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Resumen

Brassica oleracea var. sabellica (kale o col rizada) es un vegetal crucifero
que ha sido de interés cientifico debido a su contenido nutricional de vitaminas,
minerales, fibra, carbohidratos prebidticos, y compuestos fendlicos, brindando
beneficios a la salud intestinal.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el contenido de
compuestos fendlicos del vegetal kale organico sembrado en México y analizar su
contenido nutricional para determinar su posible efecto prebidtico. Para esto, a partir
de tres extractos metanolicos de kale seco, bagazo, fresco y jugo liofilizado, se
determind la concentracion de polifenoles totales utilizando el método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu obteniendo como resultado una concentracion de compuestos
fendlicos dentro de un rango de 1364.8 -1068 mg de A.G/100 g E. De acuerdo con
los resultados de la cuantificacién de polifenoles las cuatro muestras observaron
presencia de polifenoles, siendo el extracto metandlico el mas alto (1364.8 mg de
A.G/100 g E.) variando Unicamente un 10, 12 y 22 % respecto a las otras muestras.
Por lo tanto, el kale es una buena fuente de compuestos fendlicos, los cuales le
brindan muchos beneficios favorables a la salud, principalmente para personas con
enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus y estrés oxidativo.

Posteriormente se realiz6 una busqueda bibliografica sobre el contenido
nutricional de la col rizada para su posible efecto prebidtico. Se encontr6 entre mas

contenido, carbohidratos prebidticos (5.7-8.7 g/100 g) de tipo fructooligosacaridos,

oligosacaridos de la familia rafinosa y hemicelulosas las cuales les brindan una gran



capacidad prebidtica. Asi mismo se han realizado ensayos in vitro demostrando
que el kale es capaz de fermentarse en la microbiota intestinal y que estimula el
crecimiento de probidticos. Por otra parte, se han asociado que los compuestos
fendlicos también ejercen acciones prebidticas.

Finalmente, podemos concluir que el kale es un vegetal con prometedores
efectos prebioticos que ayudan al mantenimiento de la microbiota intestinal, ademas
de que contiene una gran concentracion de polifenoles y nutrientes, por lo cual se

recomienda su consumo en la dieta diaria.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La microbiota intestinal (MI) es un conjunto de millones de microorganismos
que residen en el tracto gastrointestinal. Hoy en dia se conoce que un desequilibrio
de la MI conlleva a un estado de disbiosis que desencadena enfermedades tales
como diabetes mellitus tipo 2, obesidad, cancer de colon, sindrome del intestino

irritable, autismo entre otras. !

Actualmente las investigaciones se centran en la modulacién de la microbiota
intestinal por medio del uso de probibticos y prebioticos. Los prebidticos son
“‘ingredientes alimentarios no digeribles con efectos beneficiosos al hospedador al
estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de uno o un limitado de nimero
de especies bacterianas en el colon, y que por lo tanto mejoran su salud”.
Recientemente se ha implementado la triada de las “3 P” (Probiéticos, Prebioticos y
Polifenoles) para modular la MI. 2

En este sentido los polifenoles son metabolitos secundarios formados por un
anillo de benceno unido a uno o méas grupos hidroxilos, y se reconocen ampliamente
por su actividad antioxidante, los cuales ayudan a enfermedades relacionadas con
estrés oxidativo, entre otras. 2

Hoy en dia se conoce una amplia variedad de vegetales con efectos
prebioticos y con compuestos fendlicos, dentro de estas destacan los vegetales
cruciferos pertenecientes a la especie Brassica oleracea (brocoli, coliflor, repollo,

coles de Bruselas, col rizada, etc.)
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El kale o col rizada (Brassica oleracea var. sabellica) ha incrementado el
interés en los investigadores debido a su contenido de vitaminas A, C, E y K,
minerales como hierro, calcio y folato, ademas de su aporte fibra y compuestos
fendlicos, que le permiten conferir grandes beneficios a la salud. 4

El presente proyecto pretende cuantificar el contenido de compuestos
fendlicos en el kale y analizar su contenido nutricional para poder proponerlo como
candidato prebiotico, y poder recomendarlo como una fuente viable de prebidticos

a la poblacién mexicana.



Antecedentes

2. ANTECEDENTES
2.1 Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal (MI) consiste en trillones de microorganismos y miles
de filotipos bacterianos que se involucran en funciones del metabolismo del
huésped. ElI genoma colectivo de los microbios intestinales denominado
“microbioma” contienen >150 veces mas genes que nuestro propio genoma °. Se
considera que la Ml hay del orden de 10 a 15 filos bacterianos, conformada en un
90% por especies de los filos Bacteroidetes (50-80%) y Firmicutes (25-50%), y en
menor nimero se encuentran bacterias de filos Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria y Verrucomicrobia ® (Diagrama 2.1)

La microbiota intestinal se conforma a través de la placentay en las primeras
etapas de la vida, la alimentacion, el tipo de parto, la higiene y el uso de antibiéticos
influyen en la formacion de la microbiota intestinal; ésta se establece en los primeros
2-3 afios de vida como un ecosistema dindmico, predominando las bifidobacterias,
la composicion aumenta en riqueza y diversidad hasta alcanzar su maxima
complejidad en la edad adulta, donde los filos predominantes son Bacteroidetes,

Firmicutes y Actinobacterias.’
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o Clostidium
eLactobacillus

eRuminococcus y Productores de butirato: Eubacterium,
Faecalibacterium y Roseburia.

Firmicutes

eBacteroidetes
Bacteroidetes ePrevotella
*Xylanibacter

Actinobacteria e Bifidobacterium

e Collinsella

Proteobacteria e Escherichia (familia Enterobacteriaceae) y Desulfovibrio

Verrucomicrobia e Akkermansia

Archea (Euryarchaeota) eMethanobrevibacter

Diagrama 2.1 Phila bacterianos predominantes en la microbiota intestinal humana.

Tomado de: Nutr Hosp 2018;35(N.° Extra. 2):18-26]°

211 Funciones de la Microbiota Intestinal
La Ml tiene implicaciones en el metabolismo del ser humano ya que participa
en la modulacion de la nutricién del huésped y del consumo de energia a través de
la sintesis enddgenas de vitaminas (K, acido félico y B12), absorcion de electrolitos
y minerales, metabolismo de los acidos biliares, fermentacion de componentes no
digeribles de la dieta y produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC).°
Ademas, desempefia un papel muy importante como 6rgano endocrino,

metabdlico e inmunoldgico, produciendo multiples sefializaciones que actlan
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localmente sobre multiples sistemas organicos, por su interaccion con los

componentes de la dieta. 1°

2.1.1.1 Transformacion de polisacaridos

Los polisacaridos complejos no pueden ser digeridos por las enzimas del
intestino delgado, por lo tanto, son metabolizados por la microbiota del colon, estos
polisacaridos son degradados, fermentados y convertidos en acidos grasos de
cadena corta: acetato, butirato y propionato y gases tales como hidrogeno (Hz),
anhidrido carbénico (CO2) y metano (CHa). ’

Los acidos grasos de cadena corta son absorbidos a través de la membrana
gastrointestinal y transportados por varios tejidos, a nivel celular los AGCC pueden
entrar al ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs (TCA) para producir
Adenosin trifosfato (ATP) que nos proporciona un grupo fosfato que es esencial

para activar los procesos fisiol6gicos que requieren energia.!

