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RESUMEN

Las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT) son uno de los principales
retos para el area de salud a nivel mundial, una de ellas es el sobrepeso y la
obesidad, actualmente causante de gran parte de las complicaciones y muertes a
nivel mundial ya que favorece la aparicion del sindrome metabolico no solo en
adultos, si no que aqueja a gran parte de la poblacion infantil, dichos padecimientos
alteran la composicién de la microbiota intestinal (M) la cual es considerada un
organo metabdlico que debe encontrarse idealmente en estado de eubiosis para
promover un correcto estado de salud en el organismo humano. Como estrategia
para estimular el alcance de dicho estado se recomienda el consumo de probiéticos
y prebioticos; una de las dificultades cuando se consumen es, qué, debido a las
condiciones que atraviesan en el tracto gastrointestinal, se minimiza la cantidad
tanto de prebidticos como de probidticos que deberian llegar al punto de interés
para ser efectivos, es por esa razon que, una opcion para aumentar la efectividad
de este tipo de productos se propone una microencapsulacién por gelacion iénica
cuya barrera otorgue proteccidn ante condiciones digestivas a la matriz que
contenga probiodticos y al vegetal kale (Brassica oleracea. var. sabellica) el cual se
estudia actualmente por su contenido nutricional, contenido de polifenoles y su
potencial prebiético. Se propone la elaboraciéon de una microcapsula bajo la técnica
de gelacién i6nica como una estrategia Util para la elaboracibn de un posible
simbidtico, con la realizacion de pruebas para microencapsulacion y, posterior a ello

evaluar su viabilidad asi como analizar sus caracteristicas para poner a prueba su



resistencia inicialmete en microcapsulas recien elaboradas, despues de un periodo
en refrigeracion y en congelacion para asegurar su vida util, de tal formase podria
contribuir con propuestas para enriquecer el universo de opciones que hay para
tener un estado de eubiosis. De igual forma se busca promover el consumo de
alimentos funcionales que otorguen beneficios al organismo humano y que sean de
facil manejo para su industrializacién sin perder o modificar sus propiedades ya que
ello disminuiria su efecto benefico, como resultado de esta investigacion se verifico
el contenido de polifenoles en el extracto utilizado y se obtuvieron microcapsulas
cuyas caracteristicas son prometedoras, hasta el momento muestran otorgar la
proteccion necesaria para un consorcio bacteriano asi como tolerancia al proceso
de deshidratacién, lo anterior deja abierta la posibilidad para continuar estudiando y

perfeccionando el disefio de esta microcapsula con posibilidad de ser un simbidético.



ABSTRACT

Chronic non-communicable diseases (NCDs) are one of the main challenges for the
health area worldwide, one of them is overweight and obesity, currently causing a
great part of the complications and deaths worldwide since it favors the appearance
of metabolic syndrome not only in adults, but also in a big part of children population,
these conditions alter the composition of the intestinal microbiota (IM), which is
considered a metabolic organ that should ideally be in a state of eubiosis to promote
a correct state of health in the human organism. As a strategy to stimulate the
achievement of this state, the consumption of probiotics and prebiotics is
recommended; one of the difficulties when they are consumed is that, due to the
conditions they go through in the gastrointestinal tract, the amount of both prebiotics
and probiotics that should reach the point of interest to be effective is minimized, for
this reason, an option to increase the effectiveness of this type of products is
proposed a microencapsulation by ionic gelation whose barrier provides protection
against digestive conditions to the matrix that contains probiotics and the vegetable
kale (Brassica oleracea. var. sabellica) which is currently being studied for its
nutritional content, polyphenol content and prebiotic potential. The elaboration of a
microcapsule under the ionic gelation technique is proposed as a useful strategy for
the elaboration of a possible symbiotic, with the realization of tests for
microencapsulation and, after that, to evaluate its viability as well as to analyze its
characteristics to test its initial resistance in freshly elaborated microcapsules, after

a period in refrigeration and freezing to assure its useful life, in such a way it could



contribute with proposals to enrich the universe of options that exist to have a state
of eubiosis. Likewise, we seek to promote the consumption of functional foods that
provide benefits to the human organism and that are easy to handle for their
industrialization without losing or modifying their properties, since this would diminish
their beneficial effect, as a result of this research, the content of polyphenols in the
extract used was verified and microcapsules were obtained whose characteristics
are promising, so far they show to provide the necessary protection for a bacterial
consortium as well as tolerance to the dehydration process, which leaves open the
possibility to continue studying and perfecting the design of this microcapsule with

the possibility of being a symbiotic.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Introduccién

Durante décadas se ha observado el deterioro de la salud poblacional debido al
aumento en la aparicion de las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)
tales como obesidad y sobrepeso, las cuales hoy forman parte de las principales
causas de mortalidad y debido a ello tienen la atencion de la comunidad cientifica
para tratar de llegar a comprender mejor las causas y estrategias mas adecuadas
para disminuir su aparicion y efectos en todos los grupos de edad, genero,
nacionalidades, culturas y regiones del mundo (1). La tendencia al aumento de
sobre peso y obesidad en la poblacion se ha documentado desde la década de los
ochenta y se ha estudiado para encontrar las mejores estrategias que contribuyan
a la modificacion de los habitos que seran responsables de que, en los préximos
afos la salud desde la infancia se deteriore cada vez mas(2), entre las principales
razones de esta problematica existen los malos habitos de alimentacion y la falta de
actividad fisica (3,4). De acuerdo con Maza-Avila y cols. 2022 es de suma
importancia concientizar con estrategias mas efectivas que contribuyan con la
promocion de habitos alimenticios saludables y estilos de vida que eviten y
favorezcan la disminucién de sobrepeso y obesidad, lo anterior debido a que son
factores promotores de ECNT(5) mismas de las cuales se ha evidenciado tienen
una estrecha relacion con la composicion de la Microbiota Intestinal (Ml) la cual tiene
una gran influencia en el estado de salud (6). Segun la organizacion Mundial de la

Salud (OMS) hasta el afio 2015 el sobrepeso y obesidad infantil afectaba de manera



grave a casi 43 millones de nifios menores de 5 afios, estudios como el de Rivas y
cols. en 2014 evidenciaron que la composicion de la Ml se veia asociada al aumento
de tejido adiposo en la poblacion infantil, estudios similares llevados a cabo por Vals
y cols. en 2016 demostraron que niveles altos de bacteroidetes en nifios se asocian
a una mayor probabilidad sufrir alteraciones de la Ml en la vida adulta (3). El
equilibrio que alcanza cada individuo en la composicion bacteriana de su Ml debe
estar determinada principalmente por la relacion que existe entre las principales
familias bacterianas que ocupan el tracto intestinal como son firmicutes y
bacteroidetes, los cuales ocupan el 90% del total de la MI, se debe considerar que
el fortalecimiento de la misma depende en su mayoria de la dieta de cada individuo,
es por ello que se han establecido diversas estrategias enfocadas a la disminucion
de factores que predisponen al padecimiento de enfermedades como el sobrepeso
y Sus consecuencias, estas pueden ser sociales, culturales, econémicas y por
supuesto organicas, las cuales abarcan el desequilibrio de la diversidad de la Ml

(7.8)

Una de las principales estrategias para la restauracion de la Ml es la recomendacion
del consumo de probidticos y prebidticos tanto en nifios como adultos; la evidencia
muestra que para lograr una modulacion que contribuye a la disminucion de
trastornos gastrointestinales, malabsorcion, cancer entre otras (9). En estudios
como el de Martin y cols. en 2017 se ha evidenciado que la adicion de diferentes
cepas de Lactobacillus a una dieta puede disminuir la masa de la grasa corporal, el
riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 1l y la resistencia a la insulina (10,11). Una

gran variedad de estudios muestra que la interaccion de probidticos y prebidticos



con el huésped favorece a tener un mejor estado de salud debido al beneficio en el
metabolismo y respuesta inmune, el cual contrarresta un estado de disbiosis,
término acufiado a principios de el efio 2000 para establecer la existencia de un
desequilibrio microbiano de la Ml y el cual ejerce efectos adversos en el individuo
(12). Para mejorar los efectos de estos se ha observado que es preferible su
consumo en conjunto con alimentos como el consumo de yogur natural con frutos
rojos, chocolate natural con kéfir entre otros, y si potencializar su efecto en el
organismo humano debido a una actividad simbidtica, para lo anterior es
fundamental que existan mas y mejores opciones de productos simbidticos con la
formulaciéon y viabilidad adecuada, asi como regular de manera mas efectiva el
disefio de estos proponiendo alimentos probioéticos y prebidticos més efectivos con
relacion a la seguridad de obtener el beneficio de los probiétios y prebidticos en el

sitio de interes, como el colon (13,14).

1.2 Obesidad y sobrepeso

La obesidad y sobrepeso de acuerdo con la Secretaria de Salud, desde 2017 se
han definido como una acumulacion excesiva y dafiina de tejido adiposo siendo un
grave riesgo para la salud humana. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las
clasifica de menor a mayor gravedad tomando como referencia el indice de Masa

Corporal (IMC), el cual permite clasificar el nivel de riesgo que tiene el paciente que



cursa dichos padecimientos (15). En México la NOM-008-SSA3-2017 indica que
existe una susceptibilidad genética para esta condicién asi como también trastornos
sociales, metabolicos y psicoldgicos que incrementan el riesgo para el padecimiento
de ECNT (16), tales como diabetes mellitus tipo I, hipertension y enfermedades
cardiovasculares, las cuales son responsables de mas del 70% de muertes en el
mundo segun lo reportado por la Organizacién Panamericana de Salud (OPS) hasta
2016, asi mismo se han establecido distintas recomendaciones en el area médica
y epidemioldgica para reforzar el &mbito de promocién en salud que tiene como
finalidad la mejora de habitos alimentarios y de vida en los individuos. Debido al
rapido incremento en la presencia de estos padecimientos se ha establecido por
parte de la OMS el “Dia Mundial contra la Obesidad” el cual tiene como finalidad
concientizar a la poblacion y asi aumentar el interes en la prevencion en el
padecimiento de sobrepeso y obesidad. Actualmente la poblacién mexicana ocupa
uno de los primeros cinco lugares en el padecimiento de obesidad y sobrepeso a

nivel mundial tanto en poblacién infantil como adulta (15).

Es prioridad en el mundo atender esta probleméatica considerada ya como una
epidemia la cual afecta mas a paises latinoamericanos (17), México se destaca por
el aumento en la presencia de obesidad y sobrepeso asi como el aumento en el
riesgo de padecer alguna de estas enfermedades, son notables las cifras del grupo
de edad de nifios en edad escolar (5 -11 afios) el cual conforme aumenta de edad,
aumenta el riesgo de sufrir este tipo de padecimientos (OPS). Evidencia como la de
Aguilera-Bocanegra SP y cols. en 2022 demuestran que son mas susceptibles los

nifios en adquirir malos habitos de alimentacion por su exposicion a los alimentos



ultraprocesados, muy altos en azucares, grasas y sodio, lo anterior se resume en
una alimentacion elevada en calorias y deficiente en cuanto a vitaminas y minerales
ocasionando problemas de sobrepeso y obesidad desde edades tempranas (18).
Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) en México es mas
notoria la presencia de obesidad y sobrepeso infantil en las regiénes norte y zonas
metropolitanas de todos los estados del pais debido al ritmo de vida acelerado que
llevan las familias y el acceso que tiene cualquier miembro de la familia a alimentos
no saludables, aunado a ello se deben tomar en cuenta la problemética en cuanto

a la realizacion de actividad fisica y malos habitos de suefio (17)

Lo anterior deja como resultado que mas del 35% de la poblacion en primera
infancia padece sobrepeso u obesidad, siendo la obesidad la que mas aumento tuvo
desde la Encuesta de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2018 y a la cual comparada a
la version 2020 mostré6 un aumento, también el riesgo de padecimientos como el

sindrome metabdlico, riego cardiovascular, hipertension y sindrome metabdlico.

