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RESUMEN

Las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) son uno de los principales retos para el area de salud a nivel
mundial, dichos padecimientos alteran la composicion de la microbiota intestinal (MI) la cual es considerada un
organo metabodlico 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 probidticos y prebidticos; una de las dificultades cuando se consumen es, qué, debido a condiciones
que atraviesan en el tracto gastrointestinal se minimiza la cantidad tanto de prebi6ticos como de probidticos la que
llega al punto de interes para ser efectivos, es por esa razon que, una opcion para aumentar la efectividad de este
tipo de productos se propone una microencapsulacién por gelacién idnica cuya barrera otorgue proteccion ante
condiciones digestivas a la matriz que contenga el vegetal Kale (Brassica oleracea. var. Sabellica) el cual se estudia
actualmente por su contenido de polifenoles y su potencial prebi6tico. Se cree que el disefio de esta microcapsula
bajo la tecnica de gelacion idnica serd Gtil para la elaboracién posterior de un posible simbiotico.
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ABSTRACT

Chronic non-communicable diseases are one of the main global challenges in the health area, these conditions alter
the composition of the gut microbiota, which is considered as a metabolic organ that has to be in an eubiotic status
to promote a proper health status 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 reach the point of interest to be effective is minimized, because of this reason, an option to increase the
effectiveness of this type of products is proposed a microencapsulation by ionic gelation whose barrier gives
protection against digestive conditions to the matrix containing the vegetable Kale (brassica oleracea. Sabellica)
which is currently being studied for its polyphenol content and its prebiotic potential. It is believed that the design
of this microcapsule under the ionic gelation technique will be useful for the further elaboration of a possible
symbiotic.

Keywords: gut microbiota, kale, prebiotic, symbiotic, microencapsulation.
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INTRODUCCION

Durante décadas se ha observado el deterioro de la salud poblacional debido al aumento en la aparicion
de las enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT), las cuales hoy forman parte de las principales
causas de mortalidad y debido a ello tienen la atencién de la comunidad cientifica con la finalidad de
llegar a comprender mejor las causas e implementar las estrategias mas adecuadas para prevenir y
disminuir los efectos de las ECNT en todos los grupos de edad, genero, nacionalidades, culturas y
regiones del mundo.(Serra et al;2018)

Es de suma importancia que se haga conciencia en cuanto a la prevencion y promocion de los cambios
en los habitos alimenticios y estilos de vida que promueven la aparicion de sobrepeso y obesidad, lo
anterior debido a que son factores promotores de las ECNT y, ademas tienen una estrecha relacion con
la composicién de la microbiota intestinal (MI), la cual tiene una gran influencia en el estado de salud
de cada persona. El equilibrio que alcanza cada persona en su composicion bacteriana va a estar
determinada principalmente por la relacion que existe entre las principales familias bacterianas que
ocupan el tracto intestinal y el fortalecimiento de la MI depende en su mayoria de la dieta de cada
individuo, es por ello que, una de las principales estrategias para la restauracion de la Ml es la
recomendacidn del consumo de probiéticos y prebidticos para lograr una modulacién con el huésped que
favorezca un mejor estado de salud debido al beneficio que se ve reflejado en el metabolismo y respuesta
inmune, el cual es conocido como estado de eubiosis (Leal G. et al; 2021). Para mejorar los efectos de
probiéticos y prebitticos se ha observado que lo mejor es que se consuman en conjunto y asi 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 formulacion y viabilidad adecuada, asi,
como regular de manera mas efectiva el disefio de estos proponiendo alimentos probio6ticos y prebidticos
maés efectivos (Ducatelle et al; 2014).

Enfermedades crénicas no transmisibles

Podemaos encontrar entre las principales ECNT la diabetes mellitus tipo Il, hipertension, enfermedades
cardio vasculares y cancer, las cuales tienen estrecha relacion con el padecimiento de sobrepeso y
obesidad. Actualmente, ocupan el principal reto en salud publica que los profesionales de la salud deben
combatir enfrentando méas de 40 millones de muertes en el mundo, en su mayoria son consecuencia del
estilo de vida, falta de actividad y habitos alimentarios no saludables(Talens 2021), aunado a ello la falta
de informacidn y estrategias efectivas han generado un deterioro no solo de la salud poblacional sino un
golpe a la economia de cada pais que cursa con la misma problematica por el altisimo costo que conlleva
solventar los tratamientos médicos de los individuos que enfrentan el conjunto de complicaciones por
consecuencia de las ECNT, sobrepeso y obesidad (Delorenzo 2021).