2.1.2 Disbiosis intestinal
La disbiosis se caracteriza por una pérdida de la diversidad microbiana,
cambios en la composicién, incluyendo un aumento de las poblaciones de bacterias
patogenas y la disminucion de bacterias potencialmente beneficiosas; o cambios en
la funcién metabdlica que conllevan efectos adversos en la salud del anfitrion. 12
Cuando la homeostasis microbiana es alterada, se desarrollan infecciones
oportunistas que pueden desarrollar en primera instancia un sobrecrecimiento de

Enterobacteriaceae o Estreptococcaceae continuando con una inflamacion de la
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mucosa intestinal, incrementando la permeabilidad del epitelio intestinal también
denominado intestino permeable el cual se refiere a la tasa de flujo de moléculas a
través del epitelio lo que conduce a una disbiosis.*3

El deterioro de la barrera intestinal posibilita el paso de sustancias inclinando
el balance inmune para favorecer la inflamacion cronica y otros desordenes
inmunes. Ademas permite el paso de antigenos benignos como las macromoléculas
de los alimentos, ocasionando respuestas alérgicas.3

El estado de disbiosis de la microbiota tiene implicaciones en la salud
humana e incluso conllevan al desarrollo de enfermedades cronicas. Las
enfermedades potencialmente relacionadas a la disbiosis son desordenes
nutricionales; diabetes tipo 2, obesidad, sindrome metabdlico, enfermedades
inflamatorias crénico intestinales; enfermedad Inflamatoria Intestinal (IBD),
desordenes funcionales; sindrome del Intestino Irritable (IBS), asi como enfermedad
del Higado Graso no Alcohdlico (NAFLD), esteatohepatitis no alcohdlica (NASH),
enfermedades cardiovasculares, atopias y alergias, cancer colorrectal, trastornos

neuropsiquiatricos crénicos; autismo, depresion, y artritis.

2.1.3 Modulacion de la Microbiota Intestinal
El mantenimiento y restauracion de la microbiota intestinal se puede lograr a
través de diversos mecanismos conformados por componentes dietéticos
principalmente compuestos bioactivos de alimentos vegetales como frutas, verduras

y cereales.'® (ver figura 2)
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Otra de las alternativas es a través de los probidticos y prebidticos, ejerciendo
cambios favorables en la Ml e influyendo en esta para modular la expresion de

genes, en el metabolismo y balance energético en el hospedero. 16

ESTILO DE VIDA ACTIVO ESTILO DE VIDA SEDENTARIO

Figura 2.1 Factores del estilo de vida (dieta y ejercicio) que determinan el equilibrio en la microbiota
intestinal

Tomado de: Moreno B de L.,Nutr Hosp. 2019. ©

2.2 Probidticos
2.2.1 Historia 'y definicion
Ferdinand Vergin fue quien invent6 el termind “probidtico” en el afio 1954, en
un su articulo titulado “Anti-und Probiotika” relacionando los efectos dafiinos de
antibiéticos y otros agentes antibacterianos en la microbiota intestinal con el impacto
beneficioso de “Probiotika” de algunas bacterias Gtiles. Posteriormente en 1965, Lily

Stillwell explicé los probidticos como microorganismos que incentivan el crecimiento
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de otros microorganismos. En 1989, Fuller aseguré que los probioticos deben ser
microorganismos factibles y deben exhibir un efecto beneficioso en su anfitrion. En
2002, la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
(FAQ) en conjunto con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) consolidaron que
los probidticos son cepas vivas de microorganismos estrictamente seleccionados
gue cuando son administrados en cantidades adecuadas confieren un beneficio a
la salud del huésped. 17

Los beneficios reportados de los probidticos incluyen modulacion de la
respuesta inmune, mantenimiento de la barrera intestinal, antagonismo de adhesion
de patogenos en el tejido del huésped y produccién de metabolitos como vitaminas,
acidos grasos de cadena y moléculas que actian como neurotransmisores
involucrados con el eje intestino-cerebro. * En la tabla 2.1 se describen los criterios

de las cepas probidticas.

Tabla 2.1 Criterios de seleccion de cepas probidticas.
Criterios Propiedades requeridas
Seguridad e Ausencia de patogenicidad e infectividad
e Factores de virulencia (toxicidad, actividad metabdlica y propiedades
intrinsecas, i.e., resistencia a antibioticos)
Tecnolégico e  Cepas genéticamente estables
e Viabilidad deseada durante el procesamiento y almacenamiento
e Buenas propiedades sensoriales
e Produccion a gran escala

e Resistencia a los fagos

Continda.......
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Criterios e Propiedades requeridas
Funcional e Tolerancia a 4cido gastrico y a acidos biliares
e Adhesion a superficie de la mucosa
Fisiolégico e Inmunomodulaciéon
e Actividad antagonista
e Metabolismo de colesterol y lactosa
e Antimutagénica y propiedades anticarcinogénicas
Tomado de: Lépez Cabanillas Lomeli M. (Tesis Dr en Xarxa) [Internet]. 20171°
2.2.2 Clasificacion de probidticos

De acuerdo con la Asociacion Cientifica Internacional para los Probiéticos y

Prebidticos, los probidticos estan disponibles comercialmente en capsulas o en

forma de comprimidos, en sobres de polvo, en forma liquida y en alimentos como

yogurt y barritas nutritivas (diagrama 2.2), ademas el espectro de los productos y

preparaciones que se pueden considerar como probiéticos es muy extenso y

comprende desde farmacos (p. €j., VSL#3), alimentos de usos médicos especiales

con probioticos (p. €j., nutricion enteral con probioticos), alimentos probioticos (p.

ej., leches fermentadas con estudios que demuestran un beneficio para la salud),

férmulas infantiles (p. €j., leches en polvo), probidticos de administracion no oral (p.

ej., vaginales). 2° En la tabla 2.2 se mencionan cepas que utilizan como probidticos

ademas del nombre de la marca comercial y la empresa que lo vende.
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Probidticos
' Aliime ' ' IAl' ntacis| [ Mezcl ler =T
Farmacos |rp§ntos Alimentos Probiéticos |ementa<|:|o h ezbq as Sudp etr’r}ento .%rmtglas
robiéticos medicos probidticos no orales n anima microblanas S dieteticos Infant'es
P prébioticos probidtica definidas probiéticos probidticas

Diagrama 2.2 Clasificacion de probioticos

Fuente: Modificado de: Olveira G, Gonzalez-Molero |. Actualizacién de probiéticos, prebiéticos y simbidticos en

nutricién clinica. Endocrinol y Nutr [Internet]. 2016;63(9):482-94.%°

Tabla 2.2 Ejemplos de marcas comerciales y fabricantes de probiéticos.

Cepa Nombre de marca
comercial
Bifidobacterium animales DN Activia
173 010

Bifidobacterium animalis spp.

Lactis Bb-12
Bifidobacterium breve Yakult Bifiene
Bifidobacterium infantis 35624 Align
Bifidobacterium lactis HNO19 Howaru Bifido
(DR10)

Bifidobacterium longum BB536

Enterococcus LAB SF 68 Bioflorin

Fabricante

Danone/Dannon

Chrs. Hansen

Yakult

Procter y Gamble

Danisco
Moringa milk
Industry

Cerbios-Pharma

Continda.......
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Cepa

Escherichia coli Nissle 1917
Lactobacilus acidophilus LA-5

Lactobacilus acidophilus NCFM

Lactobacilus casei DN-114 001
Lactobacilus casei CRL431
Lactobacilus casei F19
Lactobacilus casei Shirota
Lactobacilus johnsonii Lal (Lj1)
Lactococcus lactis L1A

Lactobacilus plantarum 299V

Lactobacilus reuteri ATTC
55730
Lactobacilus reuteri DSM 17938
Lactobacilus reuteri ATCC PTA
6475
Lactobacilus rhammnosus
ATCC 53013 (LGG)
Lactobacilus rhammnosus
LB21
Lactobacilus salivarius UCC118
Saccharomyces cerevisiae

(boulardii) lio

Nombre de marca
comercial

Mutaflor

Actimel, Dan

Cultura
Yakult

LC1

Good Belly

Pro Viva

Reuteri Protectis

Lactobacillus

Reuteri Gastrus

Vifit y otros

Verum

Diar safe

Ultralevure y otros

Bio K+

11

Fabricante

Ardeypharm
Chr. Hansen

Danisco

Danone/ Danoon
Chr. Hansen
Arla Foods
Yakult
Nestlé
Norrmejerier

Next Foods Probi

Bio Gaia Biologics

Valio

Norrmejerier

WrenLaboratories,
Biocodex y otros

Bio K+

Continda.......
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Cepa Nombre de marca Fabricante
comercial
Mezcla:
Lactobacillus acidophilus
CL1285y Lactobacillus casei Lbc80r International
Mezcla: Fem Dophilus Chr. Hansen
Lactobacillus rhamnosus GR-1

y Lactobacillus reuteri RC-14

Mezcla: VSL#3 (combinacién VSL#3 Sigma-Tau
con cepa de Streptococcus Vivomixx Pharmaceuticals,
thermophilus, 4 Lactobacillus spp. Y 3 Inc. (en Espafia lo
cepas de Bifidobacterium spp) comercializa Grifols)

