
(250-500 mg/kg, 28 dias) por exposicion via oral a diferentes concentraciones de BHT en ratas
hembra Wistar. Los resultados mostraron una reduccion significativa en la concentracion de
glutation y actividad de enzimas como glutation peroxidasa, glutation-S-transferasa y glutation
reductasa, las cuales participan en el metabolismo fase Il de detoxificacion, al administrar las dosis
de 500, 1000 y 1500 mg/kg. Dichos resultados fueron relacionados con los cambios histologicos
observados en el tejido hepatico. EI BHT y BHA son reconocidos como seguros por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA), no obstante, estudios reportan efectos

negativos a la salud tras el consumo en altas dosis (Tortosa et al., 2020).

Vandghanooni et al. (2013) evaluaron la toxicidad de BHT en la linea celular de pulmén A549,
observando una disminucion dosis-tiempo dependiente de la proliferacion celular, presentando un
ICso de 0.55, 0.4y 0.3 mM a las 24, 48 y 72 h, respectivamente. Asimismo, se evidencio que el
tratamiento con BHA provoco la contraccién nuclear, fragmentacion en los anillos de cromatina y
ADN dentro del nucleo de las células, mientras que la morfologia no se afect6 en las células no
tratadas. Jeong et al. (2005) observaron alteraciones en el desarrollo y funciones reproductivas de
ratas macho Sprague-Dawley tratadas con 500 mg/kg de BHA por siete semanas. Los resultados
obtenidos mostraron una reduccion en la concentracion sérica de testosterona y T4, asi como una
disminucion del numero y tamafio de espermatozoides, mientras que la concentracion de colesterol
y peso del higado aumentaron. El efecto observado podria asociarse con la inhibicion de la acil-
CoA-colesterol aciltransferasa de los microsomas del higado que participan en la absorcién del
colesterol; mientras que, las alteraciones del sistema endocrino se pueden relacionar con los

cambios en la morfologia y biosintesis de espermatozoides.
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Los antioxidantes sintéticos son muy utilizados en la industria para mantener el olor, sabor, color,
valor nutricional y frescura de gran variedad de productos como cremas, aderezos, bebidas,
enlatados, entre otros. Sin embargo, la tendencia actual es la adquisicion de productos naturales, o
que contengan baja concentracion o ausencia de aditivos artificiales que puedan ocasionar dafios a
la salud. Como se menciond anteriormente, las emulsiones son sistemas que mejoran la solubilidad
y absorcion de compuestos bioactivos liposolubles como el B-caroteno, pero durante el
almacenamiento pueden ser inestables o tender a oxidarse. Di Mattia et al. (2009) evaluaron la
adicién de antioxidantes naturales como el &cido galico, catequina y quercetina en emulsiones de
aceite de oliva. Los resultados muestran que los tres antioxidantes lograron mantener la estabilidad
de las emulsiones por diez dias de almacenamiento, asimismo, se increment0 la capacidad
antioxidante del sistema. La quercetina (250 M) fue el antioxidante que mostré mayor proteccion
contra la oxidacion primaria y secundaria de la fase oleosa, esto debido a su caracter anfifilico que
le permite posicionarse en la interfase agua-aceite evitando la difusion del oxigeno u otras

moléculas prooxidantes (Figura 4).

. SURFACTANTE ACEITEO AGUA

COMPUESTO FENOLICO
ANFIPATICO
(QUERCETINA)

OH
HO%
@/ OH @
OH

Figura 4. Interaccidon de compuestos bioactivos con la interfase agua-aceite en emulsiones del tipo
aceite en agua. Compuestos bioactivos presentes en la cascara de mango cv. Ataulfo como
quercetina, mangiferina, catequina, tienen caracter anfipatico lo cual les permite posicionarse en la
interfase agua-aceite durante la formacién de las emulsiones. El anillo aromatico brinda caracter
lipofilico permitiendo su interaccion con la fase oleosa, mientras que sus grupos hidroxilo le
permiten interactuar con la fase acuosa, brindando asi mayor proteccién contra la oxidacion.
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2.5. Liberacion, Absorcion y Actividad Bioldgica de Compuestos Bioactivos Encapsulados en

Emulsiones del Tipo Aceite en Agua

La encapsulacién de compuestos bioactivos en emulsiones permite aumentar la solubilidad,
estabilidad quimica, absorcion y eficacia terapéutica. Debido a lo anterior, es de suma importancia
la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los encapsulados formulados.
Debido a que el empleo de modelos in vivo es costoso, presenta variabilidad genética y limitaciones
éticas, los modelos in vitro son los mas empleados por considerarse rapidos, seguros y sin
restricciones éticas (Rodriguez-Yunta, 2007). Existen diversos modelos de digestion in vitro como
el propuesto por Minekus et al. (2014), en el cual se establecen las condiciones quimico-
enzimaticas de los fluidos gastrointestinales, mediante un consenso internacional que busco
aproximarse a las condiciones normales del humano. Para la evaluacion de actividad bioldgica, el
uso de cultivos celulares permite medir respuestas muy aproximadas a lo que ocurre en los

diferentes érganos y tejidos.

Salvia-Trujillo (2013) observaron mayor bioaccesibilidad de p-caroteno incorporado en
emulsiones pequefias (0.210 um), respecto a emulsiones de mayor tamafio (23 um), bajo
condiciones gastrointestinales simuladas. Lo anterior fue correlacionado positivamente (R?=0.99)
con la liberacion de acidos grasos libres durante la etapa intestinal, ya que en ésta se lleva a cabo
la formacion de micelas mixtas las cuales posteriormente son absorbidas por los enterocitos

mediante difusion pasiva.

Sabouri et al. (2018) encapsularon galato de epigalocatequina (EGCG, por sus siglas en inglés) en
emulsiones estabilizadas con caseina. La recuperacion de EGCG después de la digestion in vitro
mostré un incremento significativo en el tratamiento emulsificado, comparado con EGCG en
solucion a una concentracion de 6 mg/mL. Asimismo, se observo una reduccion del 40% de la
viabilidad celular (Caco-2) en las emulsiones cargadas con EGCG, respecto al compuesto en

solucion, lo cual indica que las emulsiones protegieron a EGCG de la degradacion digestiva.

Dada la naturaleza lipidica de las emulsiones y la presencia de surfactantes, la absorcion de
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emulsiones se lleva a cabo por difusion pasiva al entrar en contacto con las membranas celulares
(Figura 5). Asimismo, se ha reportado que el uso de surfactantes no ionicos durante la formulacién
de emulsiones del tipo aceite-en-agua, como el Labrasol, mejoré la absorcion de doxorrubicina via
paracelular, lo cual se evidencio por la reduccion a 70.7 y 62.6% de la resistencia eléctrica
transepitelial de células de cancer de colon (Caco-2) al aplicar los tratamientos Span80/Tween80

y Capmul MCM/Labrasol, respectivamente (Kim et al., 2014).
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Figura 5. Posibles mecanismos de absorcidn intestinal de emulsiones del tipo aceite-en-agua
cargadas con B-caroteno. Las emulsiones del tipo aceite-en-agua contienen surfactantes en la
interfase que facilita la dispersién de las gotas de aceite en el medio acuoso. Los surfactantes no
i6nicos, asimismo, facilitan la absorcion de las emulsiones por difusién pasiva al interactuar con
los componentes lipidicos de las membranas celulares, permitiendo la internalizacion del
compuesto bioactivo como los carotenoides. En el caso de los carotenoides, ademas de difusién
pasiva, se han realizado reportes sobre la participacion de algunas proteinas de membrana como
SR-B1 (receptor eliminador de clase B tipo 1, NPC1L1 (proteina Niemann-Pick C1-Like) y CD36
(translocasa de acidos grasos), las cuales estan relacionadas con el transporte de lipidos.

Con base en la informacion antes descrita, se destaca el potencial uso de subproductos para la
obtencion de compuestos bioactivos que sean aplicados en la industria. A pesar de los multiples

beneficios que ofrece el consumo de estas moléculas, es evidente su labilidad a diferentes
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condiciones de procesamiento, almacenamiento, digestion y absorcién, por lo cual el desarrollo de
matrices tipo emulsion resulta una alternativa para mejorar la solubilidad, estabilidad y absorcion
intestinal de compuestos bioactivos como los carotenoides. A su vez, la incorporacion de
compuestos fendlicos de cascara de mango cv. Ataulfo puede aportar un ambiente antioxidante en
la fase acuosa e interfase, evitando la degradacion de los lipidos, de manera que se reduzca el uso

de antioxidantes sintéticos en las formulaciones alimentarias.
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3. HIPOTESIS

La adicion de compuestos fendlicos de cascara de mango cv. Ataulfo en emulsiones del tipo
aceite-en-agua cargadas con B-caroteno, aumenta la estabilidad y capacidad antioxidante celular

debido a un incremento en el consumo celular.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la estabilidad y capacidad antioxidante celular de emulsiones del tipo aceite-en-agua
cargadas con B-caroteno, adicionadas con compuestos fenélicos de cascara de mango cv. Ataulfo.

4.2. Objetivos Especificos

1. Obtener emulsiones cargadas con B-caroteno, adicionadas con compuestos fendlicos de
cascara de mango cv. Ataulfo, y caracterizar sus propiedades fisicas (tamarfio, indice de
polidispersion, potencial zeta) y quimicas (carotenoides, compuestos fenolicos, capacidad
antioxidante).

2. Evaluar la estabilidad de las emulsiones y de los compuestos bioactivos incorporados en las
emulsiones, bajo condiciones de almacenamiento controlado.