En los ultimos afios diversas investigaciones en todo el mundo han evidenciado la
estrecha relacion que existe entre los problemas de sobrepeso y el exceso de
consumo de azUcares que son usados como endulzante en la industria
alimentaria(19), estos al ser metabolizados mayormente en higado se utilizan para
la formacion de acidos grasos que participan en el almacenamiento de energia en
el organismo, todo ello en conjunto con la falta de actividad fisica aumenta la
probabilidad de padecer sobrepeso y obesidad (17). Estos padecimientos afectan
el correcto desempeiio de los diversos sistemas del organismo humano y uno de

ellos es el funcionamiento de la MI, alterando con ello la homeostasis en el



organismo humano. Ademas de la dieta, es importante considerar el ejercicio fisico,
los habitos de suefio y el estrés como factores determinates para alterar la
composicion de la Ml ya que modifican el equilibro que existe entre las distintas
familias bacterianas que la ocupan, y debido a la gran abundancia en su presencia
se puede generalizar su clasificacion principalmente entre Firmicutes vy

Bacteroidetes (20)

Algunos estudios como el de Backhed y cols. Muestran que cuando se presenta un
deterioro en la composicion de la MI hay mayor produccidn energética que ocasiona
un aumento en la acumulacion de tejido adiposo en el organismo (21), creando un
ciclo repetitivo que lleva a dafar cada vez mas al ser humano que padece alguna
de estas enfermedades, es por ello que, es de suma importancia valorar y llevar a
cabo nuevas estrategias alimentarias y de actividad fisica que contribuyan a
recuperar un estado de eubiosis intestinal desde los primeros afios de vida y con

ello favorecer a devolver el estado de homeostasis humana (20,22)

Actualmente ha resultado interesante para la comunidad cientifica estudiar los
efectos que tiene una dieta con alimentos funcionales, probioticos y prebioticos
enfocada a la mejora del estado de salud humana debido a que se ha evidenciado
hay resultados favorables en cuanto a reduccion de peso corporal y mejora en las

funciones gastrointestinales (22)



1.3 Microbiota intestinal

Considerada actualmente como un importante dérgano metabdlico gracias al
conjunto de funciones que lleva a cabo, la microbiota intestinal (MI) juega un papel
relevante en la salud de los seres humanos debido a que alberga a una gran
comunidad de bacterias que llevan a cabo un papel sumamente importante para el
metabolismo humano, otra de sus funciones es su valiosa contribucion al correcto
funcionamiento del sistema inmune, tiene gran participacion en la sintesis de

diversos metabolitos y con ello trae benéficos para la homeostasis (23)

La MI de un ser humano se formay se enriquece desde el nacimiento de un ser vivo
y a partir de ahi también se inicia el desarrollo del sistema inmune en un individuo;
la via de nacimiento de un individuo y la edad gestacional en el momento del
nacimiento e incluso los farmacos que son administrados a la madre durante el
parto, la lactancia materna y la exposicion a farmacos antibiéticos influyen de
manera muy importante en la Ml ya que esta se va diversificando a lo largo del
crecimiento y desarrollo del individuo en sus distintas etapas de vida y sufre
alteraciones por las misma razones por las cuales se va enriqueciendo, es decir,
gue si hay cambios en el estilo de vida, tratamientos farmacologicos e incluso la

presencia de estrés habria cambios en la composicion de la Ml (24).



Con relacién a sus funciones asombran la capacidad de regulacion e intervencion
en la proteccion que otorga para beneficio del organismo humano, sobretodo el
hecho de que la MI asimile compuestos que no son digeribles, ademas de contar

con una gran capacidad de barrera ante patdégenos (22,25) (Fig. 1).

Microbiota Intestinal
Funcidn Funcion Funcién
Protectora Trofica Metabdlica
Forma barrera Regula células epiteliales Formacion de AGCC
contra algunos favoreciendo homeostasis  a partir de residuos
microorganismos de sistema inmune. no digeribles.
patdégenos.

Figura 1. Funciones de la Microbiota Intestinal. Villanueva M. 2023

El ecosistema de la Ml es de gran tamafo, esta compuesta de cuatro principales
grupos de filos Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria y
Fusobacteria, sin embargo esta predominada por Firmicutes y Bacteroidetes (Fig.
2). En general la relacion entre los dos grupos predominantes, asi como la etapa de

vida del individuo va a determinar si existe 0 no un estado de eubiosis intestinal, el



cual se define como el equilibrio ideal de bacterias en la Ml para tener un estado de
salud adecuado que contribuya a un estado de homeostasis en el organismo (25—

27).

Densidad de la diversidad bacteriana en microbioéta intestinal.

Firmicutes y
Bacteroidetes

Proteobacteris,
Actinobacteria y
otros filos

Figura 2. Filos presentes en la microbiota intestinal (Villanueva M. 2023).

El organismo humano tiene una composiciéon microbiana distinta en cada individuo
y es facilmente alterable, factores como tiempo de transito coldnico o la migracion
influyen a la par de los habitos alimenticios y la presencia de enfermedades ya que
la ocupacion bacteriana disminuye 0 aumenta con estos factores, sin embargo, no
es la cantidad de especies lo importante si no que, cada individuo cuente con una
diversidad bacteriana conveniente, ha sido extremadamente raro el reporte de
efectos adversos por consumo de probidticos de forma indivudual como

Lactobacillus rhamnosus, estos efectos adversos se han presentado (1 caso en 10



millones) en consumidores cuya barrera intestinal esta demasiado afectada, es por
ello que se recomienda el consumo de diversas especies de bacterias probibticas
para compensar la cantidad de especies de las que se carecen en la Ml y estimular
el aumento en la diversidad de las que ya habitan ahi, aunado a lo anterior es de
suma importancia afiadir a sus promotores, los cuales conocemos como prebioticos,
ambos son capaces de tener un efecto simbidtico que promueve la fermentacion y
actividad metabdlica permitiendo beneficios para la salud en todas las etapas de la
vida fortaleciendo el sistema inmune, mejorando la absorcion de nutrientes,

disminuyendo la inflamacion y problemas gastrointestinales entre otros (24,26,28).

1.4 Probiéticos

Debido al aumento en la aparicion de problemas de salud relacionados con las
Enfermedades Crénico no Transmisibles (ECNT) en el sector salud se ha aclarado
gue no solo es importante el equilibrio entre la ingesta y el gasto energético, sino
también las estrategias que contribuyan a la regulacion de la Ml para favorecer el
estado de eubiosis, una de las recomendaciones que mas fuerza ha tomado por sus

efectos favorables es el consumo de probidticos (29)

Los probioticos se han definido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
como “microorganismos vivos que proporcionan un beneficio a la salud del

hospedador cuando son ingeridos en las cantidades adecuadas”,(30) y en la Gltima
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década el estudio de los probiéticos ha ido en aumento debido a la variedad de
beneficios que se ven reflejados en la salud de quien los consume, al dia de hoy la
industria alimentaria ha afiadido probidticos a sus productos como un principio
activo para ofrecer beneficios en el organismo de los consumidores, algunos de los
productos probiéticos comerciales que actualmente se consumen son Sinuberase®
o Enterogermina®, una de las razones que justifica el aumento en el consumo de
suplementos comerciales se debe a que se ha reportado que los probioticos
contribuyen a la disminucién de los patégenos en el tracto gastro intestinal
armonizando la respuesta inmune y promoviendo la generacion de compuestos
bioactivos que también potencializan actividades metabdlicas benéficas para el
huesped, sin embargo, no siempre existe la seguridad de que su consumo sea
eficaz, lo anterior debido a que se ha evidenciado que los suplementos probidticos
sufren una perdida en su volumen durante su trayecto al punto de interes como el

paso por distintos niveles de pH, (31)

La importancia de los probiéticos radica en los resultados obtenidos en quien los
consume restaurando la disbiosis en el caso de sindrome de intestino irritable (SlI),
disminuyendo la inflamacion, favoreciendo la motilidad intestinal y contribuyendo a
la generacion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) como butirato y acetato,
contribuyendo con ello a una mejora en el fortalecimiento del sistema inmune
favoreciendo la formacion de la barrera intestinal evitando el paso de bacterias

patogenas (32)

Por todo lo anterior los estudios actuales estan dirigidos a la relacion de la

microbiota y su importante papel en la salud digestiva asi como su influencia en la
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prevencion de enfermedades cronicas como la diabetes tipo Il, obesidad y
enfermedades cardiovasculares; se han observado resultados favorables en la
modificacion de la ingesta de alimentos probiéticos y el mejoramiento de la salud de

los individuos (32)

Podemos decir que la Ml es el ecosistema que conforma al intestino y los factores
gue influyen para la composicion de este son el sistema inmune y los sustratos
digestivos; dicho ecosistema esta compuesto por una gran variedad de
microorganismos que pueden ser o no patégenos, la importancia de un adecuado
estado de salud radica en la diversidad y cantidad de todos los que ocupan un lugar
en este ecosistema. Los probioticos se dividen en géneros, especies y cepas y al
ser ingeridos muestran los beneficios que otorgan a la salud; entre ellos el
tratamiento y prevencion de enfermedades digestivas y por supuesto la modulacion
de la MlI, algunas cepas tienen un efecto modulador mayor que otras y su eficacia

depende mayormente de la dosis en la que se administran (33)

Los probidticos son una de las principales recomendaciones para combatir
infecciones gastrointestinales en poblacién pediatrica gracias a que muestra
disminucion en diarreas, nduseas, estrefiimiento y distension, con una tolerancia
adecuada y escasos efectos adversos (34) Lactobacillus especie delbrueckii y
especie lactis al igual que Streptococcus thermophilus son algunas de las bacterias
mas usadas en la industria de alimentos fermentados por los beneficios que otorgan
ya que parecen ejercer efectos inmunomoduladores en la MI por su efecto
probiético, sus requerimientos nutricionales dependen de su especie, por lo tanto

se recomienda consumir en consorcio; crecen en un rango de 30 a 40°C y en
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condiciones de acidez de 4.0 - 5.5 pH (35) Las enzimas que utilizan y sus vias de
regulacion continian en estudio, mientras siguen bajo la mirada de la comunidad
cientifica se puede contar con que no solo tienen actividad probiotica si no, que
ademas tienen relacion con la modulacién de la respuesta inmune y su contribucion
a la mejora de las propiedades organolépticas y de conservacion de productos para
consumo humano. Por su amplia resistencia a temperatura, manejo y niveles de pH
juegan un papel importante en alimentos, para su uso industrial se encuentra
normado que, para que efectué beneficios en quien los consuma un producto debe
contener un determinado namero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por
dosis. Las dosis usadas varian entre 106 a 109 UFC, esta ultima si es de forma

terapéutica (36).