Mezcla: Lactobacillus
acidophilus CUL60 y Bifidobacterium
bifidum CUL20 A’Biotica y otros Institut Rosell
Mezcla: Lactobacillus
helveticus R0052 y Lactobacillus

rhamnosus R0011

Mezcla: Bacillus clausii O/C, Enterogermina Sanofi- Aventis
NR, SINy T
Mezcla: Lactobacillus Sanogermina Flora Sanofi- Aventis
rhamnosus +Bifidobacterium longum + Nifos AB-BIOTICS, SA

Pediococcus pentosaceus

Tomado de: Olveira G, Gonzéalez-Molero I., Endocrinol y Nutr [Internet]. 2016. 2°



13

Antecedentes
2.3 Prebiodticos
2.3.1 Historia 'y definicion de prebidticos

Las primeras investigaciones sobre prebio6ticos fueron en el afio 1980 cuando
investigadores japoneses descubrieron, en cultivos in vitro usando como inéculo
heces humanas, que algunos oligosacéridos no digeribles principalmente
fructooligosacéridos (FOS) habian sido fermentados selectivamente por
bifidobacterias y que al mismo tiempo estimulaban su crecimiento. Los resultados
obtenidos de estas investigaciones fueron confirmados por los investigadores
Gibson y Roberfroid quienes propusieron la primera definicion de prebidtico en la
cual lo describen como: “un ingrediente alimentario no digerible que afecta
beneficiosamente al hospedador al estimular selectivamente el crecimiento y/o
actividad de uno o un limitado de nimero de especies bacterianas en el colon, y que
por lo tanto mejoran su salud”. !

En 2004, la definicibn de prebidtico fue modificada por “ingredientes
fermentados selectivamente que permiten cambios especificos en la composicién
y/o actividad microflora gastrointestinal confiriendo beneficios al bienestar del
huésped y salud”.?° Gibson et al., 2017; lo defini6 como “sustrato que es utilizado
selectivamente por microorganismos hospederos que confieren un beneficio a la
salud”.

Para que un alimento se considere prebidtico debe cumplir ciertos criterios
mencionados en la tabla 2.3. Dentro de los mas importantes es la estabilidad

quimica durante el calentamiento, la reduccién de pH y la reaccion de Maillard.??
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Tabla 2.3 Requisitos para posibles prebiéticos. 23
Criterios de seleccion de prebidticos
Resistencia a la Fermentacion por Efectos beneficios Estimulacion Estabilidad en varios
digestion en la Ila microbiota en la salud del selectiva del procesos de
parte superior del intestinal. huésped. crecimiento de alimentos/condiciones.
tracto digestivo. probiéticos.
2.3.2 Clasificacion de prebidticos

Actualmente en el mercado mundial se estan comercializando como
prebiodticos un gran niumero de hidratos de carbono, de acuerdo con N. Corzo y Col.,
2015, unicamente hay evidencia cientifica de los fructanos tipo inulina,
fructooligosacéridos (FOS), galactooligosacéaridos (GOS), xilooligosacéridos (XOS),
lactulosa, oligosacaridos de la leche humana (HMO)?! y ademas se han propuestos
como candidatos a prebidticos a algunos minerales, polifenoles y acidos grasos
poliinsaturados.?* Por otro lado Shumin Wangy col., 2020, los clasifican en inulina,
fructooligosacéridos, galactooligosacaridos, oligosacaridos de la leche humana,
lactulosa, almidon resistente, xilooligosacaridos, azUcares alcoholes como manosa
y sorbitol, lactosucrosa, oligosacaridos de la soya (SOS), isomaltooligosacaridos

(IMO) y, pectinooligosacéaridos (POS). ?° Ver Diagrama 2.3
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Clasificacion de
prebidticos
Hidratos de . e
carbono Fitoquimicos
Oligoséacaridos Disécaridos Polifenoles J
GOS, FOS, XOS,J Lactulosa - :
IMO, INULINA Acidos fenolicos,
flavonoides, lignanos
Polisacaridos

B-glucanos, pectinas, goma de
guar, almidon resistente

Otros

Proteinas, factores de J
crecimiento, PUFASs,
metabolitos bacteriales.

Diagrama 2.3 Clasificacion de prebiéticos.

GOS, galactooligosacaridos; FOS, fructooligosacaridos; XOS, xiloosacaridos, IMO, isomaltooligosacéaridos;
PUFAs, &cidos grasos poliinsaturados.
Tomado y modificado de: Gibson GR. (ISAPP). Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 201724

2.3.3 Usos y aplicaciones de prebidticos

Los prebibticos exhiben un impacto positivo en la salud a través de
mecanismos especificos que estriban en la fermentacion de los sustratos en el colon
y cambios en la microbiota intestinal relacionados con sus procesos. Los
mecanismos importantes son: (i) competicion de los microorganismos intestinales
por el prebidtico, resultando en la colonizacidn selectiva de bacterias beneficiosas y
en la eliminacion de patdgenos en las células del epitelio intestinal, (ii) produccién
de acidos grasos de cadena corta; y (iii) modulacién de la respuesta inmune.?®

Los prebidticos se usan en diferentes formulaciones alimentarias como

bebidas, panaderia, carne y lacteos, para aumentar su potencial saludable o para
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perfeccionar sus propiedades tecnolégicas. Ademas, mejoran las caracteristicas
sensoriales como la frescura y confieren una composicion nutricional mas
balanceada ya que estos son usados a menudo como fibra dietética y son
agregados como ingredientes de volumen de baja energia. Por ejemplo, los
prebidticos se comportan como sustitutos de grasa y azucar en productos de
panaderia. ?® En la tabla 2.4 se muestran diferentes tipos de fibra prebiética y la

fuente de alimentos de la que se obtienen.

Tabla 2.4 Fuentes de fibras prebiéticas de la dieta.
Tipo de fibra Fuente de alimentos

Fructooligoscaridos (FOS) Alimentan a Raiz de achicoria, agave, platanos, inulina (cebollas,

Lactobacillus y Bifidobacteria puerros y ajos), esparragos, trigo, cebada, nueces.
Galactooligosacaridos (GOS) Alcachofas, frijoles negros, frijoles rojos, habas,
Alimentan a Lactobacillus y Bifidobacteria raices de remolacha, brocoli, garbanzos, lentejas.
Xilooligosacaridos (XOS) Leche, miel, verduras con alto contenido en celulosa
Alimentan a Lactobacillus y Bifidobacteria (apio, coles de Bruselas, col, col rizada, calabaza y

brotes), arroz, salvado, soja, brotes de bambu.
Almidéon resistente (puede ser fermentado para Harina de platano, avena cocida, lentejas, platano
producir butirato) verde, alubias, cebada, chicharos, trigo integral,
nueces.
Pectina (puede ser fermentada para producir Manzanas, peras, guayabas, frutas citricas, ciruela,
butirato e incrementar la proliferacién de células = grosellas.
epiteliales)

Tomado de: Ashman S, Krishnamurthy H. T. Elsevier Inc.; 2019. 26
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2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles (CP) son fitoquimicos naturales del
metabolismo secundario de las plantas originados por la via del &cido shikimico y
de los fenilpropanoides. Se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal
en vegetales, frutas, cereales, leguminosas y bebidas. En las plantas cumplen
funciones de proteccién contra los rayos UV, ataque de patdégenos como bacterias,
hongos y virus, asi como dafios fisicos, quimicos y mecénicos, ademas los CP son
los responsables de los sabores astringentes y amargos de los alimentos. 2/