3. Evaluar la bioaccesibilidad y estabilidad de las emulsiones en un modelo de digestion
simulada.

4. Evaluar la capacidad antioxidante y consumo celular de los compuestos bioactivos de cascara

de mango cv. Ataulfo encapsulados en emulsiones.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales y Reactivos

La linea celular epitelial de retina humana (ARPE-19, CRL-2302™) fue adquirida de la Coleccidn
Americana de Cultivo Celular (ATCC, Rockville, MD, US). Las células fueron cultivadas en
frascos de expansion de 25 cm? utilizando medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle minimal
essential medium) suplementado con 5% de suero bovino fetal y penicilina (100 U/L) /L-
arginina+L-asparagina+piruvato de sodio bajo condiciones de cultivo estandar (5% CO», 95%
humedad relativa, 37°C). Los reactivos empleados para las determinaciones colorimétricas fueron
grado reactivo de la marca Sigma-Aldrich, y grado HPLC de la marca J.T. Baker para la

determinacion de los perfiles cromatograficos.

5.2. Material Vegetal

Se obtuvieron frutos de mango cv. Ataulfo en estado de madurez comercial en la Central de Abastos
Francisco |. Madero en Hermosillo, Sonora. Los frutos seleccionados (sin dafios fisicos y
microbiologicos visibles) fueron transportados en cajas de madera de 20 kg a las instalaciones del
Laboratorio de Antioxidantes y Alimentos Funcionales del Centro de Investigacion en
Alimentacién y Desarrollo, A.C. Los frutos fueron desinfectados con hipoclorito de sodio (200
ppm) y se retird el exceso de humedad. Se removid la cascara de los frutos con un pelador de frutas
de acero inoxidable, para ser congeladas a -80°C y posteriormente liofilizadas (FreeZone 6,
Labconco, Kansas City, MO, US) a una presion de 0.03 mBar y temperatura del colector de -50°C,
por 72 h. Una vez secas, las cascaras fueron molidas en un procesador de alimentos hasta obtener

una harina fina. La harina se almacend a -20°C protegida de la luz hasta su uso.
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5.3. Caracterizacion Quimica de la Céscara de Mango cv. Ataulfo

5.3.1. Extraccion e Identificacion de Compuestos Fenolicos

La extraccion de compuestos fendlicos de la cascara de mango cv. Ataulfo se realiz6 siguiendo la
metodologia reportada por Kim y Lee (2002). 1 g de cascara de mango liofilizada se homogeneiz6
con 10 mL de etanol al 80%, seguido por sonicacion durante 30 min. La muestra fue centrifugada
(9,391 g, 4°C, 15 min) y se colecto el sobrenadante. El proceso de extraccion se repitio 3 veces
para extraer la mayor cantidad de compuestos fendlicos. Los sobrenadantes se mezclaron y fueron
caracterizados respecto al contenido de compuestos fenolicos y capacidad antioxidante.
Posteriormente, los extractos fueron concentrados en un evaporador rotatorio con vacio (Yamato
Scientific, Santa Clara, CA, US) y liofilizados (FreeZone 6, Labconco, Kansas City, MO, US) a
una presion de 0.03 mBar y temperatura del colector de -50°C, por 72 h, para remover el agua
residual y evitar la oxidacion de los compuestos fendlicos. Los extractos fueron almacenados a -

20°C protegidos de la luz hasta su uso.

El contenido de compuestos fendlicos totales se determind usando el reactivo de Folin-Ciocalteu,
siguiendo el protocolo de Singleton et al. (1999), con adaptaciones menores. 30 UL de extracto de
cascara de mango se mezclaron con 150 pL de Folin-Ciocalteu 2N al 10%, y 120 pL de carbonato
de sodio al 7.5%. La mezcla se dejo incubar por 30 min, antes de leer absorbancia a 765 nm en un
lector de microplacas. Los resultados fueron expresados como mg equivalentes de acido galico

(EAG)/ g p.s. (peso seco).

El perfil de los compuestos fenolicos se realizd mediante cromatografia de liquidos con detector
UV-DAD (Serie 1200, Agilent Technlogies, Santa Clara, CA, US), siguiendo el método reportado
por Acosta-Estrada (2015) con modificaciones menores. Las fases empleadas fueron (A) agua pH
2 acidificada con &cido formico y (B) acetonitrilo 100%. El gradiente comenzé con 5% de B y
aumento a 30% en los primeros 15 min, alcanzando 60% a los 20 min y 80% a los 25 min, para

terminar en 100% a los 30 min. Se utilizé una columna Zorbax (3.0 x 100 mm, 3.5 pum) a 25°C,
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flujo de 0.6 mL/min y volumen de inyeccion de 5 pL. Los resultados fueron expresados como pg
del compuesto fendlico por g de cascara de mango p.s., empleando curvas de calibracion de
estandar.

5.3.2. Extraccion e Identificacion de Carotenoides

La extraccion de carotenoides de la cascara de mango se realizd de acuerdo a la metodologia
reportada por Garcia-Cayuela et al. (2018) con adaptaciones menores. 1 g de cascara de mango se
mezcldé con 0.5 g de carbonato de magnesio méas 20 mL de tetrahidrofurano con BHT al 0.1%,
seguido de homogeneizacion con Ultra-Turrax a 7, 000 rpm por 1 min. La muestra fue filtrada a
vacio para recuperar el solvente con los pigmentos. Seguido, el proceso de extraccion se repitio un
total de 3 veces y los extractos combinados se secaron en un evaporador rotatorio. Los extractos
secos se resuspendieron en 15 mL de éter etilico y se realizaron dos lavados con 25 mL de NaCl al
30% en un embudo de separacion. La fase organica se recuperd y se secd con sulfato sodico
anhidro. Los extractos obtenidos fueron saponificados con KOH al 30% en metanol, bajo agitacion
constante por 90 min protegido de la luz y en atmosfera de N Terminado el periodo de
saponificacion, se paso la muestra a un embudo de separacion, se agregaron 15 mL de éter etilico
y se realizaron lavados con NaCl al 30% hasta que el pH fue neutro. Finalmente, se recupero la
fase organica con los pigmentos y se llevo a sequedad con sulfato sédico anhidro, seguido de
filtracion y evaporacion rotatoria. Los extractos obtenidos fueron resuspendidos en 2 mL de
metanol/metil-terbutil éter/H.O (81/15/4, viviv), para la identificacion de los carotenoides por
HPLC-DAD.

La identificacion de carotenoides en cascara de mango cv. Ataulfo se realizo mediante HPLC-DAD
con el método reportado por Garcia-Cayuela et al. (2018) . Se utiliz6 una columna C30 (YMC C30,
250x4.6 mm, 5um) a 32°C. Se empled un gradiente de elucion lineal con 100% de A
(metanol/MTBE/H,0; 81/15/4, v/viv) al minuto cero y terminando con 100% B (MTBE/metanol;
90/10, v/v) en 60 min de corrida. Se utiliz6 un flujo de 1 mL/min, el volumen de inyecciéon fue de

20 pL. Para la identificacion y cuantificacion se utilizaron los estandares de [B-caroteno, [3-
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criptoxantina. La concentracion de los carotenos se realiz6 como ug equivalentes de B-caroteno y

las xantofilas como equivalentes de [3-criptoxantina por g p.s.

5.3.3. Capacidad Antioxidante de la Cascara de Mango cv. Ataulfo

La capacidad antioxidante de la cascara de mango se determiné mediante los métodos
colorimétricos de FRAP y TEAC. El poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) se llevé a cabo
de acuerdo a la metodologia reportada por Benzie y Strain (1996) , con modificaciones de
Mazzucotelli et al. (2018). 20 uL de extracto etanodlico apropiadamente diluido, se mezclé con 280
uL de solucion de FRAP, dejando incubar por 30 min, para después leer su absorbancia a 595 nm.
La capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) fue determinada con la metodologia de
Re et al. (1999) , con adaptaciones de Quirds-Sauceda et al. (2014). Cinco pL de extracto fueron
mezclados con 245 uL del radical ABTS, dejando incubar 6 min antes de leer absorbancia a 754

nm. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de Trolox (ET)/g p.s.

5.4. Encapsulacién de Compuestos Bioactivos de Cascara de Mango cv. Ataulfo en Emulsiones

La encapsulacion de B-caroteno en emulsiones se realizd empleando el método de ultrasonicacion.
Se utilizo aceite de girasol como fase oleosa para la encapsulacion de B-caroteno (0.15 g/L). Para
la obtencion de la emulsion primaria se homogeneizo (Ultra-Turrax T25, IKA, Staufen, DE) 5%
de fase oleosa, surfactante (2% Tween 80) y fase acuosa (93% de agua ultrapura) a 9,500 rpm por
5 min. Las emulsiones adicionadas con fenoles, incluyeron la incorporacion de 0.005% (p/v) de
extracto de cascara de mango disuelto en la fase acuosa. Para obtener emulsiones de menor tamario,
la emulsién primaria se sometio6 a ultrasonicacion (Ultrasonic Homogenizer JY92-11DN, Drawell
Scientific, Shangai, CN) utilizando una sonda de ®6, 100% de amplitud, potencia nominal de 650
W, frecuencia de 25 kHz, ciclos de 10 s de trabajo y 5 s de descanso durante 10 min, controlando

la temperatura de la muestra por debajo de 40°C con un bafio de hielo. Las emulsiones obtenidas
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fueron almacenadas en atmosfera inerte, protegida de la luz, a 4°C hasta su uso.

5.4.1. Determinacion de Carotenoides Totales en las Emulsiones

La extraccion de carotenoides de las emulsiones se realiz6 con la metodologia reportada por Salvia-
Trujillo et al. (2013). 2 mL de emulsién se mezclaron con 1 g de NaCl y 25 mL de
etanol/acetona/hexano (25/25/50, v/v/v) con BHT al 0.1%, seguido de agitacion por 20 min.
Después, 7.5 mL de agua ultrapura se agregaron y se agité por 10 min mas. Seguido, la fase
organica (hexano) se recolecto y se midid absorbancia a 450 nm. La concentracion de carotenoides

totales se calcul6 empleando la ecuacion 1.