1.5 Prebiéticos

El término “prebidtico” fue introducido en 1995 por Gibson y Roberfroid, en su
mayoria los prebidticos son un tipo de fibra soluble (oligosacaridos y polisacaridos),
de cadena corta y tienen bajo peso molecular, no son digeribles y se pueden
encontrar principalmente en algunas frutas y verduras, uno de los mas conocidos y
usados en la industria de prebioticos es la inulina. Se han hecho diversos estudios
gue arrojan como evidencia multiples beneficios como resultado para quien los
consume de forma regular como la reduccion de niveles de colesterol, aumento de
la saciedad, mejora en la motilidad y vaciamiento gastrico (37), también hay

elevacion de la biodisponibilidad de polifenoles y su actividad gastrointestinal entre
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otros (38) Lo anterior se debe al estimulo que ejercen sobre varios tipos de bacterias
gue habitan la Ml debido a que llegan al colon sin ser hidrolizados y es ahi donde
son metabolizados selectivamente por bacterias que tienen efectos benéficos en la
MI. Los prebidticos provienen de la dieta y son fermentados de forma selectiva
promoviendo cambios que favorecen el mantenimiento de la eubiosis intestinal ya
gue sirven como alimento de los probidticos (39). Habitualmente los prebibticos
deben resistir las condiciones del trayecto intestinal tales como el pH y la hidrolisis
enzimatica hasta llegar al punto donde seran fermentados; para que una sustancia
sea considerada prebidtico debe ser resistente a acidos gastricos, estimular el
crecimiento de bacterias que favorecen la eubiosis intestinal, debe ser preferido por
una 0 mas bacterias benéficas de la Ml y fermentable por la misma, bajo estas
condiciones se pueden obtener AGCC los cuales forman parte de la fuente de
energia para la Ml y modifican en nivel de pH, con ello se ocasiona que se disocien
compuestos patégenos alcalinos que conducen a enfermedades graves como el
cancer (40) gracias a esta accion se evita su absorcién en el intestino; también
promueven el aumento de la biomasa celular bacteriana benéfica para la Ml
estimulando la disminucion de la inflamacién gastrointestinal, mayor motilidad
intestinal, flujo sanguineo y en consecuencia fortalece el sistema inmune evitando
la invasion de bacterias patdgenas en la barrera del epitelio intestinal para prevenir
el deterioro de la salud (39), también se influye asi en la absorcion de nutrientes la
cual mejora la funcion digestiva; incluso en pacientes criticos es importante tomar
en cuenta la recomendacion del aumento de consumo de prebidticos en su dieta ya
gue se ha evidenciado que disminuye la respuesta al estrés, se altera el pH y la

barrera intestinal se ve deteriorada, al administrar prebidticos en la dieta de un
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paciente en condiciones criticas se promueve una recuperacion de la Ml para
disminuir el nUmero de bacterias patdgenas que gracias al padecimiento y deterioro

del ambiente intestinal se ven aumentadas (41,42).

Hay evidencia que muestra como la implementacion o aumento de consumo de
prebidticos ha inducido, mantenido y modulado toda la actividad de la Ml a favor de

un mejor estado de salud (39)

1.6 Simbidticos

En la industria alimentaria este término se utiliza para referirse a la combinacion de
un probidtico y un prebibtico, gracias a esta unidén se otorgan beneficios a la salud
de quien los consume de forma aumentada en contraste a los beneficios que se
obtienen cuando se consumen por separado, su union se destaca por rehabilitar y
conservar la homeostasis (43). Debido a la urgencia de encontrar opciones que
ofrezcan soluciones o que contribuyan a resolver la problematica que acarrea a nivel
mundial el aumento en la presencia de obesidad, sobrepeso y ECNT se proponen
el consumo de simbidticos ya que se ha observado que multiplican los beneficios
gue sus componentes ejercen, asi como, contribuir al aumento del nimero de la

poblacion bacteriana intestinal por el hecho de trabajar en conjunto (44)

Entre los mas consumidos estan los preparados lacteos con adicién de fibras
vegetales y yogur con frutos como “Danone cereales” 6 “yoghurt lala griego con

frutos rojos” (45), tras varios afios de estudio se ha identificado que el consumo de
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simbidticos produjo cambios en la composicion de la Ml de quien los consumié
trayendo con ello cambios metabdlicos como disminucion de la inflamacion
intestinal, reduccion de peso, menor riesgo de padecer enfermedades cardio
vasculares (ECV), cambios en indicadores bioquimicos de perfil lipidico y proteccion
hepética gracias a la actividad de los subproductos metabdlicos que surgen de esta
unién como lo son los AGCC (22), a estos se les conoce como butirato, acetato y
propionato, son producto de la fermentacion bacteriana de fibra no digerible por el
humano en la regién anatémica del colon donde los restos de fibra que provienen
de estobmago, duodeno e ileon se acapara y se metaboliza; de acuerdo con Louis y
cols. en su analisis de 2014 se confirmo que esta actividad la debemos a enzimas
como las betaglucosidasas que los transforman en mondmeros de glucosa que dan
origen a moléculas de piruvato que daran pie a la formacién de estos AGCC los
cuales son captados por las células epiteliales intestinales, ingresados mediante
mecanismos de difusion y que tienen efecto positivo en el mantenimiento del
sistema gastrointestinal y sistema inmunologico contribuyendo al equilibrio de la
diversidad bacteriana(46) y el mantenimiento de un pH que frena el crecimiento de
bacterias patdgenas, también se generan productos como las bacteriocinas que son

péptidos sintetizados por los probidticos y estas contribuyen a la muerte de células
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patégenas por medio de una desnaturalizacion de sus enzimas o alterando la

permeabilidad de sus membranas (47) (Fig 3).
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Figura 3. Actividad del conjunto probiético—prebidtico y sus subproductos favoreciendo la
regulacion de la Microbiota intestinal (Villanueva M. 2023).
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Los simbidticos son recomendables no solo para contrarrestar al sobrepeso y
obesidad, gracias a diversos estimulos que favorecen la lipogénesis debido a la
regulacion del entorno, sino que, también son Utiles ante otras ECNT como la
diabetes mellitus; estudios como el de Vona y cols. en 2019 en el que se menciona
como la regulacion de la Ml interactia de manera positiva para contrarrestar los
efectos de esta enfermedad, por lo anterior se puede afirmar que son una estrategia
adecuada para disminuir incluso el sindrome metabdlico, esta afirmacién esta
evidenciada por Matsumoto y cols. 2019, quienes establecieron que la
predominancia de Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacterias asi como menor
cantidad Actinobacteria phyla y Fusobacteria serian la combinacion adecuada a

nivel de colon en individuos sanos.

1.7 Kale (Brassica oleracea var. sabellica)

Derivado de los requerimientos en atencion a la inseguridad alimentaria en la
poblacion se ha aumentado la produccién de vegetales como hortalizas, las mas
cultivadas son las que pertenecen a la familia Brassicaceae (48). Una de ellas es el
kale o también conocido como “col rizada”, con nombre cientifico Brassica oleracea
var. sabellica, es un vegetal crucifero de forma alargada que estd compuesto por

tallos y hojas (Fig. 4).
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Figura 4. Kale Brassica oleracea var. sabellica

Es de origen europeo, especificamente de Italia y comenzd a extenderse
rapidamente por América del norte en el afio 2012, actualmente es de amplio
consumo en Asia y Canada, se esta introduciendo en América latina y el resto del
mundo por su densidad nutricional y su “nobleza” en el cultivo, ha ganado fama
como uno de los alimentos que mas beneficios para la salud que ofrece al ser
consumido (49). En relacion con los nutrientes que integran al kale y sus funciones
en el organismo humano; de acuerdo con la U.S, Department of Agriculture (Usda)
se destacan entre sus propiedades el alto contenido de fibra dietética,
betacarotenos, vitamina K, vitamina A, calcio, hierro, magnesio, fosforo, potasio y
antioxidantes. (Ver tablas 1, 2 y 3). Recientemente ha sido reconocida en el area de
alimentos funcionales, los cuales se definen desde la década de los ochenta como
alimentos con contenido de sustancias bioactivas que, incluidas en la dieta de un
individuo son capaces de desencadenar procesos en el metabolismo que propician
beneficios para la salud, al igual que muchos vegetales un ejemplo de alimento

funcional son los prebioticos (50,51).
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La forma en que habitualmente se consume la col rizada es cruda, en ensaladas o
bebidas y debido a la popularidad que esta cobrando estan surgiendo nuevas
formas de preparacion para su consumo Yy, al ser un vegetal con contenido de
hidratos de carbono insolubles en recientes estudios se ha comenzado a considerar
gue, esta col rizada tiene actividad prebio6tica. Aunado a lo anterior y la evidencia
actual se continua con su estudio como un alimento funcional debido a su alto
contenido de polifenoles, lo cual hace del kale un alimento funcional con potencial
prebibtico que podria contribuir en gran medida para que los individuos que cursen
0 no con alguna patologia los integren como estrategia en la busqueda de un estado

de eubiosis (52,53).

Mineral Por cada 100 g (Usda)
Calcio 254 mg
Hierro 1.6 mg
Magnesio 32.7mg
Fosforo 55mg
Potasio 348mg

Tabla 1 Contenido de minerales en vegetal kale.
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Nutriente Por cada 100 g (Usda)
Energia 35 kcal
Proteina 292¢g
Lipidos 1.49¢
Carbohidratos 442 g
Fibra dietética 419
Glucosa 04g
Fructosa 049
Tabla 2 Contenido nutricional de vegetal kale.
Vitaminas Por cada 100 g (Usda)
Vit C 93.4 mg
Timina 0.113 mg
Riboflavina 0.347 mg
Niacina 1.180 mg
Acido pantoténico 0.37 mg
Vit B6 0.147 mg
Vit E 0.66 mg
Folato 62 ug
Vit A 241 ug
Vit K 390 ug
Betacaroteno 2870 ug

Tabla 3 Contenido de vitaminas en vegetal kale.
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1.7.1 Fitonutrientes

Las frutas y vegetales son indispensables para nuestro organismo ya que nos
proporcionan nutrientes como vitaminas, minerales y antioxidantes; sin embargo de
acuerdo con Ames y cols. a inicios de la década de los noventa ademas de estos
hay otros nutrientes que nos otorgan los vegetales, estos son los fitoquimicos o
fitonutrientes, de manera general son los pigmentos que dan color a las frutas y
vegetales, estos como lo describe su nombre de origen griego “fito” (planta) son
guimicos en las plantas y son compuestos bioactivos que podemos encontrar tanto
en frutos, vegetales y granos (54). Dando continuidad a estudios previos Balch y
cols. describen en 1999 que hasta entonces ya se habian identificado por lo menos
5,000 tipos de fitonutrientes en el planeta pero se cree que aun hay mas,
actualmente se ha evidenciado que uno de sus beneficios que otorga el consumo
de fitonutrientes es la disminucion del estrés oxidativo que inducen los radicales
libres en un individuo. Los humanos al respirar oxigeno, como parte del metabolismo
diario pueden conllevar a la formacion de radicales libres de oxigeno, y estos
pueden dafar células y tejidos del cuerpo, debido a sus efectos se recomienda a la
poblacion en general consumir alimentos que contengan variedad de colores y asi

procurar el mayor consumo de fitoquimicos (55)
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1.7.2 Polifenoles

El efecto protector que otorgan una gran variedad de alimentos ha sido atribuido
a la presencia de fitoquimicos los cuales son compuestos bioactivos que ejercen
accion antioxidante, entre los cuales se destacan los polifenoles, estos son
productos secundarios del metabolismo de los vegetales, y forman un gran grupo
de fitoquimicos (56). Se consideran compuestos fenélicos (polifenoles) aquellos en
los cuales hay al menos un fenol unido a uno o0 mas grupos hidroxilos (57). Pueden
unir varias moléculas incluyendo glucésidos en distintas posiciones lo que da como

resultado diversos tipos de polifenoles (56,58)

A los polifenoles en especifico podemos encontrarlos mayormente en frutas y
verduras, incluyendo las cruciferas. Estos compuestos son producto del ciclo
shikimico de las plantas y tienen como finalidad otorgar proteccion a las mismas
ante depredadores ademas de ser los responsables de brindarles su coloraciéon. Se
ha dado mayor importancia al estudio de los polifenoles encontrados en uvas, tés y
verduras cruciferas en su mayoria debido a la actividad antioxidante que muestran.
Al ser consumidos por el ser humano no tienen actividad nutriente propiamente, sino
qgue, dichos compuestos son metabolitos secundarios que promueven que la

actividad metabdlica de un individuo sea la adecuada para la homeostasis (55,59)

Se pueden encontrar clasificados en distintos metabolitos que se conocen como

polifenoles, flavonoides y acidos fendlicos principalmente (60,61).
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dependiendo de la cantidad de anillos fenol que tienen, y también de acuerdo con

su ruta biosintética. (Figura 5).