El contenido de compuestos fendlicos en las plantas y frutos depende de
ciertos factores como: genotipo, especie, condiciones ambientales, grado de
madurez, composicion del suelo, ubicacion geografica y condiciones de
almacenamiento. 28

Ademas, la ingesta de polifenoles a través de la dieta puede llegar a ser hasta
de un gramo por dia, siendo mas alto que otros antioxidantes dietéticos, 10 veces
mas que la vitamina C y 100 veces mas que la vitamina E y carotenoides. En las
frutas como la manzana, uvas, pera, cerezas etc., contienen cerca de 200-300 mg
de polifenoles por 100 g de peso fresco, asi mismo una copa de vino tinto o una

taza de té o café contiene aproximadamente 100 mg de polifenoles.?®

2.4.1 Clasificacion de compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos contienen en su estructura al menos un anillo

aromatico fenol unido a uno o mas grupos hidroxilos, ademas pueden estar
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asociados con hidratos de carbono y acidos organicos, asi como entre ellos mismos,
en consecuencia, existen moléculas fendlicas simples hasta compuestos fendlicos
altamente polimerizados. Naturalmente los encontramos conjugados con mono y
polisacaridos unidos con uno o mas polifenoles. 30

Se han identificado mas de 8000 compuestos fendlicos, se pueden clasificar
en distintos grupos en funcion al nimero de anillos fenol que poseen y de los
elementos estructurales que se unen entre si, por lo tanto, dependiendo de su
estructura se clasifican en acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas,
lignanos y taninos. En la tabla 2.5 se describe la clase, subclase, los compuestos

las fuentes alimentarias y la estructura de los compuestos fendlicos.

Tabla 2.5 Clasificacion de compuestos fendlicos.

Clase Subclase Compuestos Fuentes Estructura
Derivados acidos = Gallico Ajo, té verde, vino
" COOH
9 hidroxibenzoicos @ P- tinto, cacao
\g hidroxibenzoico AC'dOS benZO|COS
3 Vanilico
=]
< Siringico

Protocatecuico
Elagico

Continda.......
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Clase Subclase
Flavonoles
Flavanoles

Flavonoides

(Catequina)

Flavan-3-oles

Dihidroflavonoles

Flavonas

Compuestos

Quercetina
Kaempferol

Isoharmnetin

(+)Catequina
(+)-Epicatequina
(-)-Epicatequina-
3-galato
(+)Galocatequina
)
Epigalocatequina
()
Epigalocatequina

-3-galato

Apigenina
Crisina
Luteolina

Rutina

Fuentes

Cebollas,

espinacas,

coliflor,

brécoli,

uvas,

manzanas,

tomate.
Cacao,

tinto,

cerveza,

té, vino

uvas,

albaricoque,

manzanas.

Uvas, té verde,

fresas

Apio, albahaca,

espinaca, piel de

algunas

citricas,

frutas

19

Estructura

Flavonoles

I
OH

Flavan-3-oles

CC
OH

(@)
Dihidroflavonoles

Flavonas

Continda.......
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Clase Subclase
Isoflavonas
Flavanonas

()

(]

o

(@]

=

o

>

<

Lo

Antocianinas

Estilbenos

Cumarinas

Compuestos

Geniesteina
Daidzeina
Gliciteina

Formononetina

Eriodictiol
Naringenina

Morin

Cianidina
Leucocianidina
Delfinidina
Prodelfinidina
Leucodelfinidina
Propelargonidina

Resveratrol

Fuentes

Soya, alfalfa,
cacahuates,

garbanzos.

Uvas, tomates,

naranjas

Fresas, moras
azules,
zarzamoras,
cerezas,
arandanos,
frambuesas.

Piel de uvas, vino
rojo, cacahuates,
arandanos
dulces y agrios,

sorgo.

Canela,

20

Estructura

94
|
T

Isoflavonas

O

O

Flavononas

Antocianinas

o)
\_/+

o

Y

Estilbenos

s

O

Cumarinas

Continda.......
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Clase Subclase Compuestos Fuentes Estructura
trigo, avena,
3
= cebada, lentejas,
: O~
= soya, ajos,
esparragos, Lignanos
brécoli.
Taninos Galotaninos Fresas, Vino,
hidrolizables Elagitaninos canela, clavo
[2)
o
g Taninos hidrolizables
©
l_
Taninos Mondmeros Granadas, uvas, OH
condensados Dimeros café y vino tinto.

(Proantocianidin = Trimeros
as) 4-6 mondmeros
7-10 mondémeros

Polimeros

Taninos condensados

Tomado y adaptado de: Adaptado de Shahidi y Ambigaipalan, 2015 3!
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2.4.2 Actividades biologicas

Actualmente los compuestos fendlicos son un tema de gran interés debido a
sus efectos potencialmente benéficos para la salud los cuales incluyen propiedades
anticancerigenas, antioxidantes, antitromboticos, anticoagulantes, antialérgicos,
antiaterogénicas y antiinflamatorias, ademas estan involucrados en la prevencion
de enfermedades cronicas como enfermedades cardiovasculares, diabetes,
obesidad, enfermedades neurodegenerativas entre otras. 32

La propiedad antioxidante que ejercen los polifenoles es mayor o similar a la
qgue ejerce la vitamina E, y esta relacionada con su capacidad de quelacién de
metales y captacion de radicales libres, la cual es brindada por la presencia de

grupos hidroxilos y a la presencia de los dobles enlaces en el anillo aromatico. 33

2.4.3 Absorcion y metabolismo de los polifenoles
Los polifenoles tienen una biodisponibilidad relativamente baja en el
organismo, indudablemente el 5-10% del consumo de polifenoles se absorbe en el
estdbmago y/o intestino delgado; y el resto alcanza el colon, en donde seran
transformados por la microbiota intestinal. Posteriormente después de ser
absorbidos sufriran metabolismo de fase | y Il (sulfatacién, glucoronidacién,

metilacion y conjugacion) en el higado. ** Ver diagrama 2.4
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Polifenclesde la dieta

Enterocito

Intestino delgado Metabolismo
Lumen fasely Il

Desconjugacion fendlica /
\ -

(e.j. desglicosilacién)
Excrecion

biliar

No absorbidos

Colén
Lumen -
Metabolismo microbiano

Colonocito
Metabolismo

\ de fase Il

Excrecion
fecal

Diagrama 2.4 Metabolismo de los compuestos fendlicos dentro.

En el huésped los polifenoles de la dieta y sus metabolitos microbianos sufren metabolismo fase | y I, absorcion
en la circulacion sistémica, interaccién con 6rganos y excrecion en la orina.
Tomado de Cardona, 2013.3%

2.4.3.1 Polifenoles y Microbiota Intestinal

El papel de los polifenoles en la salud depende del proceso del metabolismo,
la absorcion y biodisponibilidad, ademas este efecto se ve influenciado por la matriz
alimentaria y la estructura quimica del compuesto junto con las diferencias
individuales de la composiciéon de la microbiota intestinal 3¢ .

Por otro lado, el efecto de los CP como moduladores de la microbiota
intestinal, se ha observado a través de ensayos in vitro con Ml humana, y en
estudios preclinicos in vivo en donde los polifenoles modulan la microbiota intestinal

y promueven el crecimiento de lactobacillus y bifidobacteria.?

Orina
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2.5 Brassica oleracea var. sabellica (kale)

El kale es una hortaliza de hoja verde perteneciente a la familia Brassicaceae,
comunmente conocido como col rizada o berza (tabla 2.6), es una verdura crucifera
cultivada en el Centro y Norte de Europa y en el Norte de Estados Unidos, el cual
se origind por los procesos de domesticacion que se dieron en el Mediterraneo y en
el Noroeste de Europa. Principalmente usados como cultivos alimentarios desde
hace 2000 afos, el Kale actualmente ha crecido en todo el mundo. No hay datos
estadisticos del area de cultivacién de kale de la base de datos de FAOSTAT por
sus siglas en inglés Organizacion de Alimentos y Agricultura de Estados Unidos en
por lo que consideran este vegetal junto con las otras especies de Brassica. *’

El kale ha ganado recientemente un incremento en la atencion debido a su
alto contenido de fitoquimicos, y altas concentraciones de vitaminas, minerales, fibra
dietética, glucosinolatos, y compuestos antioxidantes, que incluyen polifenoles y

acidos fendlicos proporcionando un efecto beneficioso a la salud.