Ec.1 Carotenoides totales (ung - g~1) = Asso V100
[ lig g El%.pM

donde:

Ass0= absorbancia de la muestra medida a 450 nm

V= volumen total final de la muestra (mL)

10%= factor de conversion de unidades (ug/g)

E'= coeficiente de extincién molar de B-caroteno en hexano= 2560

PM= peso de la muestra (g)

5.4.2. Capacidad Antioxidante de las Emulsiones

La capacidad antioxidante de las emulsiones se determind mediante los métodos colorimétricos de
FRAP y TEAC, descritos previamente. Los resultados fueron expresados como mg ET/mL de

emulsion.
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5.4.3. Caracterizacién Fisica de las Emulsiones

Para la determinacion del tamafio, indice de polidispersion y potencial zeta se realiz6 una dilucion
1:100 de las nanoemulsiones con agua ultra-pura, mediante dispersion dinamica de luz con el
equipo Zeta Sizer N90 (Malvern Instruments, Malvern, GB). La evaluacion se realiz6 a 25°C, para
la medicion de tamafio e indice de polidispersidad (pdl) se utilizo el indice de refraccion de aceite
de girasol (1.43).

5.5. Evaluacion de la Estabilidad de las Emulsiones Bajo Condiciones de Almacenamiento

Controlado

Las emulsiones producidas (control, emulsion cargada con p-caroteno (EC), emulsion cargada con
B-caroteno + adicionada con extracto de cascara de mango (ECFM) se colocaron en microtubos,
los cuales fueron expuestos a temperaturas controladas de 4, 25y 40 °C durante ocho semanas. Se
realizaron mediciones de tamario, indice de polidispersidad, potencial zeta, carotenoides totales y
capacidad antioxidante (FRAP y TEAC), para observar el efecto de la temperatura sobre la

estabilidad del sistema y los compuestos bioactivos.

5.6. Bioaccesibilidad de Compuestos Bioactivos Encapsulados en Emulsiones Bajo Condiciones

de Digestion Simulada

La liberacion de los compuestos bioactivos encapsulados en emulsiones se evalu6 en condiciones
gastricas e intestinales simuladas, siguiendo la metodologia de Minekus et al. (2014). Una alicuota
de emulsion (10 mL) se mezclé con 7.5 mL de fluido gastrico, 0.2 mL de HCL 1 M, 0.695 mL de
agua destilada, 5 pL de CaClz, més 1.6 mL de pepsina (25,000 U/mL), seguido de 1 h de incubacion

a 37°C con agitacion a 100 rpm. Una vez terminada la digestion gastrica, 20 mL de la muestra
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digerida se homogeneiz6 con 11 mL de fluido intestinal, 2.5 mL de bilis (160 mM), 0.15 mL de
NaOH 1 M, 1.3 mL de agua destilada, 40 puL de CaCl,, mas 5 mL de solucidn pancreatina (100
U/mL basado en actividad de tripsina y 200 U/mL de lipasa). Las muestras fueron incubadas por 2
h a 37°C con agitacion constante a 100 rpm. Se tomaron alicuotas al inicio y final de cada etapa
digestiva para realizar las determinaciones correspondientes. Para determinar la bioaccesibilidad
de los carotenoides se tomaron alicuotas durante la etapa intestinal a los 15, 30, 60, 90 y 120 min.
Para detener la actividad enzimatica, las muestras fueron sometidas a choque térmico a 85°C por 5
min, seguido de enfriamiento en bafio de hielo para proteger a los compuestos bioactivos de
degradacion térmica.

5.7. Viabilidad Celular de las Emulsiones

La viabilidad celular se determiné por el ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol] utilizando la linea celular epitelial de retina humana (ARPE-19, ATCC® CRL-
2302™, Rockville, MD, US), siguiendo el protocolo reportado por Rascon-Valenzuela et al. (2015).
Para el ensayo, se coloc una suspension de células (1x10* células/pocillo) en una placa estéril de
96 pocillos y se incubo por 24 h (5% CO2, 95% humedad relativa, 37 °C) para su adherencia.
Posteriormente, las células fueron tratadas con 50 uL de estimulo (emulsiones diluidas 1:15, 1:30,
1:60, 1:120) durante 48 h. Una vez cumplido el periodo de incubacion, las células fueron lavadas
con 100 pL de PBS 1x y seguido se afiadieron 100 pL de medio de cultivo DMEM al 5% de
enriquecimiento con suero fetal bovino (SFB), mas 10 pL de MTT (5 mg/mL), dejando incubar
(5% CO2, 95% humedad relativa, 37 °C) por 4 h. Después de la incubacion, los cristales de
formazan producidos por la célula fueron disueltos con 100 pL de isopropanol acidificado.
Finalmente, se leyd absorbancia a 570 y 630 nm en un lector de microplacas (iMark™, Bio-Rad,

Hercules, CA, US). Los resultados fueron expresados como porcentaje de viabilidad celular.

Muestra(Abs —Abs
(Abss7o 630) %100

Ec. 2 %Viabilidad celular =
Control (Abss79—AbSg30)
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5.8. Capacidad Antioxidante Celular de las Emulsiones

La capacidad antioxidante celular se estim6 mediante la desesterificacion y oxidacion intracelular
de DCFH,-DA (2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato) a DCF (diclorofluoresceina), utilizando
la linea celular epitelial de retina humana (ARPE-19), siguiendo el protocolo de Lépez-Barrios et
al. (2016) con modificaciones menores. Para el ensayo se coloco una suspension de células (5x10*
células/pocillo) en una placa estéril de 96 pocillos, dejando incubar por 24 h (5% CO2, 95%
humedad relativa, 37 °C). Las células fueron lavadas con 100 uL de PBS y seguido se agregaron
200 pL de emulsion con DCFH-DA (60 uM), incubando por 1 h. Después, las células se lavaron
dos veces con PBS y 100 pL de dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano) (AAPH, 500
pM) fueron adicionados, seguido se midid la fluorescencia a 37°C cada 5 min durante 1 h a 485
nm de excitacion y 520 nm de emision en un lector de microplacas (FLUOstar™ Omega, BMG

Labtech, Rockford, IL, US).

5.9. Consumo Celular de las Emulsiones

Para determinar la internalizacion celular de las emulsiones se realiz6 el ensayo de consumo
celular. Para ello, las emulsiones (1 mL) fueron previamente tefiidas con 50 uL de Rojo de Nilo (1
mg/mL en etanol). Se mont6 una suspension celular (2x10° células/placa) en placas de 35 mm con
fondo de vidrio, dejando incubar por 24 h. Seguido las células se lavaron con PBS y se agrego la
emulsion tefiida dejando incubar por 1 h. Después, las células se lavaron dos veces con PBS para
observar la fluorescencia en las células mediante microscopia confocal laser de barrido (CLSM)
(LSM800, Carl Zeiss, Oberkochen, DE, EU) en condiciones de 620 nm y 10x de magnificacion.

5.10. Anélisis Estadistico

Para el analisis de los datos se utilizd un disefio experimental completamente al azar expresando
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los resultados en media + error estandar (n=3). La caracterizacion de la cascara de mango y
caracteristicas fisicoquimicas de las emulsiones se analizaron con estadistica descriptiva. La
estabilidad de las emulsiones en almacenamiento controlado correspondio a un disefio factorial
2x3, siendo los factores el tiempo de almacenamiento (inicial, final) y la temperatura (4, 25y 40°
C). La biodisponibilidad constd de un disefio unifactorial, siendo el factor la etapa de digestion
(gastrica e intestinal). Para la viabilidad celular se empled un disefio unifactorial, siendo la
concentracion de surfactante (0.125, 0.25, 0.5 y 1 mM) el factor evaluado. EI consumo celular se
analiz6 con estadistica descriptiva. El analisis estadistico se realizé con el software Minitab v.16
(Minitab Inc., Coventry, GB). Para todos los ensayos se realizd un anélisis de varianza y prueba de
comparacion multiple de Tukey-Kramer (p<0.05).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de la Cascara de Mango cv. Ataulfo

Para determinar el potencial nutracéutico de la cascara de mango cv. Ataulfo se realizaron extractos
etanol/agua (80/20, v/v) para medir la concentracion de compuestos fendlicos (CFs), carotenoides
y capacidad antioxidante. La concentracion de CFs fue de 116.38 + 4.40 mg EAG/ g p.s., similar a
lo reportado por Ajila et al. (2007) para las variedades Badami y Raspuri en diferentes estados de
madurez (55-110 mg EAG/g). En comparacion con cultivares de mango mexicano, se han
reportado concentraciones de CFs extraibles de 68 y 40 mg EAG/g p.s. para cascara de mango
cultivar Ataulfo y Tommy Atkins, respectivamente (Garcia-Magafa et al., 2013). La cascara del
mango contribuye con 15-20% del peso del fruto (Ravani y Joshi, 2013), generando anualmente
millones de toneladas de residuos a nivel mundial, solo para México, en 2018 se generaron cerca
de 400 mil toneladas (SIAP, 2019). Debido a lo anterior, se han realizado diversos estudios para la
caracterizacion quimica de la cascara, con el fin de explotar este residuo agroindustrial para la
obtencion de compuestos con actividad biologica como son compuestos fendlicos (Pacheco-Ordaz
et al., 2018), carotenoides (de Ancos et al., 2018), fibra (Blancas-Benitez et al., 2015), entre otros,

que posteriormente sean incorporados en matrices alimentarias.