POLIFENOLES

Estilbenos / \ Acidos Fendlicos

0 OH ™ ™,

OH ™
Acido cafeico
8]

L 4 . HOD/\“/LOH
Flavonoides o
» Acido Ferilico
O « Acido Cumarico
« Acido Syringico
! « Acido Vanilico

2 Antocianidinas
R3 R1

OH
HO
O
b=
49
OH

Flavanos

o Flavanoles ,

R
on Isoflavonas Flavonoles

R2
OH

Figura 5. Diagrama de clasificacion de polifenoles y sus estructuras (Villanueva M. 2023).

Tras diversos estudios se ha estimado que la recomendacion de consumo de
polifenoles para la poblacion en general es de 0,9 g por dia y asi promover efectos
en el organismo como reduccion de enfermedades cardio vasculares (ECV) y

diabetes mellitus tipo Il (62).

De acuerdo con la comunidad cientifica las ECNT se consideran actualmente la
mayor amenaza para la salud publica y se han vuelto un blanco para buscar

estrategias de prevencion y manejo nutricional, la evidencia nos dice que esta

24



problematica esta estrechamente relacionada a alteraciones inflamatorias y
metabdlicas. Dentro de las recomendaciones a las cuales mas acuden los
profesionales de la salud que lidian con estas dificultades se encuentra el consumo
de probibticos acompafiados de prebidticos para aumentar su actividad en el

organismo humano y contribuir en la modulacién de la Ml (55).

Hoy se considera a una nueva clase de prebio6ticos los cuales se conocen como
compuestos fendlicos, estos al ser consumidos se transforman en metabolitos
secundarios por la Ml y se ha observado que estimulan poblaciones de
Akkermansia, Bifidobacterium y Lactobacillus principalmente en el tramo del colon,

a expensa de bacterias que son altamente patégenas.

1.8 Técnica de microencapsulacién por gelacion iénica

La aplicacion comercial de las microencapsulaciones tuvo su origen en 1930, el
objetivo era retener sustancias bioactivas en una matriz para su proteccion ante
condiciones ambientales, una microencapsulacién consiste en crear una membrana

semipermeable y esférica que rodee a un liquido o sélido (63)

Existen actualmente numerosas técnicas y materiales para elaborar microcapsulas
en relacién al material de pared, entre los mas usados se encuentran el alginato de
sodio, quitosano, gelatina y goma arabica, la mayoria con un mecanismo de
liberacidbn mecénico; para elegir el método de microencapsulacién es importante

verificar que la barrera no debe ser reactiva con el material a encapsular, esta debe
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garantizar la maxima proteccion a la matriz interna y permitir su liberacién por los

mecanismos adecuados (64)

El alginato de sodio (AS) actualmente es uno de los ingredietes mas empleados en
la industria alimentaria para encapsular, la sal de sodio cuenta con alta solubilidad
en agua fria y una especial transicion solucion-gel de forma instantanea cuanto esta
en contacto con el idn calcio, lo anterior de acuerdo con Funami y cols. en 2009. El
AS es un biopolimero con excepcionales caracteristicas para encapsular, dicho
proceso es conocido como gelacion idnica, el cual se disefi6 para inmovilizar
células bacterianas ya que no necesita temperaturas elevadas ni disolventes, para
ello se han utilizado biopolimeros aniénicos para material pared (65). En este tipo
de procesos destaca también el uso de la goma gelana bajo acilo (GBA) la cual se
caracteriza por formar geles fuertes, pero en determinado momento se vuelve
guebradiza, en contraste el AS es un polisacarido natural extraido de algas,
principalmente Laminaria hiperbérea, también puede ser producida por

Pseudomona fluorescens y Pseudomonas putida (66,67).

El método de gelacion idnica esta basado en interacciones entre hidrocoloides y se
usa habitualmente para encapsular y asi prevenir un posible dafio de compuestos
bioactivos presentes en alimentos, un ejemplo serian los jugos citricos y asi evitar

su degradacién por su corto tiempo de vida util (68).

En la industria alimentaria se tiene el inconveniente con relaciéon al tamafio, ya que
representa una dificultad generar microcapsulas muy pequefas por la viscosidad de
los componentes, sin embargo, tratandose de bacterias probidticas resulta ser

conveniente que sean de mayor tamafo ya que se ha observado que ese supuesto
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inconveniente resulta dar mayor proteccion ante condiciones gastricas aumentando
el tiempo necesario para degradarse, la evidencia dice que el tamafio ideal deberia
estar en un rango >350 um de didmetro dependiendo del microorganismo que

albergara (66,69).

El AS esta compuesto por acido D-manuronico y L- gulurénico, es poco soluble en
presencia de agua lo que le da su caracteristica viscosa, el pH tiene influencia en
las soluciones de alginato presentando inestabilidad por arriba de pH 10 (Fig. 6). El
mecanismo de gelificacién se lleva entre grupos carboxilos con valencias primarias
y grupos hidroxilos, que actlian como un sitio de union para iones de calcio,

produciendo una estructura tridimensional (65) (Fig. 7).
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O (1—4)-a-L-guluronate

Figura 6. Estructura quimica del Alginato de Sodio (Cruz Pacheco, 2007).
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Figura 7. Esquema reaccion de Alginato de Sodio en presencia de Cloruro de Calcio
(Villanueva M. 2023).
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2. JUSTIFICACION

Recientes estudios han evidenciado que uno de los factores que predisponen el
padecimiento de ECNT es un cambio en MI de los individuos, lo que pone de
manifiesto el interés por conocer los mecanismos por los cuales se podria modular
un cambio positivo en la MI. Se sabe que la dieta juega un papel importante para
esta regulacion un ejemplo de estos son los alimentos conocidos como probidticos
y prebioticos debido a que influyen en la composicidén bacteriana del hospedero. Sin
embargo, el transito de estos componentes por la via digestiva es un factor
determinante para dicha funcién. El consumo de Lactobacillus spp. como probioético
ha favorecido no solo para la modulacion del equilibrio bacteriano en el tracto
intestinal, cuando se combina con un prebidtico adecuado contribuye también al
fortalecimiento del sistema inmune; la col conocida como kale (Brassica oleracea
var. sabellica) es un alimento funcional que otorga multiples beneficios al ser
consumido y cumple las pautas para ser tomado en cuenta como prebiético. La
implementacion de técnicas tales como la gelacion i6nica se han caracterizado por
favorecer la estabilidad de los compuestos inmovilizados, resistencia a condiciones
gatrointestinales, viabilidad en condiciones de congelacion y mayor vida de anaquel.
En este sentido la implementacion de microcapsulas mediante gelacion ionica que
generan la inmovilizacién de bacterias probi6ticas y compuestos prebidticos nos

podria garatizar un efecto benefico en sitios especificos.
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3. HIPOTESIS

La microencapsulacion por gelacién iénica de kale (Brassica oleracea var.
sabellica) y Lactobacillus spp permitira mantener las caracteristicas estructurales

del vehiculo, lo que permitird su posible uso como simbiético.
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4. OBJETIVOS

a. Objetivo general

Disefar una microcapsula por medio de gelacion ionica a base de kale (Brassica

oleracea var. sabellica) y Lactobacillus spp. con un posible efecto simbidtico.

b. Objetivos especificos

1. Cuantificar el contenido de polifenoles totales de kale (Brassica oleracea var.
sabellica) comercial marca Euphoria mediante método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu.

2. Elaborar microcapsulas mediante gelacién i6nica en presencia Kale
liofilizado y Lactobacillus sp.

3. Evaluar mediante técnicas de microscopia la morfologia de la superficie,
estructura interior y soporte de las particulas inmovilizada de la microcapsula
expuestas a diferentes temperaturas.

4. Determinacion viabilidad de Lactobacillus sp. posterior al atrapamiento

mediante gelacion idnioca
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5. METODOLOGIA

5.1 Material vegetal y obtencion de extractos

Para el proyecto se ultilizé col rizada (Brassica oleracea var. sabellica) 6rganica en
polvo marca comercial (Euphoria) en presentacion de 200 g. Se llevaron a cabo dos
tipos de tratamiento para obtener el extracto metanolico y extracto acuoso como se

describen a continuacion.

Para la obtencion del extracto metandlico se utilizaron 25 g de kale en polvo, los
cuales se extrajeron mediante maceracion con metanol (MeOH) durante 2 horas a
temperatura ambiente por triplicado. El disolvente fue eliminado mediante el uso de
un rotaevaporador a presion reducida, al finalizar el proceso de rotaevaporacion se
adiciono al matraz 20 mL de MeOH agitando suavemente para desprender la
muestra de las paredes, al resto del extracto no recuperado del matraz se le
agregaron 10 ml de hexano. Ambas fases se dejaron evaporando a temperatura

ambiente.

Las fases obtenidas de metanol y hexano se concentraron para llevar a cabo una
extraccion liquido - liquido agregando a cada extracto 20 ml de disolvente
respectivamente para ser colocados a embudo de separacién y colocar ambas fases
nuevamente a rotaevaporador a presion reducida para obtener el rendimiento y
posteriormente cuantificar los polifenoles totales siguiendo la metodologia de

Jurado y cols; 2016.

Con la finalidad de obtener muestras libres de metanol y hexano se procedio a

realizar una segunda extraccion a base de agua.
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Para el extracto acuoso se prepararon 30 mL de solucién al 1 % de kale en polvo
de la marca comercial y se coloco en agitacion durante 2 horas a temperatura
ambiente (metodologia modificada de Petigny y cols., 2014; Liu y cols., 2014,) una

vez transcurrido el tiempo se filtré a vacio.

Posteriormente para ser liofilizados se colocaron 30 mL del extracto en frascos
LABCONCO de 600mL y con ayuda de nitrogeno liquido se congelaron a -40 °C
tratando de obtener una capa delgada y homogénea de extracto en la pared del
frasco, a continuacion los frascos fueron colocados en la liofilizadora LABCONCO®

por un periodo de 5 horas aproximadamente.

5.1.2 Cuantificacién de polifenoles totales mediante el método de Folin-

Ciocalteu

Para determinar el rendimiento de los extracto metandlico, hexanico y acuoso, se
utilizé el método colorimétrico Folin-Ciocalteu siguiendo la metodologia de Jurado y

cols., 2016 misma que esta basada en Singhleton y cols; 1999.

5.1.3 Preparacion de la solucion.

El reactivo Folin-Ciocalteu de Sigma-Aldrich fué preparado en una dilucion 1:2 con
agua destilada, se colocdé en un frasco color ambar protegiendolo de la luz,
enseguida se prepard una solucion de bicarbonato de sodio al 7,5% adicionando

1.5 g de NaHCOsa 20 mL de agua destilada.
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Para elaborar la curva de calibracién se utiliz6 como control el acido gélico Sigma
— Aldrich a partir de una solucién stock de 1 mg/mL y se realizaron diluciones en

serie de 100, 75, 50, 25,10y 5 pg /mL.

5.1.4 Desarrollo de la cuantificacion por el metodo Folin-Ciocalteu

Para determinar la cantidad de polifenoles se siguio la metodologia descrita por

Jurado y cols. 2016.