Tabla 2.6 Taxonomia Brassica oleracea var. sabellica.38

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Brassica
Especie: Brassica oleracea
Nombre trinomial: Brassica oleracea L. var.

sabellica
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2.5.1 Morfologia

El kale o col rizada es una hortaliza que se cultiva actualmente en todo el
mundo. La planta alcanza una altura de 30-40 cm, sus hojas son firmes, grandes,
fibrosas y rizadas, la mejor época para cosechar es en invierno, ya que es resistente
a heladas y escarchas invernales, con una temperatura 6ptima de cultivo entre los
10° y los 20° C. La siembra se puede hacer en semillero o utilizando una maceta; la
siembra se puede realizar en agosto y septiembre para tener la produccién en
invierno. Las plantulas emergen de 4-7 dias posterior a sembrarlas, se debe
mantener humectado el semillero para el crecimiento correcto de las plantulas, estas
se trasplantaran cuando salga su segundo par de hojas verdaderas o alcanzar una
altura de 20 cm. Generalmente es trasplantado en septiembre-octubre en filas con
una distancia de 30-50 cm y una distancia entre hileras de 70-100 cm, y finalmente
se realiza la cosecha cuando empiezan a salir su quinto par de hojas verdaderas,
que es de 2-4 meses de noviembre a marzo y solamente se cosecharan sus hojas
externas, ya que eso fomenta el crecimiento de nuevas hojas. 3° Existen muchas
variedades del kale dependiendo a la regién geografica, podemos observar algunas
de estas en la tabla 2.7, cabe mencionar que para este proyecto se utilizé la

variedad winterbor.
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Tabla 2.7 Variedades de kale (Brassica oleracea var. sabellica)*%-41-42

Nombre
Kale Ruso rojo

Kale Col siberiana

Kale lacinato o dinosaurio

Col rizada azul escocesa
rizada

Kale morado o purpura

Kale redbor

Caracteristicas
Hojas: aplanadas de color rojo,
y un tallo color rojo-purpura, su
sabor es dulce.
Tallos: fibrosos y resistentes.

Hojas: Los bordes de las hojas
son rizados de un color verde
obscuro, nervaduras de la
planta color blanquecino.
Tallos: fibrosoo.

Hojas: son alargadas vy
rugosas, de un color verde
azulado oscuro.

Hojas: rizadas de color verde
azulado.

Hojas: rizadas de color
purpura, su sabor es dulce
después de las heladas.

Hojas: rizadas de color rojas o
moradas oscuras.
Tallos: color parpura.

Fotografia

Continta

26
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Nombre Caracteristicas Fotografia

Kale winterbor Hojas: rizadas color verde
azulado, cultivo en otofio e
invierno.

Kale ornamental Hojas: color verde, blanco y
morado.

2.5.2 Contenido nutricional

El kale es una fuente de fibra; una racion de 100 gramos contiene 49
calorias, y ademas proporciona; vitamina A, vitamina C, vitamina K, vitamina
B6, acido félico y manganeso, también es una rica fuente de tiamina,
riboflavina, acido pantoténico, vitamina E, y minerales como hierro, calcio,
potasio, cobre, magnesio y fésforo. Ver (tabla 2.8). Debido a su contenido
nutricional el kale es considerado un alimento funcional, ya que su consumo
brinda muchos beneficios a la salud, aparte de ser una hortaliza con alto

contenido antioxidante. 39
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Nutriente

Agua
Energia
Proteina

Lipidos totales
Cenizas
Carbohidratos

Fibra dietética
total
Azlcares
totales
Sucrosa

Glucosa
(dextrosa)
Fructosa

Calcio
Hierro

Cantidad en
100 g kale
(USDA)*

89.63 g
35 kcal
292¢g
1.49 g
1549
4429
4149

0.99 g

0.18g
049

041g
254 mg
1.6 mg

Cantidad
en 100 g de
kale**

ND
49 Kkcal
428 g
0.93g

ND
8.75¢

3.6¢9

2.26¢g

ND
ND

ND
150 mg
1.47 mg

Tabla 2.8 Contenido Nutricional de kale

Nutriente

Magnesio
Fosforo
Potasio

Sodio
Zinc
Manganeso
Vitamina C
Tiamina
Riboflavina
Niacina
Vitamina B6
Folato total
B- caroteno
Vitamina A
Vitamina E
Vitamina K

Cantidad en
100 g kale
(USDA)*3

33 mg

55 mg
348 mg
53 mg
0.39 mg
0.92 mg
93.4 mg

0.113 mg

0.347 mg
1.18 mg

0.147 mg
62 ug
2873 ug
4812 IU
0.66 mg

389.6 ug

28

Cantidad
en 100 g de
kale**
ND

ND
491 mg
38 mg
0.56 mg

ND
120 mg

ND

ND

ND

ND
141 pg

ND

500 (ER)
1.54 mg
704.8 ug

Con base en un estudio realizado por Reyes Munguia et al., 2017; en el

extracto acuoso de Brassica oleracea var. sabellica donde utilizaron hojas de col

rizada obtenidas en las tiendas de autoservicio de Ciudad Valles México, el

procedimiento consistio en lavar y cortar las hojas para la elaboracién de extractos

con una proporcién de 1:4 hojas-agua. Posteriormente se determiné humedad, pH

y solidos totales, porcentaje de inhibicion de radicales libres, flavonoides y radical

ABTS.® Los resultados se presentan en la tabla 2.9 y 2.10.
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Tabla 2.9 Propiedades fisicoquimicas de hojas frescas de

Brassica oleracea sabellica

Determinaciones = Resultado

29

Tabla 2.10 Propiedades antioxidantes del extracto acuoso

de Brassica oleracea sabellica.

Determinaciones Resultado
2la e Fenoles totales 73%
Sélidos totales 8.9° Brix .
Porcentaje de
FUTETCEN RECES - Esrlai T inhibicion de radicales libres 78.6%
Fibra 67.17% Flavonoides 92%
Radical ABTS 0.55+0.05
2.5.3 Compuestos fendlicos en kale (Brassica oleracea var.
sabellica)

Los compuestos fenélicos son un amplio grupo de metabolitos secundarios a
los cuales se les ha atribuido diversos beneficios a la salud. Se ha reportado que
los polifenoles en sinergia con otros compuestos coadyuvan a la actividad biolégica
de las plantas Brassica. En particular en el kale el nivel de compuestos fendlicos
depende de la variedad, etapa de madurez, crecimiento, ubicacién y condicion
ambiental, por lo cual, es complicado comparar los resultados obtenidos por
diferentes autores. En este sentido el método mas comunmente utilizado para el
contenido de fenoles total es por medio del método colorimétrico de Folin-Ciocalteu
(F-C)*

En un estudio Kours; 2011, utiliz6 hojas de kale frescas, de 2 variedades
hibridas holandesas Winterbor F1 y Redbor F1, y una variedad polaca, obtenidas del
campo experimental al sur de Polonia en las afueras Occidentales de Cracovia de

3 fechas: 10, 14 y 18 semanas durante 2 afios, se uso 2 g de hoja de kale con 80%
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de etanol se calentdé a reflujo y se realiz6 la cuantificacion de fenoles totales
obteniéndose Redbor Fi: YR1; 414 mg/100 g, YR2; 432 mg/100 g, Winterbor Fi:
YR1; 315 mg/100 g, YR2; 317 mg/100 g y Polaca: YR1; 349 mg/100 g, YR2; 268
mg/100 g. 46