Se realizé un analisis cualitativo de los CFs presentes en la cascara de mango cv. Ataulfo mediante
cromatografia de liquidos (HPLC-DAD). En la Figura 6, se muestra el cromatograma del extracto
etanolico de la cascara de mango, donde se observa la mangiferina como uno de los compuestos
de mayor abundancia, con una concentracion de 25.95 mg/g p.s. Resultados similares fueron
reportados por Ordofiez-Torres et al. (2020) y Pacheco-Ordaz et al. (2018) en extractos etandlicos
de cascara de mango cv. Ataulfo, mostrando una concentracion de 35.93 y 36.02 mg/g,
respectivamente. Asimismo, se evidencid la presencia de galotaninos, los cuales son ésteres de
acido galico y un poliol (principalmente glucosa), que al ser sometidos a condiciones
gastrointestinales liberan moléculas de acido galico, los cuales han mostrado potencial prebidtico

en dos cepas de lactobacilos (Lactobacillus rhamnosus GG y Lactobacillus acidophilus) (R
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Pacheco-Ordaz et al., 2018). En el mango cv. Ataulfo, los galotaninos que han sido identificados
corresponden a compuestos de 5 (pentagaloil-glucosido) hasta 12 unidades (dodecagaloil-
glucosido) de &cido galico (Ordofiez-Torres et al., 2020; Sayago-Ayerdi et al., 2013). Otros
compuestos fendlicos como quercetina, catequina, maclurina e isomeros de mangiferina, han sido
identificados en la cascara de mango cv. Ataulfo, mediante cromatografia de liquidos-masas (de
Ancos et al., 2018; Pacheco-Ordaz et al., 2018). Las diferencias en concentracion y diversidad de
especies quimicas pueden asociarse a variaciones genéticas de los cultivares, condiciones
agroclimaticas, estado de madurez, técnica de extraccion y solventes empleados, asi como el
procesamiento de la matriz alimentaria como el secado (Ajila et al., 2007; de Ancos et al., 2018;
Garcia-Magana et al., 2013; Ordofiez-Torres et al., 2020).
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Figura 6. Identificacion de compuestos fendlicos en cascara de mango cv. Ataulfo mediante
cromatografia de liquidos (HPLC-DAD). 1, mangiferina; 2, galotaninos.

Los compuestos fendlicos han mostrado potenciales bioldgicos como antioxidantes (Quirds-
Sauceda et al., 2017), antinflamatorios (Ambriz-Pérez et al., 2016), antiproliferativos (Velderrain-

Rodriguez et al., 2018), neuroprotectores (Cazares-Camacho et al., 2021), entre otros.
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Particularmente, son considerados compuestos con alta capacidad antioxidante, debido a los grupos
hidroxilo presentes en su estructura, los cuales pueden estabilizar especies reactivas de oxigeno y

nitrégeno.

La capacidad antioxidante de los extractos de la cascara de mango cv. Ataulfo fue de 210.33 y
215.93 mg ET/g p.s., determinada por los ensayos de FRAP y TEAC, respectivamente. Dorta et al.
(2012) evaluaron la capacidad antioxidante en céscara de mango cv. Keitt, obteniendo valores de
480y 370 mg ET/g p.s., medida por los ensayos de DPPH y TEAC, respectivamente. Asimismo,
Nguyen et al. (2019) obtuvieron valores de 60.1 y 79.8 mg TE/g p.s. en céscara de mango,
empleando los metodos de TEAC y FRAP, respectivamente. La capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos esta asociada al nUmero y posicion de los grupos hidroxilo presentes en su
estructura, los cuales pueden estabilizar radicales libres mediante los mecanismos de transferencia
de atomos de hidrdgeno o electrones (Velderrain-Rodriguez et al., 2018; Zhang y Tsao, 2016). En
el primer caso, la entalpia de disociacion del enlace O-H es un pardmetro importante en la
evaluacion de la capacidad antioxidante, puesto que cuanto menor es su valor numérico, menor
energia se requiere para la disociacion del enlace O—H y posterior reaccion con el radical libre. En
el mecanismo de transferencia de electrones, el potencial de ionizacion es el parametro mas
significativo, ya que cuanto menor sea éste, menor sera la energia requerida para la donacién o

abstraccion de electrones a los radicales libres (Leopoldini et al., 2011).

Diversos estudios han evidenciado el potencial antioxidante que tienen subproductos como la
cascara de granada (Tozetto et al., 2017), pasta de nuez (Grosso et al., 2018) y residuos de café
molido (Hwang et al., 2019), para la obtencion y adiciéon de extractos antioxidantes en aceites
vegetales (canola, nuez, soya) para evitar la oxidacion. Por ejemplo, la adicion de 0.25% de extracto
de residuos de café molido en aceite de soya, presentd capacidad antioxidante similar a 0.02% BHT
(Hwang et al., 2019). Bamdad et al. (2006) observaron que extractos de semilla de alcaravan y
clavo (100 ppm), presentaron mayor capacidad antioxidante con 40.5 y 30.5% de inhibicién del
radical DPPH, respectivamente, en comparacion con BHT (11.1%) a la misma concentracion. Por
otro lado, la adicion de 1% de extracto de cascara de granada en albéndigas de carne redujo 10%
la oxidacion lipidica, con base en el indice de perdxidos y TBARS, en comparacion con el uso de

0.01% de BHT, al final de seis meses de almacenamiento (Turgut et al., 2017). Por otro lado,
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residuos del procesamiento del mango, como la cascara, han sido utilizados como ingrediente para
la elaboracion de totopos de maiz. Al incorporar 15% de cascara de mango cv. Ataulfo, se
obtuvieron totopos con buena aceptacion sensorial, ademéas de presentar un aumento significativo
en la concentracion de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante, en comparacién con el
tratamiento control (Zepeda-Ruiz et al., 2020). Debido a lo anterior, la cascara de mango cv.
Ataulfo es un subproducto con alto potencial antioxidante, el cual puede ser explotado para la
obtencién de antioxidantes naturales e incorporarse en matrices alimentarias, para prevenir la
oxidacion de ingredientes como los lipidos y darle valor agregado a los productos alimenticios que
los contengan, sin dejar de mencionar la reduccién de contaminacién que este residuo genera al no

ser aprovechado.

Por otro lado, se tiene que la cascara de mango cv. Ataulfo también es una fuente importante de
compuestos liposolubles con actividad bioldgica como los carotenoides. La concentracion de
carotenoides totales en la cascara de mango cv. Ataulfo fue de 129.50 + 0.03 pg/g p.s. Resultados
similares fueron reportados por Lizarraga-Velazquez et al. (2018) para cascara de mango cv.
Ataulfo, cuya concentracion fue de 132.14 ug/g p.s. Muralidhara et al. (2019) determinaron la
concentracion de carotenoides totales en la cascara de 12 cultivares de mango, siendo las
variedades Amrapali, Neelum y Vanraj, las de mayor concentracion (49.0-57.8 ug/g p.s.). Ajila et
al. (2007) observaron diferencia significativa en la concentracion de carotenoides en cascara de
mango cv. Badami y Raspuri de acuerdo con su estado de madurez, siendo el estado maduro el que
presento el contenido maés alto de 194 y 436 ug/g p.s., respectivamente, en comparacion con el
estado verde (sin madurar). Sanchez-Camargo et al. (2019) lograron obtener hasta 2,000 ug/g p.s.,
de carotenoides totales de cascara de mango cv. Sugar, al optimizar la extraccion con CO;
supercritico. Por otro lado, el perfil de carotenoides obtenido en la cascara de mango cv. Ataulfo
(Figura 7) muestra al B-caroteno como el compuesto de mayor abundancia con 59.36 + 1.67 pg/g
p.s. (Cuadro 1), lo cual concuerda con otros estudios realizados en diferentes cultivares de mango
tales como Sugar, Tommy Atkins, Bombay No.1, Hamlet, Arka Anmol (de Ancos et al., 2018;
Ranganath et al., 2018; Sanchez-Camargo et al., 2019).
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Figura 7. Identificacion de carotenoides en cascara de mango cv. Ataulfo mediante cromatografia
de liquidos (HPLC-DAD). 1, violaxantina; 2, luteina; 3, apo-p-carotenal; 4, B-criptoxantina; 5, -

caroteno.

Cuadro 1. Carotenoides presentes en cascara de mango cv. Ataulfo
mediante cromatografia de liquidos (HPLC-DAD).

Tiempo de .
- Concentracion

Compuesto retencion (Lg/g p.s.)

(min) Ha/g p.S.
Violaxantina 6.16 NC
Luteina 10.85 1.85+0.03
Apo-B-carotenal™ 13.96 5.01 £0.03
[B-criptoxantina 18.62 2.20 £ 0.06
[-caroteno 25.90 59.36 + 1.67

Media £ desviacion estandar (n=3). NC= no cuantificable;

*Estandar interno.

Se ha reportado que la incorporacion de cascara de mango en matrices alimentarias como galletas
(Bandyopadhyay et al., 2014), bisquets (Ajila et al., 2008), bebidas (Morales et al., 2019) y barras

energéticas (Blancas-Benitez et al., 2015) aumenta la capacidad antioxidante. Sin embargo, el

escalamiento industrial se ha visto limitado por la labilidad que presentan estos compuestos
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bioactivos a factores como la temperatura, pH, oxigeno, luz, entre otros. En este sentido, las
emulsiones O/W mejoran la solubilidad y bioaccesibilidad de compuestos lipofilicos como los
carotenoides (Salvia-Trujillo et al., 2019). Ademas, se ha reportado que la adicion de antioxidantes
naturales en emulsiones mitiga la oxidacion lipidica (Carvalho et al., 2019) por un aumento en la
capacidad antioxidante. Con base en los resultados, la cascara de mango cv. Ataulfo es fuente
potencial para la extraccion de antioxidantes, los cuales, al ser incorporados en emulsiones, pueden

mejorar la estabilidad durante almacenamiento y actividad biolégica.