De los extractos obtenidos (metandlico, hexanico y acuoso) en un vial ambar se
adicionaron 300 pL de cada dilucion méas 225 uL del reactivo Folin Ciocalteu 1 N
(diluido 1:2 con H20) y se dejo6 reposar durante 5 minutos, luego se agregaron 225
ML de bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 20% y 900 pyL de H20, se homogenizo
cada vial y se dejé reposar 30 minutos a temperatura ambiente y en ausencia de
luz. Por altimo se adicionaron 200 pL de cada muestra en una placa de 96 pozos y
se leyd a A 760 nm en un equipo de lector de placas Multiskan. Adicionalmente se

usé agua como control negativo.

Para el andlisis estadistico se determind la ecuacion de la recta de la curva de
calibracion del acido galico, por interpolacion se determinaron valores de las

muestras, expresado en mg de acido galico/ 100 g de extracto (mg E.A.G./100g E.)
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5.2 Estandarizaciéon de la Técnica de inmovilizacion por gelacion iénica

Para el disefio de las capsulas mediante la técnica de gelacion ionica, se prepararén
distintas concentraciones de Alginato de Sodio marca Cosmopolita (1.3%, 1.5% vy
2% ) disuleto en 10 mL de agua destilada. Posteriormente se realizé una solucion
de cloruro de calcio al 5% en un volumen final de 200ml. La mezcla de alginato de
sodio se dejo caer por goteo mediante el uso de una bomba peristaltica de la marca

INTELLAB sobre la solucion cloruro de calcio a temperatura ambiente.

Una vez formadas las microcapsulas se elimino el exceso de cloruro de calcio

mediante lavados con agua destilada.

5.3 Evaluacion de la estabilidad de las microcapsulas en distintas condiciones

de temperatura.

Posteriormente para determinar la resistencia de las microcapsulas (superficie e
interior) estas fueron almacenadas bajo diferentes condiciones de temperatura
(Temperatura ambiente, refrigeracion, congelacion), durante 15 dias. Transcurrido
el tiempo de las microcipsulas de tratamiento. se realizaron evaluciones mediante

técnicas de microscopia 6ptica, de barrido ambiental y confocal laser.
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5.4 Inmovilizacion de extracto de kale mediante la técnica de gelacion iénica

Para detrminar la capacidad de soporte de moleculas dentro del interior de la
microcapsula, se disefiaron microcapsulas en presencia de distintas
concentaciones de Kale, organico comercial en presencia de AS, siguiendo la

metodologia previamente descrita para la elaboracién de microcapsulas.

5.5 Activacion de consorcio de bacterias probiodticas (Lactobacillus lactis

delbruecki, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus)

Para la activacion de las cepas del consorcio de bacterias probidticas usadas
tipicamente para la elaboracién de yoghurt marca ALCATRAZ, se agregarén 500 ug
de consorcio liofilizado en leche organica y se incubd durante 24h a 37°C en en
atmosfera microaerofilica (5% de O2) en un contenedor de anaerobiosis marca
MERK. Para generar las condiciones de anaerobiosis se utiliz6 un sobre de
GasPak- Merk, posteriormente la biomasa obtenida de las bacterias probidticas
previante activadas se resembré en medio liquido MRS (Man, Rogosa and Sharp)
e incubo bajo las condiciones antes descritas por 24 horas. Una vez obtenida la

biomasa se almacen6 en condiciones de refrigeracion (4°C) hasta su uso.
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5.5.1 Determinacion de caracteristicas morfologicas y bioquimicas de

bacterias probioticas

Para confirmar la presencia de (Lactobacillus lactis delbruecki, Lactobacillus
bulgaricus y Streptococcus thermophilus) de la biomasa obtenida anteriormente se
llevé a cabo la prueba bioquimica de catalasa mediante la adicion de perdxido de
hidrogeno sobre la muestra bacteriana de la biomasa obtenida. A continuacion se
llevo a cabo la evaluacién de caracteristicas morfolégicas mediante tincion de Gram

siguinedo el protocolo descrito por Hans Christian Gram (1884). La observacion de las

béacterias se realizé mediante microscopia 6ptica a 100X.

5.6 Cinética de crecimiento de bacterias probidticas en presencia de

polifenoles totales de extracto acuoso de Kale comercial

Para determinar el efecto prebiético de los polifenoles totales del kale obtenido del

la muestra de Kale comercial, se llevd a cabo una cinética de crecimiento.

Se prepararon en tubos soluciones de caldo MRS con distintas concentraciones de
extractd acuoso de Kale (0.2%, 0.4% y 0.6%), posteriormente se adicionaron 500
ML de cepas del consorcio de bacterias previamente activadas y se dejo incubar
durante 24h a 48h. Se consideraron como controles negativos caldo MRS, caldo
MRS con BAL y caldo MRS con las concetraciones de extracto de kale previamente

descritas.
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Posteriormente se tomaron 200 uL de cada muestras cada dos horas a partir del
tiempo O hasta las 48h y se colocaron en placas de 96 pozos para su lectura a

620nm.

5.7 Microencapsulacion de bacterias probidticas en presencia de kale

Una vez obtenida la estabilidad de la microcapsula en presencia de kale, se

prosiguié a realizar el atrapamiento del consorcio probidtico.

Para determinar la capacidad de microencapsulacion de bacterias probioticas en
presencia de kale, se siguio la metodologia antes mencionada en el proceso de
microencapsulacion, adicionando a la mezcla 1mL de bacterias probidticas, kale al
1% vy alginato al 1.3%. La soluciébn se mantuvo en agitacion brevemente en un
agitador magnetico marca BIOSAN para asegurar su homogeneidad, enseguida se
retir6 del agitador magnetico y se dejo caer por goteo con ayuda de una bomba
peristaltica marca INTELLAB sobre una solucion de cloruro de calcio al 5%
(previamente estandarizada), las microcapsulas recuperadas se separaron en 4
lotes, se colocaron en recipientes esteriles y se procedio a almacenar en diferentes
condiciones durante 15 dias a temperatura ambiente, refrigeracion y congelacion
respectivamente. Adicionalmente se separa un Ultimo lote para procesarlo en

condiciones de deshidratacion.
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5.8 Evaluacion morfologica de la microcapsulas mediante microscopia 6ptica,

de barrido ambiental y confocal laser

Para evaluar la formacion de las microcapsulas en distintas concetraciones de AS
se utiizd microscopio invertido modelo DMi8 Leica con objetivo 10X y 40X, y asi

comprobar que porcentaje de AS otorgaba mayor estabilidad.

Posteriormente se evalud la estructura superficial y estabilidad interna de las
microcapsulas en presencia de Kale. Poterirmente se evalud el atrapamiento y

vibilidad de las bacterias probiéticas.

Una vez evaluada la morfologia de las microcapsulas compuestas con Kale y el
consorcio bacteriano se prosiguio al analisis estructural en diferentes condiciones
a las que se sometieron las microcapsulas (recien elaboracién, refrigeracion y
congelacion) mediante microscopia optica con un Estereomicroscopio Olympus
MVX10 con objetivo 1X, iluminacion tipo luz blanca y acoplado a camara Olympus
XM10 CCD. Para llevar a cabo la microscopia electrénica la cual tiene como objetivo
ver a detalle la estructura de la muestra sin necesidad de aplicar tratamientos que
podrian alterar o dafar el objeto de estudio, se colocaron las muestras en stubs de
aluminio con cinta conductora de carbono de doble cara y fueron observadas
directamente bajo un Microscopio electronico de barrido ambiental (Carl Zeiss, EVO
LS10, Alemania) con un voltaje de aceleracion de 15 kV y una presion de 70 Pa. Se
utilizd un detector de electrones retrodispersados (NTS BSD), las imagenes se
obtuvieron en escala de grises y se almacenaron en formato TIFF con una

resolucién de 1024 x 768 pixeles. De igual forma, y para identificar los componentes

39



de las microcapsulas gracias a la fluorescencia que emiten, cada muestra se monto
en portaobjetos de vidrio y se observdo mediante un CLSM (Carl Zeiss, LSM800,
Alemania) acoplado a una AxioCam HD color (Carl Zeiss, Modelo 305, Alemania).
Se utilizo el software ZEN (Zeiss efficient navigation) version 2.6 Blue edition. Se
adquirieron las micrografias con objetivo apocromético de 5X y 20X, apertura
numérica de 0.8 y 1.3 respectivamente, todas se almacenaron en formato TIFF con
una resolucion de 2048 x 2048 pixeles, por ultimo se colocaron sobre portaobjetos
de vidrio y se observaron mediante un CLSM (Carl Zeiss, LSM800, Alemania) con

platina motorizada (X,Y,Z). Se utiliz6 el software ZEN (Zeiss efficient navigation) version 2.6
Blue edition. Se adquirieron las micrografias con objetivo apocromético de 20 X, apertura
numérica de 0.8 (valor adimensional), se utiliz6 la herramienta “lambda mode” para
identificar autofluorescencia en las muestras para lo cual se emplearon los laseres de
estado sélido a 488 (verde) y 640 nm (rojo) a 5 % de excitacién y un pinhole de 0.8 AU (Airy
unit). Para la prueba de viabilidad se utilizarén como contratinciones Naranja de Acridina y

Yoduro de Propidio III.

5.9 Evaluacién de la viabilidad del consorcio probiético microencapsulado

Para evaluar la viabilidad de Lactobacillus spp. posterior al atrapamiento las
microcapsulas se matuvieron en refrigeracién (4°C, -18°C) durante 15 dias, A
continuacién se sometieron a una prueba de fermentacion en leche y medio MRS.
Se colocardon 20 mL de leche y 20 mL de medio MRS a los cuales se le incorporarén

15-20 microcéapsulas, se dejaron en refrigeracién por 48hrs y posteriormente se
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evalu6é el cambio de pH en cada tratamiento para determinar el proceso de
fermentacionen, asi mismo se andlizaron las caracteristicas organolepticas de la

leche.

Posterior al a la refrigeracion las microcapsulas fueron evaluadas mediante
microscopia electronica confocal laser bajo la metodologia descrita con anterioridad
para microscopio confocal afiadiendo la aplicacion de 2 contratinciones; Naranja de
acridina la cual tiene afinidad para unirse al material genético de organismos Vvivos
tornandose verde y Yoduro de Propidio Il quien se une al nucleo celular de

organismos no vivos emitiendo color naranja o rojo.

5.10 Deshidratacion de microcdpsulas candidatas a simbi6tico (Bacterias

probidticas y Kale comercial)

Para determinar la resistencia o cambios estructurales las microcapsulas bajo
condiciones de deshidratacion, se realiz6 a las capsulas previamente evaluadas un
proceso de secado mediante secado en lecho fluidizado. Para llevar a cabo la
deshidratacién se construyd un secador cuyo diagrama se muestra en la figura 8.
Se colocaron 20 capsulas humedas en el secador y se hizo pasar una corriente de
aire a temperatura ambiente. La velocidad de flujo de aire se mantuvo constante
durante cuatro minutos y se dio reposo de 1 minuto, se repitio el proceso hasta
alcanzar el tamafio deseado, el tiempo de secado fue de 2 h aproximadamente para

el lote de capsulas.
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Figura 8. Esquema del deshidratador.
(Villanueva M. 2023).
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6. RESULTADOS

6.1 Curvas de calibracion de Acido Galico para cuantificacion de polifenoles

Los resultados obtenidos para la determinacién de polifenoles totales mostraron una
R2de 0.98, y la ecuacion de la recta y=0.0042x + 0.0386 (Gréfica 1) para el extracto
metandlico y una R?de 0.99, y la ecuacioén de la recta y=0.0041x + 0.0548 (Gréfica

2) para el extracto acudso, otorgando en ambas un nivel de confiabilidad aceptable.

) Curva de calibracion
Acido Galico en extracto metandlico.