Asi mismo, en un estudio publicado por Sikora, 2012; se hizo cuantificacion
de polifenoles totales de Kale var. Winterbor F. durante 3 afios consecutivo, con
extractos hidroalcohdlicos al 70 % de una mezcla de 3 g de kale crudo y 5 g de kale
hervido 4:6, los resultados indicaron Para el 1°" afio reportaron un contenido de
676.50 mg/100 g de muestra, para el 2% afio: 544.86 mg/ 100 g de muestra, y para
3¢ afio: 503.48 mg/100 g de muestra. 4’

En el caso del estudio de Becerra et al., 2013; utilizaron cultivares de kale
(Winterbor y Maribor) productos de La Huerta Frigorizados S.A de C.V en San
Francisco de los Romo, Aguascalientes, México, utilizaron 5 g de kale con 20 mL
de MeOH, los resultados se expresaron en mg de acido gélico por Kg de peso fresco
de kale y los resultados obtenidos fueron; Winterbor: 610.3 mg/Kg, Maribor: 419.8
mg/Kg. #®

Ademas, Ligor en 2013; utiliz6 hojas de kale, con ayuda de un extractor de
fluidos supercriticos, la metodologia utilizada fue la de F-C y obteniendo como

resultado 0.285 mg/ g de materia seca. #° (tabla 2.11)



Antecedentes

Componente
Polifenoles totales en
mg/100g
Hojas frescas de kale
variedades hibridas
extracto 80% etanol
Polifenoles totales en
mg/100 g d.m.

Hojas de kale crudas

Winterbor F1

Polifenoles totales en mg
AEG/ g de materia seca
Hojas de kale con MeOH
(5%)
Polifenoles totales en
mg/Kg
Hojas frescas de kale

(Extracto MeOH)

Tabla 2.11 Concentracion de Compuestos fendlicos.

Redbor F1 Winterbor F1 Polaca
lafio 2afio 1 afio 2 afo 1 afio
414 432 315 317 349
Hojas frescas de Kale var. Winterbor F.
I 1l 1l
676.5 544.86 503.48
Kale var. Kale var. Winterbor F.
Winterbor F. crudo
cocido
1705.9 3890.2
Kale
0.285
Winterbor Maribor
610.3 419.8
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3. JUSTIFICACION

Los polifenoles son fitonutrientes presentes en una gran variedad de
alimentos (té, cereales, frutas y verduras) y su consumo se ha asociado a la
prevencion y disminucion de diversas enfermedades incluyendo las enfermedades
cronicas no transmisibles (diabetes mellitus tipo I, obesidad y enfermedades
cardiovasculares). Dentro de las actividades farmacoldgicas mas importantes
conferidas a los polifenoles son antioxidantes, antiinflamatoria, antimicrobiana y
recientemente se han conocido por su accién prebidtica. En este sentido, se sabe
que los prebidticos son de gran utilidad para la modulacion de la microbiota
intestinal. Por lo que el consumo de estos junto con probidticos y polifenoles se

considera indispensables para el tratamiento de disbiosis intestinal.

Dentro de los productos vegetales que se caracterizan por tener un alto
contenido de compuestos bioactivos como vitaminas, minerales, polifenoles y/o fibra
dietética, se encuentra los vegetales cruciferos. En especifico el kale (Brassica
oleracea var. sabellica) considerado un super alimento, el cual ha sido muy poco

explorado en México en cuanto a su contenido fitoquimico y nutricional.

Por lo antes mencionado, la presente investigacion se enfoca en el andlisis
de los compuestos fendlicos de cuatro muestras de vegetal organico kale (Brassica
oleracea var. sabellica) cultivadas en México, y a su vez relacionar su contenido
nutricional encontrado en la literatura para proponerlo como un candidato a

prebidtico, con la finalidad de promover su cultivo y consumo en nuestro pais.
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4. HIPOTESIS

Las cuatro muestras del kale cultivado en México contienen compuestos

fendlicos, y sus macro y micronutrientes lo hacen un candidato a prebiético.

4.1 Hipotesis Nula
Las cuatro muestras del kale sembrado en México no contienen compuestos

fendlicos y no es un candidato a prebidtico.
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5. OBJETIVOS
51 Objetivo general
Determinar la concentracion de fenoles totales en tres extractos organicos y
jugo del vegetal kale (Brassica oleracea var. sabellica) y proponer a este como

posible prebibtico con base a su contenido nutricional.

5.2 Objetivos especificos

1. Sembrary recolectar el kale (Brassica oleracea var. sabellica).

2. Obtener los extractos metandlicos a partir del kale seco, fresco y del bagazo
y obtener el jugo liofilizado.

3. Determinar el contenido de los polifenoles totales de los extractos y jugo de
kale por el método Folin-Ciocalteu.

4. Analizar la composicion de macronutrientes y micronutrientes del kale
comparandolo a lo reportado en la literatura para poder establecer los

criterios del kale como candidato a prebidtico.
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6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
6.1 Colecta del material vegetal

Las semillas de Kale verde (Hydro Enviroment) fueron cultivadas el dia 17 de
julio de 2019 en colaboracion con la Universidad Autonoma de Chapingo en su
campo experimental bajo condiciones de invernadero con la supervision del Dr.
Efrain Contreras Magafa. Las condiciones de siembra fueron directas en charolas
de poliestireno de 200 cavidades usando como sustrato mezcla de “peat moss” con
perlita (75:25 v/v), finalmente al germinar se les agregd una solucion nutritiva de
N=60 mg/L, P=25 mg/L, K= 80 mg/L, Ca=90 mg/L, Mg= 20mg/L y S=60 mg/L. Las
plantas se trasplantaron el 5 de septiembre en bolsas de polietileno negro de 18 L
de capacidad, rellenadas con arena de tezontle con particulas menores a 4 mm de
diametro; en la etapa de produccion de las plantas se regaron con solucion nutritiva
de N=120 mg/L, P=50 mg/L, K=160 mg/L, Ca=180 mg/L, Mg=40 mg/L y S=120
mg/L. Finalmente se cosecho el kale el 14 de octubre de 2019, a los 40 dias del

trasplante.

6.1.1 Preparacién del vegetal
Se colectaron 17.5 Kg de kale, el cual fue lavado por triplicado y
posteriormente se dejé escurrir a temperatura ambiente. Una vez listo se procedi6
a las extracciones correspondientes como se detalla en las siguientes secciones

(6.1.2-6.1.4).
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6.1.2 Extraccion del jugo de kale
Para la obtencion del jugo se utiliz6 8 Kg de kale mediante un extractor
TURMIX platinum modelo G2, obteniéndose 5.231 Kg de bagazo de kale y 2.1 L de
jugo, el bagazo se utilizd para maceracion con metanol y el jugo se congel6 hasta

su utilizacién para liofilizarse.

6.1.2.1 Obtencién del jugo liofilizado
Se descongeld el jugo de kale (2.1 L) a temperatura ambiente, y
posteriormente se colocé en tubos de 10 mL y se centrifugd en un equipo Labnet a
2000 rpm durante 20 min, al finalizar el proceso anterior se retiré el sobrenadante
y se colocaron 110 mL del jugo centrifugado en frascos de 600 mL procedentes de
la liofilizadora LABCONCO, con ayuda de hielo seco y acetona se logré escarchar
las paredes del frasco una vez congelado se insertaron en la liofilizadora llevandose

a una temperatura de -40 °C en un periodo de 72 horas aproximadamente.

6.1.3 Preparaciéon y obtencion del extracto metanélico de kale
fresco.
Se utilizaron 2 Kg de hoja de kale fresca los cuales se cortaron en pedazos
de aproximadamente 5 cm, y posteriormente se macero, a la par se llevé a macerar
el bagazo obtenido previamente durante la extraccion del jugo ambos con metanol

al 100% durante 72 horas, posteriormente se eliminé el disolvente mediante el uso
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de un rotaevaporador a presion reducida, realizandose este procedimiento por

triplicado.