6.2. Caracterizacion de las Emulsiones del Tipo Aceite-en-Agua

Se obtuvieron emulsiones O/W mediante ultrasonicacion con un tamafio promedio de 240 a 260
nm e indice de polidispersion <0.3 (Tabla 2), lo cual indica una distribucion monomodal del tamafio
de particula. La adicion de compuestos fenolicos de cascara de mango en las emulsiones cargadas
con B-caroteno redujo =5% el tamafio de particula, esto podria asociarse a que los compuestos
fenolicos son moléculas anfipaticas que pueden interactuar con el surfactante en la pelicula
interfacial mediante puentes de hidrogeno (grupos hidroxilo) e interacciones hidrofébicas (anillo
aromatico) (Cheng et al., 2019), incrementando la tension interfacial. Resultados similares fueron
reportados en emulsiones cargadas con curcumina (226 nm, 0.26 pdl) mediante ultrasonicacion
bajo las condiciones de operacion de 130 W, 45% de amplitud, 5 min (Paez-Hernandez et al.,
2019). Nejatian et al. (2018) obtuvieron emulsiones de aceite de girasol con tamafio 193 nm
mediante ultrasonicacién (600 W, 100% de amplitud, 6 min), las cuales presentaron

comportamiento bimodal en las graficas de distribucién de tamafio.

Las condiciones de operacion, la proporcion de surfactante:aceite empleado, el tipo de aceite y
surfactante, son algunos de los factores que afectan directamente el rango y dispersion de tamafio
de las emulsiones (McClements, 2012). Por ejemplo, Salvia-Trujillo et al. (2019) evaluaron
diferentes proporciones de surfactante:aceite (0.1 y 2) con las cuales lograron obtener emulsiones
de aceite de oliva cargadas con B-caroteno, con tamafo de 787 y 279 nm, respectivamente. Kirkhus

et al. (2019) formularon emulsiones con 5y 10% de aceite mediante homogeneizacion a altas
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presiones, observando el menor tamafio de particula (700 nm) en la condicion de 5% de aceite y
1500 bar. Yuan et al. (2018) formularon emulsiones con aceites de cadena media y larga,
obteniendo tamarios de particula desde 170 a 220 nm, con indice de polidispersion <0.30, lo cual
se asocid con la estabilidad observada durante una semana a 4°C y una mayor digestibilidad in

vitro a menor tamarfio de particula.

Cuadro 2. Caracterizacion de las emulsiones cargadas con [B-caroteno y adicionadas con
compuestos fendlicos de cascara de mango cv. Ataulfo.

Capacidad antioxidante

Muestra Tamaiio I'nd_ic_e de E;fncial E:g;?;li:c?gn (mg ET/mL de emulsion)
(nm) polidispersidad V) (%) FRAP TEAC

Control 55139&72 * 02840022 62.2627 -

EC To0% 028002 Jin%F 8533175 ot s

ECFM 3?1'?4 *0.26+0.02° 62'2;,7 t g399+5772 O73%020° g:ggf

Media + error estandar (n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM, emulsion cargada
con carotenoides adicionadas con compuestos fenolicos de cascara de mango cv. Ataulfo. Letras
diferentes entre filas indican diferencia significativa (p<0.05).

El potencial zeta de las emulsiones cargadas con -caroteno (EC) y adicionadas con CFs (ECFM)
fue = -30 mV, significativamente mayor a la emulsion control (-23 mV) (Cuadro 2). En la literatura
se reporta que en el caso de sistemas coloidales, valores absolutos mayores a £30 mV son
considerados estables debido a que presentan alta energia de repulsion entre las particulas, lo cual
previene la separacion de fases, coalescencia o cremado (Mora-Huertas et al., 2010; Salvia-Trujillo
et al., 2019). Salvia-Trujillo et al. (2017) produjeron emulsiones con potencial zeta de -51, -36 y -
29 mV, para emulsiones grandes, medianas y pequefias, respectivamente. Yuan et al. (2018)
emulsificaron carotenoides de espinaca, utilizando caseina de sodio como emulsificante,
obteniendo valores de potencial zeta desde -10 a -28 mV. De acuerdo al tipo de surfactante

empleado, el potencial zeta puede ser neutro, positivo 0 negativo, para aquellos surfactantes no
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iénicos, catidnicos o anidnicos, respectivamente. En las emulsiones formuladas se utilizd Tween
80, como surfactante no iénico, las cuales presentaron valores negativos de potencial zeta, esto
debido a la presencia de &cidos grasos libres u otras impurezas del surfactante, asi como los grupos
hidroxilo del agua que confieren carga negativa a la interfase (McClements, 2011; Salvia-Trujillo
etal., 2017).

La eficiencia de encapsulacion de carotenoides en las emulsiones del tipo aceite-en-agua fue ~90%,
debido a que los carotenoides son moléculas liposolubles con coeficiente de particion de 13.5
(National Center for Biotechnology Information, 2021), lo cual se asocia con una alta afinidad a la
fase oleosa. Ademas, el uso de ultrasonido permite la formacion de gotas de aceite con tamafio
pequefio y homogéneo con buena estabilidad y alta eficiencia de encapsulacion debido a la fuerza
de cavitacion, en comparacion con otras metodologias como la homogeneizacion a alta velocidad

y homogeneizacion mecanica (Canselier et al., 2002).

La adicion del extracto de la cascara de mango en las emulsiones incrementd la capacidad
antioxidante en 36 y 3x, medida por el ensayo de FRAP y TEAC (Cuadro 2), respectivamente.
Como se mencion6 anteriormente, la cascara de mango cv. Ataulfo es fuente potencial de
compuestos fendlicos como galotaninos, quercetina, catequina, mangiferina, entre otros, los cuales
brindan proteccion contra la oxidacion de la fase oleosa durante el procesamiento y
almacenamiento. Jiménez-Escobar et al. (2020) produjeron emulsiones cargadas de carotenoides
de paprika, las cuales presentaron una capacidad antioxidante de 4.22 mg ET/mL determinado por
el ensayo de FRAP. Meng et al. (2019) adicionaron compuestos fenolicos de té verde en la fase
acuosa de emulsiones con carotenoides, observando que la incorporacion de compuestos
antioxidantes prevenia la degradacion de p-caroteno y ademas mantenian las propiedades fisicas
del sistema. Otros compuestos fendlicos como la catequina y quercetina han sido utilizados para
reducir la formacion de hidroxiperoxidos y dienos conjugados en emulsiones de aceite de semilla
de algodén, que debido a su caracter anfipatico pueden interactuar en la interfase de la emulsion,

brindando proteccion antioxidante (Kiokias y Varzakas, 2014).
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6.3. Estabilidad de las Emulsiones bajo Almacenamiento Controlado

Las emulsiones son sistemas coloidales que naturalmente tienden a presentar floculacion, cremado,
separacion de fases, por lo cual es importante evaluar su estabilidad durante almacenamiento. Las
emulsiones fueron almacenadas a diferentes temperaturas (4, 25 y 40°C) por ocho semanas. Los
resultados obtenidos mostraron una reduccion <10% de la concentracion de carotenoides en las
emulsiones cuando estas fueron almacenadas a 4°C, mientras que a 25 y 40°C se observd una
reduccion significativa en el contenido de carotenoides (Figura 8A) para ambos tratamientos. La
adicion de extracto de cascara de mango en las emulsiones (ECFM) mostré6 mayor conservacion
de los carotenoides con un 87 y 72%; mientras que en el tratamiento sin CFs (EC), se observaron
valores de 51y 60%, a 25y 40°C, respectivamente.

Resultados similares fueron reportados en emulsiones con B-caroteno y astaxantina, observando
una mayor reduccién de su contenido a partir de los 20 a 70°C (Liu et al., 2016; Qian et al., 2012).
Altas temperaturas afectan las propiedades fisicas de la fase oleosa y la solubilidad del surfactante,
lo cual se asocia con una reduccion de la fuerza en la pelicula interfacial promoviendo la
coalescencia de las particulas, asi como la liberacion indeseada del compuesto encapsulado (Li y
Lu, 2016). Shao et al. (2017) obtuvieron una reduccion de -caroteno incorporado en emulsiones
de 12.8, 21.9, 26.7 y 38.8% al exponer los tratamientos a 70, 80, 90 y 100°C, por 4 h,
respectivamente. Altas temperaturas, mas la presencia de oxigeno, promueven la formacion de
radicales libres en el medio, lo cual afecta la estabilidad de moléculas labiles como los
carotenoides, los cuales, al presentar insaturaciones en su estructura, pueden ser oxidados, ciclados

0 isomerizados y afectar sus propiedades funcionales.