Obesidad y Sobrepeso

Ambos padecimientos, pero en distinto grado se les define por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como una acumulacion excesiva de tejido adiposo, siendo la obesidad el méas grave, el cual
representa un alto riesgo para la salud y por lo general preceden al padecimiento de ECNT (Barreto et
al; 2021). En México la NOM-008-SSA3-2017 marca la pauta para las recomendaciones en el
tratamiento de sobrepeso y obesidad para con ello disminuir el deterioro organico de los individuos que
cursan estos padecimientos y con ello contribuir al mantenimiento de la eubiosis intestinal debido a que
se ha observado que quienes los padecen presentan disbiosis intestinal (Farias et al; 2011).
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Microbiota Intestinal

Actualmente se le otorga gran importancia por su papel en la salud de todos los individuos debido a sus
diversas funciones, entre ellas la absorcion de nutrientes y su participacién en el fortalecimiento del
sistema inmune debido a la diversidad bacteriana con la que cuenta. Esta basta poblacion esta
principalmente ocupada por cuatro grupos de filos: Proteobacteria y Actinobacteria ocupando un 10%
en comparacion con Firmicutes y Bacteroidetes que ocupan el 90%, estos Gltimos contribuyendo a tener
un estado de salud mas saludable debido a que promueven el aumento en la barrera intestinal para evitar
la entrada de agentes patogenos por lo que se considera importante mantener un estado de eubiosis
intestinal que otorgue un soporte inmunolégico y metabdlico (Perrotta G 2021).

Cada individuo cuenta con una diversidad distinta ya que influyen factores como la edad, genero, etnia,
dieta, estrés y ambientales; por lo tanto, no hay una formula especifica para todos en general, sin
embargo, hay evidencia que nos indica que el consumo de probi6ticos y prebidticos favorecen el aumento
y diversificacion de la microbiota intestinal, es por ello que hoy en dia se hace énfasis en recomendar su
consumo (Alvarez et al; 2021).

Probiéticos

Se han definido por la Organizacion Mundial de la Salud como “microorganismos vivos que
proporcionan un beneficio a la salud del hospedador cuando son ingeridos en las cantidades adecuadas,
y en la Gltima década el estudio de los probidticos ha ido en aumento debido a la variedad de beneficios
que se ven reflejados en la salud de quien los consume (Abenavoli et al; 2021), se usan actualmente en
la industria alimentaria como un principio activo para mejorar el las funciones del tracto gastro intestinal
armonizando la respuesta inmune restaurando la disbiosis en el caso de sindrome de intestino irritable
(SI1), disminuyendo la inflamacion, favoreciendo la motilidad intestinal y contribuyendo a la generacion
de acidos grasos de cadena corta (AGCC) como butirato y acetato (Marlowiak, Slizewska 2017)
contribuyendo con ello a una mejora en el fortalecimiento del sistema inmune contribuyendo al aumento
en la barrera intestinal evitando el paso de bacterias patogenas y promoviendo la generacion de
compuestos bioactivos que tambien potencializan actividades metabolicas beneficas para el huesped
(Castafieda 2018).

Prebioticos

Los podemos encontrar principalmente en algunas frutas y verduras, y son conocidos como ingredientes
provenientes de la dieta que son fermentados de forma selectiva y que promueve cambios que favorecen
el mantenimiento de la eubiosis intestinal ya que sirven como alimento de los probioticos. Habitualmente
los probioticos son carbohidratos de origen vegetal que deben resistir las condiciones del trayecto
intestinal tales como el pH y son bacterias anaerobias beneficas quienes se encargan de su fermentacion,
bajo estas condiciones se pueden obtener AGCC quienes otorgan beneficios a la Ml otorgando en este
proceso principalmente energia para mejorar la proliferaion de bacterias beneficas para la Ml, estimulo
para disminuir la inflamacion gastrointestinal, mayor motilidad intestinal, flujo sanguineo y mejorar las
condiciones de pH para influir en la absorcion de nutrientes y asi mejorar la funcion digestiva (World
Gastroenterology Organisation); Incluso en pacientes criticos en importante tomar en cuenta la
recomendacién de el aumento de prebidticos en su dieta ya que se ha evidenciado que disminuye la
respuesta al estrés, se altera el pH y la barrera intestinal se ve deteriorada, al administrar prebi6ticos en
la dieta de un 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 ambinete intestinal se ven
aumentadas (Agudelo et al;2017).
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Kale