6.1.4 Preparacion y obtencion del extracto metandlico del kale

seco
Se utilizaron 7.5 Kg de hojas de kale, colocandose encima de papel periodico
para secarse a temperatura ambiente, se voltearon las hojas dos veces al dia. En
la tercera semana se empez0 la recoleccion de las hojas secas. El secado terminé
el dia 27 de noviembre de 2019, teniendo una duracion de 31 dias. Las hojas secas
se trituraron obteniéndose un peso de 978 g, posteriormente se llevd a macerar con
disolvente metanol durante 72 horas por triplicado. Posteriormente se eliminé el
disolvente mediante el uso de un rotaevaporador usando presion reducida. Para

mas informacion revisar la referencia (*Carlos Espindola).®°

6.2 Determinacién de polifenoles totales
6.2.1 Curva de calibracion del &cido galico
La determinaciéon de fenoles totales se realizé por medio del método
colorimétrico Folin-Ciocalteu siguiendo la metodologia de Singleton descrita por
Bertha Jurado Teixeira et al., 2016 °!. Primeramente, se realizé la curva de
calibracion del acido galico. Se prepard una solucion stock de 1 mg/mL de acido
galico y a partir de esa solucidon se prepararon 6 diluciones con una concentracion

de [100, 75, 50, 25, 10 y 5 pg/mL] en metanol.
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Posteriormente a 300 puL de cada dilucidon se adicion6 225 pL del reactivo
Folin Ciocalteu 1 N (diluido 1:2 con H20) y se dejo reposar durante 5 minutos, luego
se agregaron 225 pL de Na2COs al 20% y 900 pL de H20, y se agito vigorosamente
cada vial, se dejo reposar por 30 minutos sin luz y a temperatura ambiente.
Finalmente se adicion6 200 pL de cada muestra en una placa de 96 pozos y se leyo

A =760 nm; la curva de calibracion se realizo por triplicado.

6.2.2 Preparacién de las muestras
Para la determinacion de fenoles totales de los extractos y del jugo liofilizado
se realizé lo siguiente: se prepararon las muestras a una concentracion de 1 mg/mL
de extracto de kale fresco (KF), seco (KS) y bagazo (KB) y del jugo liofilizado (KJ).
Posteriormente se siguio la misma metodologia que se uso para la curva de

calibracion (ver seccion 6.2.1).

6.3 Busqueda bibliografica de contenido nutricional del kale
Para realizar el analisis de macronutrientes y micronutrientes en el kale se
realiz6 una busqueda bibliografica usando los buscadores de acceso libore PUBMED

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) y ScienceDirect

(https://www.sciencedirect.com/). Para esto se introdujeron las palabras claves:

kale, prebiotic in kale, Brassica oleracea var. sabellica y nutritional content in kale.
Finalmente se seleccionaron los articulos que ayudaron a cumplir con el objetivo 4

de la presente tesis, el cual se desarrolla en seccion 7.3y 8.3.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
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7. RESULTADOS
7.1 Obtencidon del material vegetal

El material vegetal Brassica oleracea L. var. sabellica (kale) se cultivd y
cosecho en la Universidad Autonoma de Chapingo en condiciones de invernadero.
Se obtuvieron cuatro diferentes muestras de kale: bagazo, hoja fresca y hoja seca
extraidos por maceracion con MeOH vy jugo liofilizado de kale. De manera general
se obtuvieron rendimientos de extraccion de 2-11.6 % de los cuales el extracto de
bagazo (KB) se obtuvo con 4.2%, el extracto la hoja fresca (KF) con 5.8% y el
extracto de hoja seca (KS) con 11.7%, asi mismo para el jugo liofilizado (KJ) se
obtuvo un 2% de rendimiento (tabla 7.1). En virtud de los resultados obtenidos, de
los extractos macerados en fresco (KB y KF) se obtuvieron en menor rendimiento
respecto al extracto macerado en seco (KS) el cual fue el extracto con mayor

rendimiento (11.6 %).

Tabla 7.1 Rendimiento de extractos y jugo de kale

Materia prima Cantidad usada Cantidad de extracto % Rendimiento
Kale obtenido
Jugo (KJ) 2.1L 0.042 L 2
Bagazo (KB) 5.23 Kg 0.224 4.2
Hoja Fresca (KF) 2 Kg 0.1174 5.87

Seco (KS)* 7.06 Kg 0.822 11.6



40
Resultados

7.2 Polifenoles totales
7.2.1 Polifenoles totales de extractos MeOH de kale
El primer paso para determinar el contenido de polifenoles totales por el
método colorimétrico de Folin-Cioucalteu fue por medio de una curva de calibracién
con &cido gélico, la cual se llevo a cabo con seis concentraciones [100, 75, 50,
25,10, 5] pg/L, en donde se obtuvo una R? de 0.9435, y la ecuacion de larecta 'y =

0.0089x + 0.0628 (grafica 7.1).

Curva de calibracién de &cido galico

1.200

1.000 y =0.0089x + 0.0628 {
R?=0.9435

0.800

0.600

Absorbancia

0.400

0.200

0.000
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion de A.G mg/100g de extracto

Grafica 7.1 Curva de Calibracion de Calibracién del A.G en MeOH de las [100, 75, 50, 25,10, 5] pg/L

Posteriormente se determind la concentracion de polifenoles totales de los
tres extractos metanolicos y del jugo, expresada en mg Acido Galico / 100 mg de
muestra (mg A.G/100g E). El kale seco (KS) presentd el mayor contenido de
compuestos fendlicos (1364.8 mg A.G/100g E), y con menor concentracion el jugo

de kale (KJ) (tabla 7.2 y grafica 7.2).
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Tabla 7.2 Concentracion de Polifenoles totales en los extractos en mg de acido galico.

Muestras Promedio de Absorbancia mg E.A.G/100g E
Kale MeOH

Seco (KS) 0.367 1364.8 £ 0.0077
Fresco (KF) 0.334 1216 +£0.0120
Bagazo (KB) 0.314 1126.4 £ 0.0021

Jugo (KJ) 0.301 1068 +0.0077

La concentracion de compuestos fenoles totales se expresaron en mg de equivalentes de &cido galico por gramo

de peso de kale. Los resultados obtenidos se llevaron a cabo por triplicado.

Polifenoles totales en kale

1500-
£ 3 KS
B [ KF
X
'{;,' 1000- O] KB
— 3 KJ
O o
o
o
< 500
0]
<
g
0

Muestra de Kale

Grafica 7.2 Concentracion de polifenoles totales en mg A.G/ 100g de tres extractos y jugo de kale.
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7.3 Analisis bibliografico del contenido nutricional del kale

De la busqueda bibliografica realizada para andlisis del kale como prebidtico,
se encontraron solo cinco articulos, de los siguientes autores: Thavarajah et al.,
2016, Yeong Kim 2017, Michalak et al., 2020, de los cuales dos articulos eran
referentes al contenido nutricional del kale (Mineral micronutrient and prebiotic
carbohydrate profile of USA-grown kale (Brassica oleracea var. acephala) y Effect
of cover crops on the yield and nutrient concetration of organic kale (Brassica
oleracea L. var. acephala) y dos eran de estudios in vitro realizados con kale
(Production of fermented kales juices with lactobacillus strains and nutritional
composition y starter culture for curly kale juice fermentation selected using principal

component analysis. (tabla 7.3-7.4)

Tabla 7.3 Contenido nutricional del kale®2

Nutriente Cantidad en Nutriente Cantidad en
100 g 100 g
(Thavarajah (Thavarajah
D) D)
Agua ND Fosforo 60 mg
Energia ND Potasio 241 mg
Proteina 3.7 Sodio ND
Lipidos totales ND Zinc 0.3mg
Cenizas ND Manganeso ND
Carbohidratos ND Vitamina C ND
Fibra dietética ND Tiamina ND
total " .
Azlicares ND Riboflavina ND
totales Niacina ND
Sucrosa 38 mg . .
Vitamina B6 ND
Glucosa 434 mg
(dextrosa) Folato total ND
Fructosa 976 mg B- caroteno ND
Calcio 204 mg Vitamina A ND
Hierro 1.0 mg Vitamina E ND

Magnesio ND Vitamina K ND
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Tabla 7.4 Contenido nutricional de jugo de kale en 150 mL53

Nutrientes
Proteina (g)
Lipidos (g)

Fibra total (g)

Ca (mg)

Fe (mg)

Na (mg)

f3- caroteno (ug)
Vitamina B1 (mg)
Vitamina B2 (mg)
Vitamina C (mg)

Folato (ug)

Composicién
1.15
0.3
0.75
101
0.32
74.5
2004
0.3
0.15
172.5
523.6

Tabla 7.5 Carbohidratos totales en col rizada.