A su vez, se observé que la adicion de extracto de cascara de mango redujo significativamente la
pérdida de la capacidad antioxidante, en comparacion con las emulsiones sin extracto afiadido
(Figura 8b-c). Resultados similares fueron reportados para extractos fraccionados de hojas de murta
(Ugni molinae), los cuales mostraron un menor periodo de induccién de la oxidacién en emulsiones
de aceite de linaza, lo cual fue atribuido al contenido de compuestos fendlicos como el acido

vanilico, cafeico, feralico y p-cumarico (Rubilar et al., 2012). Asimismo, la adicién de 0.05% de
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un extracto de alga roja marina (Grateloupza filicina) mostré mayor proteccion contra la oxidacion
de aceite de pescado, en comparacion con antioxidantes sintéticos como BHT y BHA (Athukorala
etal., 2003). El uso de antioxidantes naturales provenientes de extractos de romero fueron efectivos
para reducir la oxidacién de lipidos y prolongar la vida de anaquel de emulsiones con carotenoides,
adicionadas en una bebida de limén (Mesnier et al., 2014). Se ha reportado que, de acuerdo con la
estructura de los compuestos fendlicos, éstos pueden posicionarse en la fase acuosa o interaccionar
en la interfase aceite-agua. De esta manera, los compuestos con mayor afinidad a la fase oleosa o
aquellos compuestos anfipaticos brindan proteccién antioxidante al ntcleo de la particula, mientras
que los antioxidantes hidrofilicos se distribuyen en la fase acuosa en donde estan mas expuestos a
las condiciones ambientales y podrian ser mayormente susceptibles a la oxidacion y disminucion

de la capacidad antioxidante (Di Mattia et al., 2009).

53



I Inicial a)
1 4°C
aA aA
100 A g 1 25°C
/3 40°C bA
8 T
£ A
° C
= 75 4
o T
(]
B
8 bB
Q -
o 50 1
o cB
o T
=X
25
U |
aA b)
8 -
s bA~ pa
Ne)
B T T bTA
> 6 A
1S
]
@
o
—
E 4
'—
L
(=]
£ aB
2 1 bB bB
” cB
O 4
aA
c)
8 -
&
B bA A
S 6 o c CA
IS et =
)
[<h)
pel
-
E 4-
'_
[T
(=]
IS
2 -
aB bB bB bB
0 L — : .
EC ECFM

Figura 8. Cambios en el contenido de carotenoides (a) y capacidad antioxidante mediante los
ensayos de TEAC (b) y FRAP (c) de las emulsiones al final de ocho semanas de almacenamiento
controlado. Media %+ error estandar (n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM,
emulsion cargada con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de cascara de mango
cv. Ataulfo. Letras mintisculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre las temperaturas de
almacenamiento por tratamiento. Letras mayusculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos a la misma temperatura.
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La evaluacion de los cambios fisicos en emulsiones es indicadora de la estabilidad del sistema.
Diferentes factores son lo que pueden modificar el tamafio o potencial zeta de las particulas tales
como la temperatura. Debido a ello, se evalu6 la estabilidad del tamafio de particula, indice de
polidispersidad y potencial zeta de las emulsiones bajo condiciones de almacenamiento a
temperatura controlada (4, 25 y 40°C). Como se muestra en el Cuadro 3, el tamafio de particula e
indice de polidispersidad no resultaron afectados significativamente al culminar el periodo de
almacenamiento de ocho semanas. Resultados similares han sido reportados por Wu et al. (2017)
en emulsiones cargadas con curcumina, en donde la exposicion a temperaturas de 30 a 90°C por
30 min, no afectaron el tamafio de particula usando Tween 80 como surfactante. EI mismo
comportamiento fue observado por Ma et al. (2017) en emulsiones cargadas con curcumina al ser
almacenadas a 4, 25 y 55°C durante 60 dias, cuyos resultados muestran estabilidad del tamafio de
particula y el contenido de curcumina al emplear Tween 80 como surfactante, mientras que con
lecitina de soya se presentd mayor variacion tanto en tamafio como en el contenido de curcumina.
Zhao et al. (2018) midieron la estabilidad de emulsiones cargadas con luteina, empleando -
lactoglobulina como emulsificante, durante cuatro semanas de almacenamiento a temperatura
controlada de 4, 25 y 37°C. No se presentaron cambios en el tamafio a 4°C, mientras que un
incremento del 4% se observd a 25y 37°C, lo cual puede atribuirse a que altas temperaturas se
asocian con un incremento en la energia del sistema que promueve la colision y agregacion de las

particulas.
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Cuadro 3. Cambios fisicos de las emulsiones al final del almacenamiento bajo condiciones de

temperatura controlada.

Tratamiento ~ Temperatura (°C) Tamafio (nm) ;)r(])?;g?sggrsi dad E;S?C'al zeta
Control Inicial 253.72 £ 2.19%  0.28 + 0.02%A -23.37 £ 0.60°°A
4 253.87 £ 4.46**  0.25+0.03* -20.01 + 0.98*A
25 250.50 + 3.53**  0.26 + 0.02%A -21.82 + 1.19%A
40 251.39 +3.78% (.26 + 0.0224 -24.40 + 0,914
EC Inicial 256.40 + 1.99%  0.28 +0.02*4 -31.63 + 2.58%®
4 253.82 £ 3.07%  0.29 +0.02*4 -24.94 + 4.94%A
25 252.13 + 1.91%  0.29 + 0.02*4 -28.15 + 2.28%®
40 253.01 + 3.56  0.27 +0.02*4 -25.53 + 2.95%
ECFM Inicial 240.64 +2.41*®  0.26 + 0.02*4 -29.77 + 0.45%®
4 238.64 +3.25%  0.25+0.03*A -23.03 + 1.24%A
25 237.67 £3.58%8  0.26 + 0.02*4 -25.87 +£0.79°8
40 238.50 + 2.47%®  0.27 +0.03*A -27.19 + 1.05°A

Media + error estandar (n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM, emulsion cargada
con carotenoides adicionadas con compuestos fenolicos de céscara de mango cv. Ataulfo. Letras
minusculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre las temperaturas de almacenamiento
por tratamiento. Letras mayusculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos
a la misma temperatura.

Los cambios en potencial zeta de las emulsiones expuestas a 4, 25 y 40°C, al final del
almacenamiento de ocho semanas, se muestran en el Cuadro 3. Las emulsiones cargadas con f3-
caroteno no presentaron cambios significativos, mientras que el tratamiento control y el tratamiento
adicionado con compuestos fendlicos de cascara de mango, mostraron cambios entre las diferentes
temperaturas de almacenamiento, observandose la mayor reduccion a 4°C con un 14 y 22%,
respectivamente. El potencial zeta permite predecir la estabilidad fisica de emulsiones a corto y
largo plazo. Se considera que valores absolutos >+30 mV o < -30 mV son eléctricamente estables,
las fuerzas de repulsion son mayores que las fuerzas de atraccién, evitando asi la colision entre
particulas, mientras que emulsiones con valores < +20 mV o > -20 mV tienden a coagular o
flocular, es decir, forman un sistema inestable (Lu y Gao, 2010). Meng et al. (2019) observaron
menor variacion del potencial zeta en emulsiones cargadas con B-caroteno al adicionar CFs de té
verde, durante 30 dias de almacenamiento a 4, 25 y 35°C. El efecto observado lo atribuyeron al
surfactante Tween 80 que forma la pelicula interfacial alrededor de las gotas de aceite, brindando
proteccidn contra agregacion; mientras que la adicion de CFs de té verde protegi6 el sistema de la

oxidacion, manteniendo la carga general del sistema.
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6.4. Digestion Simulada de Emulsiones del Tipo Aceite en Agua Adicionadas con Extracto de

Céscara de Mango cv. Ataulfo

Las emulsiones fueron sometidas a condiciones gastrointestinales simuladas para evaluar la
estabilidad de las emulsiones y la liberacion de los compuestos bioactivos, siguiendo la
metodologia propuesta por Minekus et al. (2014). Los cambios en tamafo y potencial zeta de las
emulsiones durante las etapas gastrica e intestinal se muestran en la Figura 9. El tamafio de las
emulsiones mostré una reduccion significativa en la etapa gastrica en todos los tratamientos. Se ha
reportado que en condiciones de pH acido se induce la protonacion de los grupos carbonilo
presentes en la region polar del surfactante, lo cual podria ocasionar mayor condensacion de la
interfase aceite-agua (Tata et al., 2018). Asimismo, estos cambios pueden asociarse con el tipo de
surfactante empleado, en el caso de Tween 80, al ser un surfactante no ionico proporciona alta
repulsion estérica entre las gotas de aceite debido al grupo polioxietileno presente en su estructura,
evitando la agregacion y coalescencia de las gotas de aceite (Golding et al., 2011; Tan et al., 2020).
En la etapa intestinal, se observd un incremento significativo en el tamafio de particula, lo cual
podria atribuirse a la accion enzimatica de la lipasa pancreatica, sales biliares y pH alcalino, que al
promover la digestion del surfactante y fase oleosa, generan cambios en la interfase que ocasionan
la agregacion o coalescencia de las gotas de aceite (Salvia-Trujillo et al., 2017). Resultados
similares fueron reportados por Salvia-Trujillo et al. (2019) para emulsiones de aceite de maiz y
oliva, donde se observaron cambios minimos en el tamafio durante la digestion gastrica de las
emulsiones, mientras que bajo condiciones de intestino delgado, el tamafio incremento6 en 16 y 26x,

respectivamente, en comparacion con los valores iniciales, utilizando Tween 80 al 10%.

El potencial zeta de todos los tratamientos se redujo significativamente en la etapa gastrica,
mientras que en condiciones de intestino se observd un incremento significativo. Resultados
similares han sido reportados para emulsiones cargadas con B-caroteno, astaxantina, curcumina,
mostrando menor potencial zeta en condiciones acidas, mientras que en pH alcalino, se tiende a
mayor negatividad de las particulas (Liu et al., 2016; Salvia-Trujillo et al., 2019; Wu et al., 2017).
En la etapa gastrica, el pH &cido podria inducir la protonacién de los grupos carbonilo presentes en

la region polar del surfactante (Taté et al., 2018), alterando la carga negativa de la particula. El
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incremento de la carga negativa de las emulsiones observado en la etapa intestinal podria deberse
al aumento de los &cidos grasos libres asociado a la hidrdlisis de las gotas de aceite por accion de
la lipasa y la emulsificacion por las sales biliares (Salvia-Trujillo et al., 2017).