Es un vegetal crucifero que estd compuesto por tallos y hojas, pertenece a la clasificacion Brassica
oleracea var. Sabellica y se puede encontrar en la literatura como “col rizada” o “kale”, es de origen
europeo, especificamente de Italia y comenzo a extenderse rapidamente por Ameérica del norte en el afio
2012 gracias a su “nobleza” en el cultivo, ha sido reconocida en el area de alimentos funcionales debido
a los nutrientes que la integran y sus funciones en el organismo humano. Tiene un alto contenido de fibra
dietética, Betacaroteno, vitamina K, vitamina A, Calcio, Hierro, Magnesio, Fosforo y Potasio (Hahn et
al; 2016),; vy, al ser un vegetal con contenido de carbohidratos insolubles ha comenzado a considerarse
gue esta col rizada tiene actividad prebiotica. Aunado a lo anterior y la evidencia actual se estudia como
un alimento funcional debido a su alto contenido de polifenoles, lo cual hace de Kale (Brassica oleracea
var. Sabellica) un alimento funcional con potencial prebidtico que podria contribuir en gran medida para
que los individuos que cursen o no con alguna patologia los integren como estrategia en la busqueda de
un estado de eubiosis (Lotti et al;2018).

Polifenoles

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 problematica esta estrechamente relacionada a alteraciones inflamatorias y
metabdlicas. Dentro de las recomendaciones a las cuales més acuden los profesionales de la salud que
lidian con estas dificultades se encuentra el consumo de probiéticos acompafiados de prebidticos para
aumentar su actividad en el organismo humano y contribuir en la modulacién de la Ml (Gasaly et al;
2020). Hoy se considera a una nueva clase de prebidticos los cuales se conocen como fitoquimicos, 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 patogenas. Se les pueden encontrar clasificados en distintos
metabolitos que se conocen como polifenoles, flavonoides y acidos fenolicos principalmente (Mageney
et al; 2017). Los polifenoles en especifico podemos encontrarlos mayormente en verduras cruciferas,
estos compuestos son producidos durante el ciclo shikimico de las plantas y tienen como finalidad
otorgarles proteccion ante depredadores ademas de ser los responsables de brindar su coloracion. Estan
formados por anillos arométicos que tienen al menos un grupo hidroxilo, pueden unir varias moléculas
glucosidicas en distintas posiciones lo que da como resultado diversos tipos de polifenoles. 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 que, dichos compuestos son metabolitos secundarios que
promueven eficacia en actividades metabdlicas.

Tras diversos estudios se ha estimado que la recomendacion de consumo de polifenoles para la poblacion
en general debe ser de 0,9 g. por dia y asi mantener efectos como reduccion de enfermedades cardio
vasculares (ECV) y diabetes mellitus tipo Il Di Lorenzo et al;2021).

660
Villanueva-Castarfieda, et al./Vol. 8 (2023) 657-666



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

POLYPHENOLS

/\\

Flavonoids Stilbenes Phenolic acids

s
‘U‘\ ‘;‘ =

restein

3
3
:71
§34

Flavonols

Flavanones

Iso!lavones
%3

§ f
Flavanes
ﬂ

Anthocyanins

Flavan-3-ols

Figura 1. Clases de polifenoles y sus compuestos. Di Lorenzo C et.al 2021

Simbidticos

En la industria alimentaria este término se utiliza para referirse a la combinacion de un probi6tico y un
prebidtico gracias a esta union se otorgan beneficios a la salud de quien los consume en forma aumentada
en contraste a los beneficios que se obtienen cuando se consumen por separado. 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
simbioticos ya que se ha observado que multiplican los beneficios que sus componentes ejercen, asi
como contribuir al aumento del nimero de la poblacion bacteriana intestinal por el hecho de trabajar en
conjunto (Flesh et al;2014).