0.500 -

0.400—

0.300-

y = 0.0042x + 0.0386

0.200— R2 = 0.9885

Abs 760 nm
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Grafica 1. Curva de calibracion del A.G. en MeOH.
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Gréafica 2. Curva de calibraciéon del A.G en H20.

6.2 Cuantificacion de polifenoles totales en Kale

Los resultados obtenidos demostrardn que en cada 100 g de extracto metandlico de

kale comercial hay un contenido de1224 mg de polifenoles totales.

En el extracto acuoso de kale se calculé que cada 100 g de extracto de kale

comercial contiene 870 mg de polifenoles totales. (Tabla 4).
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Contenido de polifendles totales en extracto metandlico y extracto
acuoso de Kale comercial.

. . . Contenido de
Absorbancia Concentracion Concentracion

Muestra Promedio AG (ug/ml) AG (10 mg/mi) po"ng/If:o(;g Eq Desviacion S
KC-MeOH 0.4356 94.52 0.095 950 +0.036
KC-Hex 0.154 27.48 0.027 274 +0.030

1224
KC-H20 0.3865 80.90 0.081 810 +0.071

Tabla 4. Polifenoles totales del extracto metandlico y acuoso de kale marca
Euphoria.

6.3 Morfologia de la microcapsula

En la figura 9 se observa una esfera uniforme, con barrera externa libre de poros
sin endiduras o dafios aparentes, lo que permite demostrar que la concetracién de
Alginato (1.3 %) presente en la microcapsula es la concetracion idonea para la

generacion de la esfera.

En la figura 10 se muestra la eficacia del atrapamiento de las particulas de kale, en
la microcapsula al 1.3% de Alginato, las flechas azules sefalan la pared estable y

sin dafios aparentes, asi como el liofilizado encapsulado.
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Figura 9. Morfologia de Microcapulas de alginato de sodio al 1.3% microscopia 6ptica 40x.
Las flechas indican la formacion de la barrera externa.

“—

s

Matriz

Principios activos
(Xale)

Figura 10. Morfologia de Microcapulas de alginato de sodio al 1.3% y Kale al 1%.
Microscopia optica 10x. Las flechas indican la posicién de los componentes que conforman

la estructura.
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Las microcapsulas se dividieron en 3 lotes para ser evaluadas en condiciones

ambientales (recien elaboradas, refrigeracion 42C y congelacion -18°C por 15 dias).

La microscopia Optica demostro la formacion de una barrera definida y estable en
las microcapsulas recien elaboradas como se observa en Fig.11A; La barrera esta
constituida por una doble capa de alginato, permitiendo el recubrimiento de las
moleculas atrapadas. En la fig. 11B se observan el interior de la microcapsula de
recien elaboracion y se identifica la presencia de particulas de kale liofilizado
(sefialadas mediante un circulo azul). Por otro lado las microcapsulas posterior a 15
dias en refrigeracion fig. 11C , mantuvieron la barrera y como se observa en la fig.
11D se mantiene la proteccion de la matriz interna de la microcapsula, protegiendo
las particulas de kale liofilizado, Sin embargo se logra observar la presencia de
algunos dafios en la pared de la capsula, esto se debe posiblemente a el agua que
se utilizad para la elaboracion de la micropacsula, la cual esta sometida a
temperatura de refrigeracion. En la fig.11E se observé que la microcépsula posterior
a 15 dias en congelacion logré mantener la barrera de alginato de sodio y en su
interior fig. 11F se aprecia la presencia de restos de kale liofilizado (circulo azul),
Asi mismo se logra observar la presencia de cristales de agua que se produjeron

durante el proceso de congelacion (circulo rojo) .
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Fig. 11 Microcipsulas sometidas a distintas temperaturas. A) Microcapsulas evaluadas
posterior a su elaboracién, se observa la formacion de una barrera estable y sin dafos. B)
presencia de restos de Kale en el interior del vehiculo recién elaborado. C) microcapsulas
posterior a 15 dias de refrigeracion, se observa la persistencia de la barrera externa sin
dafios. D) Interior de vehiculo posterior a 15 dias en refrigeracion donde se observa la
permanencia del kale en el interior de la matriz. E) microcdpsula luego de 15 dias en
congelacion, hubo resistencia de la pared externa sin fisuras. F) se aprecia la presencia de
Kale y cristales en el interior de la microcapsula sometida a periodo de congelacion.
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6.4 Identificacién bioquimica de consorcio probiético (Tincion de Gram )

La figura 12 muestra la presencia de bastones (flecha negra) y cadenas de coco
(flecha roja) Gram positivos, caracteristicas de Lactobacillus lactis delbruecki,
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus, que corresponden al

consorcio de bacteriano.
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Fig 12.Evaluacion morfoldgica y bioquimica de béacterias probidticas.

6.5 Cinética de crecimiento del consorcio de bacterias probioticas

utilizadas en microencapsulacion

Con los datos obtenidos de la lectura a 620nm se realiz6 el analisis estadistico de
varianza ANOVA con prueba de Tukey en el programa INFOSTAT. El kale comercial
al 0.4% promueve el crecimeinto bacteriano a partir de las 2h de incubacion, y este
se mantiene hasta las 48h con respecto a los controles en Medio MRS y Medio MRS

adicionado con bacterias probidticas. Demostrando el efecto prebidtico de los
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componentes del liofilizado comercial sobre las bacterias probidticas presentes en
el consorcio. En la tabla 5 se observa el analisis estadistico en donde se resalta en
color gris los resultados estadisticamente significativos de la hora 6 donde se
observa que el tratamiento al 0.4% es mas efectivo para la induccién del crecimiento
de las bacterias probiéticas con respecto a los otros tratamientos, mismo efecto se

logra observar en la hora 8.

Crecimiento de bacterias probidticas durante 48 horas en presencia de MRS y kale comercial en distintas concentraciones y cinco

controles.

Muestra / Tiempo 2 hrs 4hrs 6 hrs 8 hrs 24 hrs 48 hrs
Control 1 MRS 010 + 003 [010 + 0032|010 + 003 [008 + 0.00122|0.07 + 0.012(0.09 + 0.0023°
Control 2 MRS + BAL 014 4+ 001 [0.17 + 0.04* 015 4+ 002* [0.14 4+ 003 [1.17 4+ 0.05°|1.19 + 0.09°
Control 3 MRS + Kale 2% | 0.12 £+ 0.03* |0.12 4+ 003|012 + 0.02° | 012 £+ 0.02° |0.12 4+ 003|012 + 0.03°
Control 4 MRS + Kale 4% | 0.12 4+ 0.03* |013 £+ 0022|013 + 0.03 |012 + 0.01® |012 4+ 0022|012 + 0.01°
Control 5 MRS + Kale 6% | 0.13 £+ 0.03* |013 £+ 003|013 + 003|010 + ©0* 010 £ 0.01?|0.11 + 0.00058
MRS + KALE 0.2% + BAL | 0.19 + 0.06 |0.20 + 0.04° 021 4+ 0.08 [017 + 0.02* |1.24 + 0.06°[142 + 0.06°
MRS + KALE 0.4% + BAL | 0.19 + 0.06* |0.28 + 0.07% 034 + 006®|057 + 025" [1.38 4+ 0.11°|1.43 + 0.06°
MRS + KALE 0.6% + BAL | 0.15 + 0.0028*|0.16 + 0.01 [0.16 + 0.012 [0.17 + 0.012 |044 + o0.12°(049 + o0.1°

Tabla 5. Analisis estadistico de cinética de crecimiento.
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En la siguiente grafica se muestra el crecimiento temprano y mas duradero con la

concentracion 0.4% de liofilizado de extracto acudso de kale.

Crecimiento de bacterias probidticas en presencia
de liofilizado de extracto acuoso de kale.

K0.2%+BAL =K O0.4%+BAL =K 0.6%+BAL = MRS+BAL

= MRS MRS+K 0.2% = MRS+K 0.4% = MRS+K 0.6%
1,5

0,5

Abs
Longitud de onda: 620 nm

2 horas 4 horas 6 horas 8 horas 24 horas 48 horas

Grafica. 3. Crecimiento de consorcio bacteriano en presencia de liofilizado de

extracto acuoso de kale.
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6.6 Evaluacién morfolégica de microcapsulas adicionadas con Kale y

bacterias probioticas

En la figl3C se observa la presencia de bacterias probidticas posterior al
trapamiento, las flechas azules sefialan estructuras bacilares en el interior de la
microcapsula, corroborando nuevamente que la concentracién usada de alginato de
sodio (1.3%) cuenta con la capacidad de atrapar en su interior estos

microorganismos para su proteccion.

6.6.1 Tamafo promedio de microcapsulas adicionadas con Kale y bacterias

probidticas de acuerdo con las condiciones ambientales temperatura

Posterior a los tratramientos se observaron cambios en la estructura de las
microcapsulas que estuvieron expuestas a diferentes temperaturas, principlamente
el efecto que se observo es en el tamafio de la microcdpsula. Mediante el programa
“Imaged” se determinaron los siguientes tamafios; microcapsulas recien elaboradas
4.19mm @, microcapsulas refrigeradas durante 15 dias 4.37mm @, microcapsulas
congeladas durante 15 dias 4.70mm @ y microcapsulas deshidratadas
disminuyeron en mas de 40% su diametro promedio el cual fue de 2.17mm. En la
tabla 6 se presentan los datos con desviacion estandar para determinar los

promedios de diametro antes mencionados.
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Tamafio de Capsulas a base de AS, Kale y Bal en diferentes
condiciones de temperatura.

Capsulas Diametro de DS
Feret (mm)
Recien elaborada 4.19 1+ 0.38
Refrigerada 4.37 + 0.25
Congelada 4.70 1+ 0.45
Seca 2.17 + 0.19

Datos incluyen media + la D.E

Tabla 6. Tamafio de microcapsulas sometidas a distintas condiciones ambientales.

6.6.2 Evaluacién morfolégica de microcédpsula adicionadas con Kale y

bacterias probioticas recién elaboradas

Posterior a la elaboracion de las microcapsulas se lograron obtener microcapsulas
de tamafo promedio de 4.19 mm (tabla 6), resultado obtenido mediante el programa

“ImageJ’.