Yu et al. (2019) observaron que particulas lipidicas anionicas presentaron menor tasa de
degradacion al ser sometidas a lip6lisis in vitro, en comparacion con particulas neutras y catiénicas.
Lo cual se corroboré en el ensayo murino, al presentarse cerca del 30% de las particulas adn sin
digerir después de 12 h de haber administrado el tratamiento en ratones. Asimismo, las particulas
anionicas presentaron mayor transporte linfatico (3.24%), en comparacion con las cationicas
(0.46%). Ademas de resistir las condiciones del tracto gastrointestinal, los sistemas de entrega
como las emulsiones, deben ser capaces de penetrar la capa mucosa antes de llegar al epitelio del
intestino, ser absorbidos y transportados a circulacion sistémica. En este sentido, las particulas
anionicas tienen pueden desplazarse facilmente por la capa mucosa debido a que estd presenta
carga negativa debido a los acidos sialico y sulfonico que forman parte de la estructura de esta
barrera; mientras que las particulas cationicas tienden a ser retenidas por efecto de interacciones

idnicas (Dunnhaupt et al., 2015).
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Figura 9. Cambios fisicos de las emulsiones durante la digestion simulada. Media + error estandar
(n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM, emulsién cargada con carotenoides y
adicionadas con compuestos fenolicos de cascara de mango cv. Ataulfo. Letras minusculas indican
diferencia significativa (p<0.05) entre las etapas de digestion por tratamiento. Letras mayusculas
indican diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos por etapa de digestion.
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La adicion de CFs de cascara de mango cv. Ataulfo en las emulsiones brindd un efecto protector a
los carotenoides contra la oxidacion, sin embargo, al encontrarse dispersos en la fase acuosa o en
la interfase agua-aceite, pueden verse mayormente afectados por las condiciones quimico-
enzimaticas de la digestion. Como se observa en el Cuadro 4, durante la digestion de las emulsiones
se observaron cambios en la capacidad antioxidante durante las etapas gastrica e intestinal. La
mayor afectacion sobre la capacidad antioxidante de las emulsiones se observé durante la etapa
intestinal, principalmente en el tratamiento adicionado con CFs. Bermddez-Soto et al. (2007)
evaluaron los cambios en el contenido de CFs de aronia (Aronia melanocarpa) durante el proceso
de digestion in vitro. Los autores observaron pérdidas de 43, 26 y 19% en el contenido antocianinas,
flavonoles y flavanoles, respectivamente. Los CFs son compuestos labiles en condiciones alcalinas
del intestino delgado y se menciona que, durante la digestion en el duodeno, una proporcién de
estos compuestos puede sufrir cambios conformacionales. Tenore et al. (2015) evaluaron el efecto
del proceso de digestion sobre catequinas de té verde, blanco y negro, observando la pérdida del
91.8% de éstas; lo cual puede relacionarse con la formacion de radicales libres semiquinona debido

a la desprotonacion de la molécula de catequina en condiciones de pH alcalino.

Cuadro 4. Cambios en la capacidad antioxidante de las emulsiones sometidas a condiciones de
digestion simuladas.

Capacidad antioxidante (mg ET/mL de emulsion)

Tratamiento Etapa digestion

FRAP TEAC
Inicial 0.18 £ 0.01"8 2.50 +0.05%®
EC Gaéstrica 0.21+0.01%® 2.35+0.05"8
Intestinal 0.12+0.01°® 1.76+0.06°®
Inicial 6.73 £0.20% 8.36 + 0.22%A
ECFM Gaéstrica 5.95+0.19A 7.93+0.25%
Intestinal 3.46+0.12°A 6.33+0.37"*

Media * error estandar (n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM, emulsién cargada
con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de cascara de mango cv. Ataulfo.
Letras minusculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre las etapas de digestion por
tratamiento. Letras mayusculas indican diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos por
etapa de digestion.

La bioaccesibilidad de carotenoides fue determinada en la etapa intestinal ya que en ésta se lleva a

cabo la digestion y absorcion de los compuestos liposolubles. Como se observa en la Figura 10,
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ambos tratamientos mostraron un incremento gradual en la concentracion de carotenoides, lo cual
se asocia con la hidrolisis de las gotas de aceite por accion de la lipasa pancreética. El tratamiento
adicionado con CFs mostré un incremento significativo en la bioaccesibilidad a partir de los 90
min. Lo anterior podria asociarse con un efecto protector de los CFs hacia el B-caroteno durante la
digestion intestinal. Shao et al. (2017) observaron pérdidas del 42 y 37% cuando emulsiones
cargadas con B-caroteno fueron almacenadas a pH de 6.0 y 7.0, respectivamente, durante 3 dias.
Tao et al. (2021) identificaron un aumento en la concentracion de los isbmeros 15-cis-B-caroteno
y 9-cis-pB-caroteno durante la digestion gastrointestinal de trans-p-caroteno. Entre los cambios
estructurales que se identificaron por espectroscopia de infrarrojo estan el estiramiento del enlace
C-H del grupo aldehido a 2672 nm, la aparicion de un grupo funcional polar C-O a 1055 nm, asi
como la formacion de dos picos a 943 nm que indican la formacion del furanoide B-caroteno-

epoxido o B-caroteno-diepoxido.
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Figura 10. Bioaccesibilidad de B-caroteno en las emulsiones bajo condiciones gastrointestinales
simuladas. Media * error estandar (n=3). EC, emulsién cargada con carotenoides; ECFM, emulsion
cargada con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de cascara de mango cv. Ataulfo.
Asterisco indica diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos por tiempo de medicion.
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Por otro lado, Salvia-Trujillo (2013) encapsularon p-caroteno en emulsiones pequefias (0.21 pm),
medianas (0.38 um) y grandes (23um), para evaluar la relacion entre el tamafio de particula y la
bioaccesibilidad. Los resultados obtenidos muestran que la bioaccesibilidad del B-caroteno
aumento significativamente al disminuir el tamafio, con 59% y 34% de liberacion en las emulsiones
pequefias y grandes, respectivamente. Salvia-Trujillo y McClements (2016) elaboraron emulsiones
cargadas con licopeno para mejorar su bioaccesibilidad en jugo de tomate. Se produjeron
emulsiones con tamafios de 0.16 y 19 um para evaluar el efecto del tamafio sobre la liberacion del
licopeno en condiciones de digestion simulada. Los resultados muestran que la bioaccesibilidad de
licopeno en el zumo de tomate crudo sin emulsion fue de 7.5%, mientras que las emulsiones
aumentaron la liberacion en 10.1 y 12.5%, para el caso de las particulas grandes y pequefias,
respectivamente. Ambos estudios muestran una relacion positiva entre la produccion de acidos
grasos libres y el aumento en la bioaccesibilidad, esto asociado a que se promueve mayor formacion
de micelas mixtas a partir de los productos de la digestion de lipidos y las sales biliares, siendo un
punto critico para la incorporacion de los carotenoides en micelas y que éstos puedan ser

transportados y absorbidos por los enterocitos.

6.5. Viabilidad Celular de las Emulsiones

Las emulsiones son sistemas coloidales compuestos de aceite, agua y surfactante. Con el fin de
asegurar la inocuidad de los ingredientes empleados en las emulsiones producidas, se realiz6 un
ensayo de viabilidad celular en la linea normal de retina humana (ARPE-19). Todas las
concentraciones de surfactante evaluadas mostraron ~90% de viabilidad (Figura 11), lo cual indica
que las emulsiones producidas no afectaron el metabolismo o componentes celulares que pudieran
inducir la muerte celular. Resultados similares han sido reportados para otros sistemas lipidicos
como las micelas (Lornejad-Schéfer et al., 2007) y nanoemulsiones (Ge et al., 2020) cargadas con
luteina y zeaxantina, las cuales mostraron viabilidad celular mayor al 80%, utilizando el mismo
modelo celular que en el presente estudio. Asimismo, se ha evaluado la toxicidad de emulsiones
con luteina (Teo et al., 2017), vitamina E (Yang et al., 2017), epigalocatequina-3-galato (Ru et al.,
2010) y astaxantina (Shen et al., 2019) en lineas celulares de colon (Caco-2) e higado (HepG2),
mostrando viabilidad mayor al 80%.
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Figura 11. Viabilidad celular de células normales de retina (ARPE-19) tratadas con emulsiones del
tipo aceite en agua. Media + error estandar (n=3). EC, emulsion cargada con carotenoides; ECFM,
emulsion cargada con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de cascara de mango
cv. Ataulfo.

Douféne et al. (2021) evaluaron la citocompatibilidad de microparticulas hibridas a base de aceite
vegetal para la administracion subcutanea de estradiol empleando fibroblastos embrionarios de
raton (NIH3T3). Las concentraciones evaluadas mostraron viabilidad >98% hasta los 10 mg/mL a
las 24 h de exposicion a las microparticulas, la cual disminuyo a 84% a las 48 h de incubacion. Por
otra parte, el ensayo de biocompatibilidad no mostré dafio aparente o signos de inflamacién aguda
al ser administrado via subcutanea en ratones albinos macho (BALB/CANNR}j). Yin et al. (2017)
produjeron nanoemulsiones con aceite de hemp para la administracion oral de baicaleina, las cuales
mostraron >90% de viabilidad en la linea celular de cancer de colon Caco-2 tras 24 h de exposicion.
El uso de sistemas de liberacion controlada en aplicaciones médicas, alimenticias y nutraceuticas
es importante para mantener la estabilidad, incrementar la absorcion y eficacia terapéutica. El uso
de aceites vegetales y surfactantes no iénicos para la formulacién de emulsiones ha sido evaluada,

debido a la biocompatibilidad, y biodegradabilidad que presentan, ya que estos componentes son
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digeridos en el intestino liberando &cido oleico, lo cual mejora la formacion de quilomicrones y

promueve el transporte linfatico de compuestos lipofilicos (Kaur y Mehta, 2017).