Tras varios afios de estudio se ha identificado que el consumo de simbidticos produjo cambios en la
composicion de la Ml de quien los consumi6 trayendo con ello cambios metabdlicos como disminucion
de la inflamacién intestinal, reduccion de peso, menor riesgo de ECV, cambios en indicadores
bioquimicos de perfil lipidico y proteccion hepética (Souza et al; 2022).

Técnica de microencapsulacion

La aplicacion comercial de las microencapsulaciones tuvieron su origen en 1930, el objetivo era retener
sustancias bioactivas en una matriz para su proteccion ante condiciones ambientales, una
microencapsulacion consiste en crear una membrana semipermeable y esferica que rodee a un liquido o
solido. En la industria alimentaria se tiene el inconveniente del tamafio ya que representa una difucultad
generar microcapsulas muy pequefis por la viscosidad de los componentes (Reyes Tisnado 2001), sin
embargo tratandose de bacterias probioticas resulta ser conveniente que sean de mayor tamafio ya que se
ha observado que ese supuesto inconveniente resulta dar mayorproteccion ante condiciones gastricas, la
evidencia dice que el tamarfio ideal deberia estar en un rango >350 um de diametro dependiendo del
microorganismo que alberga (Gonzalez et al; 2015)

Existen ctualmente numerosas técnicas para elaborar microcépsulas siendo la mas utilizada el proceso
de gelacidn ionica, el cual se disefio para inmovilizar células bacterianas ya que no necesita temperaturas
elevadas ni solventes, para ello se han utilizado biopolimeros anionicos para material pared. En este tipo
de procesos destaca el uso de la goma gelana bajo acilo (GBA) y el alginato de sodio (AS). La GBA se
caracteriza por formar geles fuertes y quebradizos, en contraste el AS es un polisacarido natural extraido
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de algas, principalmente Laminaria hiperbdrea, también puede ser producida por Pseudomona
fluorescens y Pseudomonas putida.

El alginato estd compuesto por acido D-manurdnico y L- gulurénico, es poco soluble en 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. 2. (Cruz Pacheco 2007). ElI mecanismo de gelificacion se lleva entre grupos
carboxilos con valencias primarias y grupos hidroxilos, que actian como un sitio de unién para iones de
calcio, produciendo una estructura tridimensional.Fig. 3
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Figura 3. Estructura tridimensional resultado de la polimerizacion del alginato de sodio (McHugh, 1987)

JUSTIFICACION

Recientes estudios han evidenciado que uno de los factores que predispone el padecimiento de
Enfermedades crdnicas no transmisibles (ECNT) como la obesidad es un desequilibrio conocido como
dishiosis en la microbiota intestinal (MI) de los hospederos, lo que pone de manifiesto el interés por
conocer los mecanismos por los cuales se podria modular dicho desequilibrio. Se sabe que la dieta juega
un papel muy importante para esta regulacion, un ejemplo de estos son los alimentos conocidos como
probiéticos y prebidticos debido a que influyen en la composicién bacteriana del hospedero. Con base
en la evidencia que se ha encontrado se sugiere que son los prebioticos principalmente quienes
contribuyen a la produccion de &cidos grasos de cadena corta y vitaminas entre otros. Sin embargo, el
transito de estos componentes por la via digestiva es un factor determinante para dicha funcion.

En los Gltimos afios los estudios sobre Kale (Brassica oleracea var. sabellica) han llamado la atencion
debido a su contenido de nutrientes tales como fibra, compuestos fendlicos, vitaminas, minerales y
carbohidratos prebioticos otorgando asi multiples beneficios al ser consumido y considerado como un
posible prebidtico.

Por lo anterior se sugiere que podria ser efectiva la combinacion del kale con bacterias &cido l4cticas, en
un vehiculo que le otorgue la resistencia necesaria en condiciones de acidez y motilidad sin causar
alteraciones en su contenido para asi contribuir al mejoramiento y entendimiento de la relacion dieta
microbiota.
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HIPOTESIS

La combinacion de kale (Brassica oleracea var. sabellica) y alginato de sodio permitiran las condiciones
estables para tolerar distintas condiciones ambientales y posteriormente condiciones digestivas para
mejorar su efectividad dentro del organismo humano.

OBJETIVO GENERAL

Disefiar y elaborar una microcdpsula por medio de gelacion idnica a base de kale (Brassica oleracea var.
sabellica).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Cuantificacion de polifenoles totales del extracto de Kale Brassica oleracea var. Sabellica. del

extracto utilizado.