Como se observa en la fig 13A las microcapsulas recien elaboradas presentaron
una estructura esferica sin dafios aparentes en los bordes. En la fig 13B se aprecia
el tamafio de 3.88mm de la microcapsula, asi como la extructura en forma esférica
sin fisuras ni poros en la superficie. La fig 13C demuestra en un corte transversal
la presencia del consorcio bacteriano identificado mediante flechas azules, las
caracteristicas de las bacterias probidticas son similares a las reportadas por

Hernandez et. al, Zapata y cols. 2019.
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HT)
Mag= 1.00KX Detector = NTS BSD EHT = 15.00 kV &j

Fig.13 (A) Microscopia obtenida en estereomicroscopio con objetivo 1X de microcapsula
compuesta de AS al 1.3%, Kale 1% y consorcio de Lactobacillus recien elaboradas donde
se muestra forma estable, esferica, con superficie lisa, sin fisuras ni fugas aparentes, (B)
Microscopia de barrido ambiental donde se observa estructura de forma esferica de 3.88
mm de diametro con pequefios bordes sin fisuras ni dafio aparente (C) se observa el interior
de la microcpsula a escala de 10um con objetivo 1.00 K X donde se sefiala con flecha la
presencia de bacterias con caracteristicas prebioticas Hernandez et. al, Zapata y cols. 2019.
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6.6.3 Evaluacién morfologia de microcapsula adicionadas con Kale y

bacterias probioticas posterior a 15 dias en refrigeracion

El tamafio promedio obtenido posterior a los 15 dias en refrigeracion fue de 4.37mm
(tabla 6) resultado obtenido con ImageJ, en la fig. 14A se observa microscopia
Optica con objetivo de 1X donde se aprecia que permanecié la forma esférica del
vehiculo, no se observan hendiduras ni rugosidades, en la fig 14B se muestra
imagen de microscopia de barrido ambiental con objetivo de 21X en donde se
observa la estructura externa detallada de la microcapsula de forma esférica con
ligeras rugosidades, sin fisuras en superficie, el tamafio de la microcapsula es de
3.88mm, en la fig 14C se observa microscopia de barrido ambiental del interior de
la microcapsula a 10 um con objetivo 1.00KX donde se sefiala que continua la
presencia de microorganismos observados en vehiculos recién elaborados, en la fig
14D se aprecia por microscopia confocal en escala de 500um la auto fluorescencia
gue emiten los componentes de la microcapsula, en mayor cantidad el componente
gue fluorece en verde, el cual, con base en lo reportado por AS Zhu y cols. 2023 ,
Gomez—Mascaraque y cols 2023 se considera se trata de alginato de sodio, de igual
forma se observa presencia del segundo componente que fluorece en rojo (flecha)
el cual podria tratarse de compuestos fenolicos de acuerdo con lo reportado por

Espinosa- Veldzquez y cols 2016.
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Detector=NTSBSD EHT=1500kV &3

Fig. 14 (A ) Microscopia obtenida en estereomicroscopio con objetivo 1X de microcapsula
de AS al 1.3%, Kale 1% y consorcio de Lactobacillus refrigeradas la cual mantiene superficie
esferica lisa y sin dafo, (B) Microscopia de barrido ambientaldonde se observa estructura
con didmetro de 4.24mm de forma esferica con pequefios bordes manteniendose sin
fisuras, (C) se observa el interior de la microcdpsula a escala de 10um y objetivo de 1.00 K
X, se sefiala con flecha la presencia de bacterias (D) microscopia confocal donde se
aprecia por autofluorescencia la abundancia del componente AS (verde) Zhu et.al. 2023,
Gomez —-Mascaraque et. Al 2023 formando una cubierta (E) componentes de microcapsula
en escala de 100um donde se distingue la presencia de un segundo componente (rojo) el
cual se puede inferir como compuestos fenélicos Garcia y cols 2022, Khatib y cols. 2021
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6.6.4 Evaluacion morfoldégica de microcédpsula adicionadas con Kale y

bacterias probioticas posterior a 15 dias en congelacion

Las microcdpsulas que se mantuvieron 15 dias en congelacion mostraron un
tamafo promedio de 4.70mm (tabla 6), en la (fig. 15A) se observa microscopia
Optica que muestra aparicion de hendiduras y perdida de la forma esférica, hubo
perdida de liquido, lo que les da apariencia un poco rugosa, en la (fig. 15B) se
observa microscopia de barrido ambiental con estructura menos regular en
comparacién a las recien elaboradas y refrigeradas, son notorios bordes mas
pronunciados en la superficie, en la (fig. 15C) se muestra con microscopia de barrido
ambiental un corte de la microcdpsula donde se observan camaras de aire (flecha)
mismas gue son consecuencia del proceso de congelacion, en (fig.15D) se observa
con mayor cercania la formaciéon de camaras de aire (flecha) asi como restos de los
compuestos que se encuentran en el interior del vehiculo y la formacion de cristales
como consecuencia del proceso de congelacion, en la (fig.15E) se muestra imagen
obtenida con barrido ambiental donde se sefiala (con flecha) como se mantiene en
su interior la presencia de microorganismos. En la (fig.15F) se aprecia por
microscopia confocal en escala de 500um la auto fluorescencia que emiten los
componentes de la microcapsula, en mayor cantidad el componente que fluorece
en verde, el cual, con base en lo reportado por AS Zhu y cols. 2023 , Gomez —
Mascaraque y cols 2023 se considera se trata de alginato de sodio, de igual forma
se observa presencia de el segundo componente que fluorece en rojo (flecha) el

cual podria tratarse de compuestos fendlicos de acuero con lo reportado por
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Espinosa- Velazquez y cols 2016, tambien se sefiala la presencia de aire en el
interior de la microcéapsula debido al proceso de congelacion, en la (fig. 15G) se
observa microscopia confocal 100um donde se aprecia con mayor detalle la
presencia de ambos componentes mismos que se ha inferido se trata de AS (verde)

y compuestos fendlicos (rojo) Garcia y cols 2022, Khatib y cols. 2021.

i i )
Detsctor=NTSBSD EHT=1500kV  \F L 1.00K X Detector =NTSBSD ~ EHT = 15.00 kv L} i
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Fig. 15 (A) microscopia optica de Microcapsulas de AS al 1.3%, Kale 1% y consorcio de
Lactobacillus posterior a periodo en congelacion que presentan rugosidad y aparente dafio
en la barrera exterior como resultado de la baja temperatura, (B) Microscopia de barrido
ambiental donde se observa estructura con diametro de 4.031mm con bordes y pequefias
rugosidades en la estructura, (C) corte de microcapsula donde se observa la formacion de
camaras de aire como consecuencia de la congelacion. (D) corte de microcapsula con
objetivo de 45X donde se sefala ademas de las camaras de aire, los restos del componente
vegetal, (E) Microscopia de barrido ambiental donde se muestra la permanencia de
bacterias (F) microscopia confocal donde se aprecia por autofluorescencia la continuidad
de la abundancia del componente AS (verde) con la adiciébn de camaras de aire sefialada
con flecha (G) componentes de microcapsula donde se distingue a mayor detalle la
presencia del segundo componente (rojo) considerado como compuestos fendlicos
presentes en la microcapsula Garciay cols 2022, Khatib y cols. 2021

6.7 Viabilidad de Microcapsulas de AS al 1.3%, kale al 1% y consorcio de

Lactobacillus

Para comprobar la viabilidad de las microcdpsulas elaboradas con el consorcio de
bacterias probidticas se colocaron en medio lacteo y medio de cultivo MRS (fig 16),
luego de haber transcurrido 48 horas en refrigeracion, se corroboré la viabilidad
debido a que se observo un cambio organoléptico en el producto lacteo (fig. 17), lo
gue indica un proceso fermentativo de lactosa mediado por el consorcio de bacterias

utilizado, este proceso tambien mostré una disminucion en el pH y desnaturalizacion
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de sus proteinas lo cual quedo evidenciado por la separaciéon del medio lacteo. La
microscopia elctronica confocal laser mostré viabilidad las microcapsulas recien
elaboradas debido a la presencia de microorganismos emitiendo coloracion verde
(fig.18A), en las microcapsulas refrigeradas por 15 dias (fig.18B) tambien se
observé cantidad considerable de organismos viables (verde) por accion de la
Naranja de acridina y en contraste se observa menor cantidad de microorganismos

no vivos por efecto del Yoduro de Propidio Il

Microcdpsula en Microcapsula en
producto lacteo medio MRS
// //
& “«

Figura 16. Evaluacion de la viabilidad de las microcapsulas de AS al
1.3%, Kale 1% y consorcio de Lactobacillus sometida por un periodo
de 15 dias a refrigeracion.

Microcapsulaen

Microcapsula en
producto lacteo medio MRS
e o P

Figura 17. Se observa separacion del medio lacteo
debido al cambio de pH.
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Fig. 18 Evaluacion de la viabilidad de las microcapsulas de Alginato de Sodio al 1.3%, Kale
1% y consorcio de Lactobacillus analizadas en microscopio confocal Zeiss., se utilizd
Naranja de Acridina para identificar organismos viables y, usando como contra tincion
Yoduro de Propidio Ill para organismos no viables emitiendo fluorescencia naranja o roja.

A) Microcapsulas recien elaboradas, B) Microcapsulas en refrigeracion (4°C)
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6.8 Evaluacion morfolégicade microcapsula adicionadas con Kaley bacterias

probidticas deshidratadas

En la figura (19A ) se muestra microscopia optica donde se observan microcapsulas
gue fueron sometidas a deshidratacion, se observa que en comparacion a las
muestras no deshidratadas estas tienen un tamafio promedio de 2.17 mm (tabla 5),
49% menos aproximadamente, se modificaron de manera drastica perdiendo la
forma esferica y presentando mayor rugosidad en la superficie externa, se realizd
microscopia de barrido ambiental (fig.19B) donde se confirma que hubo reduccién
en el tamafio de la particula, cambio en su morfologia la cual es irregular y con
hendiduras pronnciadas, (fig 19C) se observa microscopia confocal laser la cual
permite identificar por autofluorescencia la permanencia de las coloraciones antes
descritas en las microcapsulas, verde (AS) y rojo (compuestos fendlicos) de acuerdo
a lo anteriormente inferido, en comparacién a las microcapsulas no deshidratadas
hay variacion en la cantidad de compuestos expuestos, ya que, hay mayor
visibilidad del componente que emite fluorescencia roja, lo anterior se logra apreciar
con mayor detalle en la (fig 19D) asi como las hendiduras formadas por la perdida

de agua.
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Fig. 19 (A) Microscopia de microcapsulas de AS al 1.3%, Kale 1% y consorcio de
Lactobacillus deshidratada de apariencia rugosa y dura, (B) microscopia de barrido
ambiental donde se observa estructura de forma rugosa, superficie irregular y diametro de
1.79mm, (C) microscopia confocal donde se aprecia por autofluorescencia la prescencia
del componente AS (verde) y lo que se puede considerar polifenoles (rojo) considerando
con ello la disminucién de la capa superficial debido al proceso de deshidratacion (D)
microcapsula donde se distingue el componente con fluorescencia roja que ha quedado al
descubierto.
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7. DISCUSION

Los polifenoles presentes en alimentos son de suma importancia ya que pueden
ayudar en la reduccion de ECV y diabetes mellitus tipo Il, entre otras. Ademas de su
efecto antioxidante para combatir radicales libres en el organismo humano.
Recientemente los polifenoles en conjunto con probiéticos y prebidticos se han
considerado de suma importancia para la regulacién de la microbiota intestinal,
promoviendo la formacion de bacterias como Lactobacillus. En especifico al vegetal
de estudio, “kale”, se estudido para cuantificar contenido de polifenéles bajo
diferentes métodos de extraccion, uno de los mas recientes es la cuantificacion de

Fadhllurohman MF y cols 2022.

En el presente trabajo se cuantificé el contenido de polifenoles de un extracto
metandlico a partir de kale liofilizado de una marca comercial (Euphoria),
obteniéndose 1,224 + 0.030 mg E.A.G./ 100 g de extracto, valor semejante al
reportado por Montiel-Castillo 2021 para kale deshidratado (1364 mg E.A.G./ 100 g)
Es probable que sea en el proceso de liofilizado donde se pierda el rendimiento de

estos.

Por otro lado, ademas del extracto orgénico, se cuantificé el contenido de polifenoles
de una solucién acuosa al 1 % de kale misma marca (extracto acuoso), esta
condicion es igual a la utilizada para la elaboracion de las microcapsulas. El
resultado de esta fue de 810 £ 0.071 mg E.A.G./ 100 g de extracto, siendo alrededor

de un 44 % menos que el extracto metandlico.
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La diferencia entre ambos extractos es la polaridad del disolvente que se esta
aplicando al extracto, el metanol es menos polar que el agua, por lo tanto facilita la

extraccion de polifenoles.