6.6. Capacidad Antioxidante Celular de las Emulsiones

El ensayo de capacidad antioxidante celular es utilizado para medir el potencial antioxidante
intracelular de compuestos de interés, a través de los cambios en fluorescencia de una sonda. La
sonda més utilizada es el 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH.-DA), la cual
rapidamente permea la membrana celular hacia el citosol, donde es desesterificada a 2°,7 -
diclorodihidrofluoresceina (DCFH>) por esterasas endogenas. Después, la oxidacion de DCFH: a
2", 7" -diclorofluoresceina (DCF) es mediada por radicales perdxido, provenientes de una solucién
oxidante de AAPH, lo que ocasiona un incremento en la fluorescencia (Chen et al., 2018; Lopez-
Alarcon y Denicola, 2013). En este sentido, los resultados obtenidos mostraron menor intensidad
de fluorescencia en las células que fueron tratadas con emulsiones adicionadas con extracto de
cascara de mango cv. Ataulfo (ECFM) (Figura 12) a partir de los 50 min. La adicion de
antioxidantes naturales retardo la oxidacion de DCFH2 a DCF por los radicales libres formados de
la oxidacién lipidica, previniendo el estrés oxidativo, como se reporta para curcuminoides (Yu et
al., 2011) y B-caroteno (Du et al., 2019) encapsulados en micelas poliméricas. Durante el ensayo,
la oxidacion de DCFH: se lleva a cabo en el citosol, donde por accion de las esterasas se forma el

fluoréforo DCF, por lo que mayor intensidad en fluorescencia es indicativo de estrés oxidativo.
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Figura 12. Capacidad antioxidante celular de emulsiones evaluada en células normales de retina
(ARPE-19). Media * error estandar (n=3). Control positivo indica oxidacion de la fluoresceina por
adicion de AAPH; control negativo no se afiade AAPH. EC, emulsion cargada con carotenoides;
ECFM, emulsidn cargada con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de cascara de
mango cv. Ataulfo. Asterisco indica diferencia significativa (p<0.05) entre tratamientos al mismo
tiempo de medicion.

Como se observa en la Figura 12, la adicion de CFs en las emulsiones cargadas con [-caroteno,
redujo significativamente la concentracion de radicales libres, ocasionando una reduccion en la
fluorescencia. Esto a su vez, podria ser un indicativo de la internalizacion de los CFs en el modelo
celular empleado (ARPE-19) debido al uso de emulsiones y sus componentes, tales como el
surfactante y tipo de aceite empleado. Se ha reportado que algunos acidos grasos, como el acido
oleico presente en el aceite de girasol, tienen la capacidad de mejorar la permeabilidad de la
membrana celular. El acido oleico es un acido graso monoinsaturado de cadena larga (C18) que ha
mostrado mejoras en la absorcion de compuestos hidrofobicos al promover la sintesis de
quilomicrones y el transporte linfatico. Houshaymi et al. (2019) observaron un incremento de 9

veces en la absorcion de ivermectina encapsulada en micelas, las cuales contenian acido oleico. Se

65



demostro6 que la expresion de transportadores de eflujo como la P-glicoproteina y BCRP (proteina
de resistencia a cancer de mama) se veian inhibidas significativamente al aumentar la
concentracion de acido oleico de 1 a 5 mM, permitiendo asi la absorcién celular del farmaco. Otro
mecanismo asociado, podria ser la modulacion del transporte paracelular debido a la captacion de
iones divalentes como el Ca®" de la matriz extracelular por efecto de la carga negativa de la
particula (Kumar et al., 2020). Ademas, la presencia de surfactantes, como Tween 80, promueven
la difusion pasiva a través de la membrana celular, debido a su interaccion con los fosfolipidos de
membrana (Lu et al., 2017). A su vez, el tamafio es un parametro asociado con una mejora en la
liberacion y absorcion, debido a que tamafios menores a 200 nm presentan mayor area de contacto;
lo cual promueve mayor interaccion con enzimas digestivas y membranas celulares, incrementando
la absorcion, en comparacion con particulas de tamafio > 400 nm (Lu et al., 2017; Salvia-Trujillo
etal., 2013).

6.7. Consumo Celular de las Emulsiones

El uso de sistemas de transporte como las emulsiones, resultan una alternativa viable para mejorar
la estabilidad y absorcion de compuestos bioactivos como la mangiferina y B-caroteno. En este
sentido, el ensayo de consumo celular permite evidenciar la internalizacion de particulas en
modelos celulares, dando un acercamiento a lo que podria suceder en un modelo in vivo. El
consumo celular de las emulsiones fue evaluado en la linea normal de retina (ARPE-19), mediante
la medicion de fluorescencia en las emulsiones previamente tefiidas con rojo de Nilo. Todos los
tratamientos de emulsiones lograron ser internalizados en las células (Figuras 13b-d). Mediante la
medicion de la intensidad de fluorescencia se observé un incremento ~30% en la internalizacion

del tratamiento control y emulsion con carotenoides, respecto al colorante en solucién (Figura 13e).
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Figura 13. Microscopia confocal laser de barrido de células normales de retina (ARPE-19) a) sin
emulsion, b) emulsion control, ¢) EC, d) ECFM, e) Intensidad de fluorescencia de las células
incubadas con las emulsiones tefiidas con Rojo de Nilo. Todas las emulsiones fueron tefiidas con
Rojo de Nilo (1 mg/mL). Media + error estandar (n=4). EC, emulsion cargada con carotenoides;
ECFM, emulsidn cargada con carotenoides y adicionadas con compuestos fendlicos de céascara de
mango cv. Ataulfo. Letras diferentes entre barras indican diferencia significativa (p<0.05) entre
tratamientos.

Resultados similares fueron reportados por Du et al. (2019) en micelas con p-caroteno, utilizando
la linea celular Caco-2. La encapsulacion en micelas logré incrementar 3 veces el consumo celular,
mientras que la permeabilidad transmembrana aumento 13 veces, en comparacion con betacaroteno
en solucion. Los compuestos hidrofébicos como el B-caroteno pueden permear la membrana por
difusion pasiva, el cual no resulta ser el transporte celular mas eficiente. Por ello, la incorporacion
de bioactivos en nanoacarreadores resulta una alternativa para la mejora de la biodisponibilidad ya
que se ha observado que particulas con tamafio <60 nm pueden ser transportarse a través de la capa
mucosa Y llegar al epitelio del intestino, donde pueden ser internalizadas mediante endocitosis
facilitada por caveolina (Lee et al., 2013). Mientras que particulas de mayor tamafio entre 200 a

1500 nm presentan mejor absorcion via fagocitica (Behzadi et al., 2017).

La absorcion de particulas en membranas celulares esta relacionada con el tamafio, carga,
concentracion de surfactantes, naturaleza de la cubierta, entre otros. Fan et al. (2017) reportan que
la absorcion celular de emulsiones de aceite de maiz aumentaba al disminuir el tamafio de 556 a

170 nm, debido a una mayor area de contacto con la membrana celular que implica menor

67



requerimiento energético para ser absorbido. Asimismo, el consumo celular de luteina y zeaxantina
en células de retina, aumentd cuando estos compuestos fueron incorporados en micelas de
Tween40/etanol. La permeabilidad de farmacos en células de retina se lleva a cabo a traves del
epitelio de la cdrnea mediante difusién pasiva de las moléculas hidrofébicas, mientras que aquellos
compuestos hidrosolubles pueden internalizarse a través de las uniones estrechas entre las células
(Andrés-Guerrero & Herrero-Vanrell, 2018). En este sentido, Tween 80, es una molécula anfipatica
que brinda estabilidad a las emulsiones, la cual puede interactuar con la membrana retinal
promoviendo la absorcion. También, se ha reportado que los grupos hidroxilo del acido oleico,
presente en el aceite de girasol, interactia con los fosfolipidos de las membranas celulares,

mejorando la absorcion (Houshaymi et al., 2019).
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7. CONCLUSIONES

La cascara de mango cv. Ataulfo es fuente potencial para la obtencién de antioxidantes
naturales. La adicion de compuestos fendlicos de céscara de mango cv. Ataulfo en emulsiones del
tipo aceite-en-agua mantuvieron la estabilidad de los carotenoides durante almacenamiento, asi
como el tamafio y carga, haciéndolos una alternativa potencial respecto de los antioxidantes
sintéticos. El uso de emulsiones como sistemas de liberacion fue efectiva para mejorar
bioaccesibilidad de B-caroteno y capacidad antioxidante celular, atribuido a un aumento en el
consumo celular. Estos resultados podrian ser de utilidad para explotar el uso de residuos
agroindustriales como la cascara de mango cv. Ataulfo, para la obtencion de moléculas con valor

bioldgico, y poder incorporarlos en matrices alimentarias.
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8. RECOMENDACIONES

La mejora de este sistema mediante la adicion de compuestos bioactivos provenientes de
subproductos agroindustriales debe ser evaluada a detalle, previo a su incorporacion en matrices
alimentarias. Por lo cual, en proximas investigaciones deben evaluarse otros indicadores de
estabilidad como rancidez, indice de cremado, cambios de color, entre otros, para asegurar 0
establecer la vida de anaquel. Asimismo, es importante evaluar la farmacocinética de las
emulsiones al ser administradas por via oral, empleando modelos in vivo, con la finalidad de
evidenciar el potencial que presenta el sistema como coadyuvante de la absorcion de compuestos

bioactivos y asi poder estimar dosis efectivas.
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