Realizar metodologia para la obtencion de microcapsulas por medio de gelacién ionica.

3. Elaborar microcépsulas a base de una mezcla de Kale (Brassica oleracea var. sabellica) y
alginato.

4. Evaluar la resistencia de la microcapsula en diferentes condiciones ambientales.

N

METODOLOGIA

Se llevo a cabo una cuantificacion de polifenoles totales del extracto contemplado para la
microencapsulacion por medio de una extraccién con disolventes metanol y hexano para asegurar la
extraccion completa, el proceso se llevo a cabo macerando el extracto durante 72 horas por triplicado y
en cada ocasion se elimino el disolvente con rota evaporador.

Una vez obtenido el extracto por completo se utilizé el método colorimétrico Folin-Ciocalteu siguiendo
metodologia de Singleton que describe Bertha Jurado Teixeira et al., 2016. Se llevo a cabo una curva de
calibracion de acido galico y posteriormente se repitié el proceso con las muestras de extracto de kale
también por triplicado.

Para la preparacion del alginato de sodio se hicieron pruebas soluciones de 1.3%, 1.5% y 2% de
concentracion con alginato de sodio grado alimenticio para esferificar como resultado del contacto con
una solucién de cloruro de calcio al 5% (estandarizada previamente). Se llevo a cabo la elaboracion de
microesferas con 3 distintas herramientas (jeringa, gotero y placa de esferificacion gastronémica) para
evaluar la eficacia de cada herramienta.

Una vez obtenida la concentracién de alginato de sodio mas estable se repite el proceso de inmovilizacion
afiadiendo a esa concentracion el extracto de kale en 3 concentraciones distintas (1.3%, 1.5% y 2%) para
evaluar la morfologia y efectividad para formacion de la microesfera bajo la técnica de gelacion idnica.

Una vez identificada la concentracién ideal en ambos ingredientes se separan muestras para someter a 3
distintas condiciones ambientales durante 15 dias (temperatura ambiente, refrigeracion y congelacion).
Luego de haber transcurridos los 15 dias se evaluaron morfolégicamente en un microscopio invertido
modelo DMi8 Leica con los objetivos de 10x y 100x para observar el estado de la barrera y la matriz
interna de las microcapsulas.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Resultados de curva de calibracion de acido galico; la curva de calibracion se llevé a cabo de manera

adecuada para poder continuar con el proceso de cuantificacion de polifenoles totales. Fig.3
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Figura 3. Curva de calibracidn de acido gélico.
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Cuantificacién de polifenoles totales del extracto utilizado donde a continuacion, se muestra que se

comprobd que por cada 100 g. de extracto de kale se obtienen 1224 mg de polifenoles totales Fig. 4

Figura 4. Tabla de resultados de cuantificacion de
polifenoles totales del extracto utilizado.

Disefio de microcapsula con base kale 1% y alginato de sodio 1.5%.

. . . Contenido de
Muestra Absorban_(:la Concentracion | Concentracion fenoles (mg Eq |Desviacion S
Promedio AG (pg/ml) AG (10 mg/ml) AG/100g)
KC-MeOH 0.4356 94.52 0.095 950+ 0.036
KC-Hex 0.154 27.48 0.027 274+ 0.030
1224

Evaluacién morfologica con microscopio despues de 15 dias en refrigeracion.
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Las muestras sometidas a tres distintas condiciones ambientales mostraron mantener una barrera
protectora mientras que se mantuvo el contenido de kale en la matriz de la microesfera.

CONCLUSION

Se concluy6 que los resultados de polifenoles totales son suficientes para cubrir la recomendacion diaria
de polifenoles al consumir diariamente 100g de extracto de kale asi como también se observé que la
barrera generada por la gelacién idnica otorgd la proteccion suficiente para mantener dentro de la matriz
el extracto del vegetal.

Se pretende proponer esta microesferificacion como posible candidato para elaborar un simbidtico
gracias a que la evidencia consultada nos dice que los probi6ticos toleran muy bien la técnica de
microencapsulacion por gelacion idnica y al combinacion con el kale puede ser favorable ya que
actualmente hay evidencia suficiente para comprobar su potencial prebidtico, ademés de fortalecer la
idea de impulsar el cultivo de kale en México y asi aportar una opcién de crecimiento econémico en la
agricultura del pais.
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