Se observo que la concentracion utilizada de alginato de sodio para la formaciéon de
la microcapsula ha sido adecuada para proteger el material que se pretende
encapsular asi como la cantidad adecuada de Kale para favorecer el crecimiento de
las bacterias probidticas que se utilizan en la encapsulacion. las microcapsulas son
capaces de resistir distintas condiciones ambientales y muestran viabilidad después
de varios dias. Para ofrecer una opcién en cuanto a conservacion se mostré que es
posible reducir su tamafio en mas de 40% gracias a la deshidratacion y que dicho
proceso no dafio los componentes de la microcapsula, restaria hacer una
evaluacién mas a fondo luego de dicho proceso, asi como comprobar si realmente
resistirian las condiciones gastrointestinales por lo que es altamente recomendable
gue se lleve a cabo la siguiente fase experimental. Se debe tomar en cuenta que
debido al contenido de calcio del kale una vez que se afiade el alginato de sodio se
debe actuar de manera rapida ya que comienza lentamente a polimerizarse y la
viscosidad aparente aumenta, ello puede interferir en la forma y tamafno de las
microcapsulas.

Con respecto al contenido de probioticos se evidencid la permanencia de ellos en
la microcapsula aun despues de un periodo en refrigeracion, por lo tanto es bastante
prometedor que se continlen con los experimentos necesarios para asegurar su

viabilidad y someterlas a pruebas mas completas.
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8. CONCLUSIONES

Hasta el momento se puede concluir que se ha llevado a cabo un procedimiento
adecuado para la microencapsulacion, las microcapsulas mostraron estabilidad y se
mantiene la hipdtesis acerca de que la microencapsulacion puede otorgar un
vehiculo seguro para transportar al probiético, para la realizacion de todo el proceso
se deben considerar las herramientas, asi como la rapidez y presicion con el fin de

evitar el aumento de viscosidad durante la preparacion de la microcapsula.

Asi mismo, se puede concluir que el extracto de kale liofilizado que se utilizo
contiene 1224 mg E.A.G/100g de polifenoles totales en extracto metandlico y 810
mg E.A.G/100g de polifenoles totales en extracto acuoso, y que hay actividad
probiotica en presencia de los polifenoles de este vegetal incluso mayor que con
medio MRS lo que lo hace un vegetal no solo con alto contenido de compuestos

fendlicos, sino, con potencial prebidtico.
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por la L.N Monica Villanueva Castanieda, estudiante de
la Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053481, y que lleva por
titulo “Elaboraci6én de una microencapsulacién por gelacién iénica a base de kale (Brassica
oleracea var. sabellica) y Lactobacillus spp. como posible candidato a simbi6tico™
ha sido revisado a satisfaccién me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora

comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente
Dr. Daniel Tapia Maruri

Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 18 dias ﬂ A

mes de noviembre de 2023.
Calle lztacchuati Nam. 100 Col. Los Voicanes, Cuemavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 31504 35/ academicanutricion@ mx
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ESTad i MOSELOS

Se expide el presente documento firmado electrdnicamente de conformidad con el ACUERDO GEMERAL PARA

LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

E;J‘I:A:bTﬁﬂihgﬂEHGENCM SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
e abril del .

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTOMOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DANIEL TAFIA MARURI | Fecha:3023-11-22 20:50:32 | Firmante
FRNDM 1AM by cmSk| TE/ Qs A 85 L Tgu D Y AjK QB LG +alABjNOg T YHE X0/ X4 AP XZD LexCsizg E D i ZMOWIB W SLIE MO/ A KCBhCIP DridcbBjpvah24iDjcdz4MnSpah
SmiJ1y2EyO0PHFRHECA s LNHOVSFTavbHeZpBPOL I 3D bCrWA S s IZrouAE Ta S HMTid Puj+ ANDaGe NG 0t lvzaNMIY Ehpal pR 1 SCvALR2ay s LHKAGin W2 G W

W1RZNAgERTEENI0GE p X VInL DT eH ST Wk TR QDNHk G+nHan5Z5WDurKAZ 1 Qg==

Pusts verificar la autenticldad dol & to on W siguiente direcclén slectrbnica o
escansands el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

Enpwd¥chz
tips:iatinma, uasm. mocno Repudio /B VM AW4d DEXE DOeT g4V DS uunc T HIDGX
Una universidad de excelencia RECTORIA

2017-2023

85



FACULTAD DE NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por la L.N Monica Villanueva Castanieda, estudiante de
la Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053481, y que lleva por
titulo “Elaboraci6én de una microencapsulacién por gelacién iénica a base de kale (Brassica
oleracea var. sabellica) y Lactobacillus spp. como posible candidato a simbi6tico™
ha sido revisado a satisfaccién me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora

comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente
Dra. Mayra Yaneth Antunez Mojica

Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 18 dias ﬂ A

mes de noviembre de 2023.
Calle lztacchuati Nam. 100 Col. Los Voicanes, Cuemavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 31504 35/ academicanutricion@ mx
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USTVERSEDAD AUTOHOMA DEL
EsTAD pe M

Se expide el presente documento firmade electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA

LA CONTINUIDAD DEL FUNCIOMAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

.ED;J?A;LT[I?&:II_'TEE’EHGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
e abril del ]

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

MAYRA YANETH ANTUNEZ MOJICA | Fecha:3023-11-2F 21:43:3% | Firmania

[Pk 10X woEyjS0g Y pa 1 ILem FMGEYiG+ e TECM ThEGNolvaKY JLGHZ N Mo LW | Apca FIADE X G2 MGV DU SWF s AsF A mE. 7 G KBSz C RV BV g B Z0hFpOps Gz
P DheiFwYTmPohémireEst 1 JalvAYF otk Ye HMoUcSnESVDRDOEIHGOERAB N + MAs4 BHAE 4. hub VL3 1 yNAcndAnHbsda bR Cows| Ltk KTV pPWLIAy MER sty Ghuu DE Tic G ea
MDAy RO IHnpd Iz COallPYg 3eaS iy Y RO+ DeEh AT M3 R0Vm GIrd SHO T X+ dby Oy DgiiF Ad==

Pusds verificar la autenticidad del o 1o 80 M slguisnte direccidn slsctrinica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
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FACULTAD DE NUTRICION

MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por la L.N Monica Villanueva Castafieda, estudiante de
la Maestria en Ciencias de la Nutricién, con nimero de matricula 10053481, y que lleva por
titulo “Elaboracién de una microencapsulacién por gelacién iénica a base de kale (Brassica
oleracea var. sabellica) y Lactobacillus spp. como posible candidato a simbiético™
ha sido revisado a satisfaccién me permito en mi cardcter como miembro de la Comisién Revisora

comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retine los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Atentamente
Dra. Ollin Celeste Martinez Ramirez

Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 18 dias (ﬂ A
mes de noviembre de 2023.

Calle lztacchuati Nam. 100 Col. Los Voicanes, Cuemavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@ mx
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ESTad i MOSELOS

Se expide el presente documento firmado electrdnicamente de conformidad con el ACUERDO GEMERAL PARA

LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS

E;J‘I:A:bTﬁﬂihgﬂEHGENCM SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COVZ (COVID-19) emitido el
e abril del .

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTOMOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ | Facha:30@23-11-22 20:26:27 | Firmanie

OMILSGENDZpSnoi LW S0y TP Bl X K S bHg 351 bo SExw T XhNE G TVIF S 2 myDhc CrRals ELdoDh DA 2L 1 Tmuwig Tagminkd CVICZZ yHHg TPheSAmCM 3ic Y V2 kEMnDHz
o0 spOnETpEiwal o/ Tojr TeyH S 4riaToznadgBBlkzrPiomdhis Bic215wg T glakb P Thie)s Ys OB 0oLl skigge/ 12| S0sallal HC oS FEBhg FRO48 XxP M4LIQdpV aqLmalis A
CUHCDzZYPwdGKanEUEMSha THMNaMm AK ARG T g Y DZ Tkl CIFzak IR PiUg=

Pusts verificar la autenticldad dol & 1o on W siguienk s
escansands el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
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htips:lefimma uasm. rodnoRepudial ik nL 22 Ke2PdFnlaxb AUHs JnewFxh
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	Agradecimiento al Consejo nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologías (CONAHCYT) por brindarme apoyo económico para llevar a cabo este proyecto. A la Facultad de Nutrición de la UAEM la cual ha sido mi casa desde el año 2011, al Centro de Investig...
	Dedico este proyecto a mi familia, quien siempre me ha apoyado para lograr mis sueños, mis hijas Sofía y Tiana, quienes me animan y acompañan cada momento y son la razón de mi existencia, a mi esposo Job Rosales que me anima y me sostiene en cada etap...
	Tabla 1  Contenido de minerales en vegetal kale.
	Tabla 2 Contenido nutricional de vegetal kale.
	Tabla 3 Contenido de vitaminas en vegetal kale.
	(Villanueva M. 2023).
	Para confirmar la presencia de (Lactobacillus lactis delbruecki, Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus thermophilus) de la biomasa obtenida anteriormente se llevó a cabo la prueba bioquímica de catalasa mediante la adición de peróxido de hidrógeno ...
	Para determinar el efecto prebiótico de los polifenoles totales del kale obtenido del la muestra de Kale comercial, se llevó a cabo una cinética de crecimiento.
	Una vez obtenida la estabilidad de la microcápsula en presencia de kale, se prosiguió a realizar el atrapamiento del consorcio probiótico.
	Para evaluar la formación de las microcápsulas en distintas concetraciones de AS se utiizó microscopio invertido modelo DMi8 Leica con objetivo 10X y 40X, y asi comprobar que porcentaje de AS otorgaba mayor estabilidad.
	Posteriormente se evaluó la estructura superficial y estabilidad interna de las microcapsulas en presencia de Kale. Poterirmente se evaluó el atrapamiento y vibilidad de las bacterias probióticas.
	Una vez evaluada la morfología de las microcápsulas compuestas con Kale y el consorcio bacteriano se prosiguio al análisis estructural en  diferentes condiciones a las que se sometieron  las microcapsulas (recien elaboración, refrigeración y congelaci...
	Para determinar la resistencia o cambios estructurales las microcápsulas bajo condiciones de deshidratación, se realizó a las capsulas previamente evaluadas un proceso de secado mediante secado en lecho fluidizado. Para llevar a cabo la deshidratación...
	(Villanueva M. 2023).
	Gráfica 1. Curva de calibración del A.G. en MeOH.
	Gráfica 2. Curva de calibración del A.G en H2O.
	Tabla 4. Polifenoles totales del extracto metanólico y acuoso de kale marca Euphoria.
	Tabla 5. Analisis estadistico de cinética de crecimiento.
	Gráfica. 3. Crecimiento de consorcio bacteriano en presencia de liofilizado de extracto acuoso de kale.


	En la fig13C se observa la presencia de bacterias probióticas posterior al trapamiento, las flechas azules señalan estructuras bacilares en el interior de la microcápsula, corroborando nuevamente que la concentración usada de alginato de sodio (1.3%) ...
	Posterior a los tratramientos se observaron cambios en la estructura de las microcápsulas que estuvieron expuestas a diferentes temperaturas, principlamente el efecto que se observó es en el tamaño de la microcápsula. Mediante el programa “ImageJ” se ...
	Tabla 6. Tamaño de microcápsulas sometidas a distintas condiciones ambientales.

	Posterior a la elaboración de las microcápsulas se lograron obtener microcapsulas de tamaño promedio de 4.19 mm (tabla 6), resultado obtenido mediante el programa “ImageJ”.
	Como se observa en la fig 13A las microcapsulas recien elaboradas presentaron  una estructura esferica sin daños aparentes en los bordes. En la fig 13B se aprecia el tamaño de 3.88mm de la microcapsula, así como la extructura en forma esférica sin fis...
	El tamaño promedio obtenido posterior a los 15 días en refrigeración fue de 4.37mm (tabla 6) resultado obtenido con ImageJ, en la fig. 14A se observa microscopía óptica con objetivo de 1X donde se aprecia que permaneció la forma esférica del vehículo,...