Nutriente kale organico
Rango Promedio
Carbohidratos prebiéticos (mg/100g)
Alcoholes azucares
Sorbitol 1.1-6.6 2.2
Manitol ND-0.4 0.1
Azucares simples
Manosa 11-46 26
RFOy FOS
Esaquiosa+Rafinosa 13-169 73
Versbascosa+ Kestosa 0.8-39 13
Nistosa ND-10 1
Hemicelulosa
Arabinosa ND-763 417
Xilosa ND-77 417
Lignina 0-90 19
Carbohidratos prebioticos totales 0.7-2.7 1.9
conocidos (g/100g)
Carbohidratos prebioticos 5.0-6.0 4.5
desconocidos (g/100g)
Carbohidratos prebioéticos totales 5.7-8.7 6.4

(g/100g)

Tomado de: Thavarajah D, et al.

, Sci Rep. 2019;9(1):1-8.52
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Contenido de polifenoles totales en el vegetal kale

Los polifenoles son de importancia nutricional, se sabe que el consumo de
alimento y bebidas ricas en compuestos fendlicos se ha asociado a la prevencion
de diversas enfermedades. Estructuralmente son compuestos organicos formado
por al menos un fenol unido a otro anillo aromético que puede poseer uno 0 mas
grupos hidroxilos y se clasifican en acidos fendlicos, flavonoides, lignanos,
estilbenos y taninos Uno de los métodos més utilizados para su cuantificacion es el
método colorimétrico de Folin-Cioucalteu, en donde los grupos hidroxilos actuan
como agentes reductores del Mo%*— Mo®* y W8*— W5* cambiando su coloracién de

amarillo a azul.

Con base a los resultados obtenidos (tabla 7.2) el extracto con mayor
contenido de polifenoles fue la de kale seco (KS) con una cantidad de 1364 mg A.G/
100 g E., seguido del kale fresco (KF) (1216 mg A.G/ 100 g E.), bagazo de kale (KB)
(1126 mg A.G/ 100 g E.) y finalmente el jugo de kale con una concentracién de 1068
mg A.G/ 100 g E, teniendo alrededor 296 mg menos de concentracién, respecto a
KS.

Al comparar los métodos de extraccion de kale, se puede determinar que el
mayor contenido de polifenoles fue para el kale macerado en seco (KS), comparado
con los extractos macerados en fresco KF y KB, los cuales disminuyeron 148 y 238

mg A.G/ 100 g E, respecto a la concentracion KS. Por otro lado, se encontro una
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menor concentracion de polifenoles en KJ y debido a su polaridad podrian tratarse
de compuestos fendlicos glucosildados.

Un estudio llevado a cabo por Sikora et al., 2012, determinaron el contenido
de fenoles totales de kale cultivado en Polonia durante tres afios consecutivos; el
estudio se hizo a partir de extractos hidroalcoholicos al 70 % (mezcla de 3 g de kale
crudo y 5 g de kale hervido 4:6), los resultados para el 1°" afio hubo un contenido
de 676.50 mg/100 g de muestra, para el 2% afio 544.86 mg/ 100 g de muestra, y
para 3° afio 503.48 mg/100 g de muestra 4. Por otro lado, Kours et al., detectaron
polifenoles totales en diversas variedades hibridas de kale sembradas en Polonia 'y
cuantificaron entre 268 a 432 mg/100g de polifenoles. Finalmente, Becerra et al.,
reportaron un contenido de polifenoles de 61-41 mg/100 g de los extractos
metandlicos de kale fresco cultivado en México.

Por otro lado, algunos compuestos fendlicos han sido identificados en kale
por medio de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), como &cidos fendlicos
(galico, protocatechuico, p-hidroxibenzoico, vanilico, salicilico, p-cumarico, cafeico,
ferulico y sinapico) %% también se han cuantificado 18 derivados de kaempferol, 13
derivados de quercetina, 4 sinapoil y uno de acido cafeinolquinico. °°

Analizando los valores de cuantificacion de polifenoles reportados
anteriormente en la literatura, se puede observar alrededor de 50 % menos de
concentracion comparado con los obtenidos en este proyecto de kale cultivado en
México; por lo que este trabajo presenta una fuente importante de polifenoles.

Finalmente cabe mencionar que es la primera vez que se reporta el contenido

de polifenoles totales en bagazo, kale seco y jugo, presentando una concentracion
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importante de los mismos. Este alto contenido de compuestos puede brindar al kale

propiedades antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas y prebioticas.

8.2 Compuestos fendélicos y microbiota intestinal
Los compuestos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas, frutas, vegetales y cereales en una cantidad de 1-3 mg/kg; sin embargo, la
absorcién en el organismo es baja de un 5-10%; en este sentido los beneficios de
los polifenoles a la salud dependen de ciertos factores del proceso del metabolismo,

la absorcion y biodisponibilidad.

Actualmente se sabe que la microbiota intestinal mejora la actividad biologica
de los compuestos fendlicos transformandolos en metabolitos mas activos, ademas
hay evidencia de ensayos in vitro en animales y estudios en humanos que sugieren
que los compuestos fendlicos ejercen actividades prebidticas, ¢ ya que, se ha
observado que estos incrementan la poblacién de bacterias beneficiosas como
Bifidobacterias y Lactobacillus. 57 Ademas, algunos compuestos fendlicos son
fermentados en la microbiota intestinal produciendo acidos grasos de cadena corta
permitiendo asi mismo la secrecion de moco intestinal, el aumento de pH intestinal

y mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal.

En un metaanalisis de Guiling Ma, 2020; donde se evaluo la abundancia de
la MI, comparando entre dos grupos, uno con suplementacion de polifenoles
(fuentes de suplementacion de polifenoles, manzana, té, vino, café, soya y otras)

con una dosis 6.4-2364 mg/d para el estudio in vivo) y el segundo grupo fue placebo,
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se reportd que la suplementacién con polifenoles modifica los microorganismos
intestinales promoviendo la salud. La suplementacion con polifenoles aumento la
abundancia de Lactobacillius en un 220% (6.90-7.40 logio UFC/g en heces) y
Bifidobacterium en un 56% (8.08-8.27 logio UFC/g de heces) con una P < 0.05. la
suplementacién con polifenoles no tuvo un efecto significativo sobre la presencia de
Eubacterium. El impacto de la suplementacion con polifenoles sobre la abundancia
de Bacteroidetes no fue consistente. Cuando los datos fueron clasificados por
diferentes fuentes de suplementacion de polifenoles la influencia en general no fue
significativa (P>0.05); sin embargo, cuando los datos fueron evaluados por dosis de
suplementos de polifenoles, el suplemento de polifenoles estimulo la abundancia de
Bacteriodos en un 87% (8.55 a 8.82 logio UFC/g de heces, diferencia media

estandar= DME =0.91 P=0.04) en la microbiota intestinal humana.>®

8.3 Kale como candidato a prebidtico
En este apartado se discuten los estudios que nos proporcionan informacion
detallada acerca del contenido de nutrientes en el kale que lo convierten en un
alimento capaz de fermentarse y de ejercer efectos prebidticos. Los criterios de
seleccién para un candidato a prebiético son: no debe de ser hidrolizado ni digerido
en el tracto intestinal superior, debe ser fermentado por la Ml y debe promover el

crecimiento de probiéticos.??

Primeramente, como parte del ultimo objetivo de esta tesis, se analizo el

contenido nutricional del kale. Como se ha mencionado con anterioridad la col rizada
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es una verdura crucifera que con base a Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) contiene en 100 g: 35 kcal, 89.63 g de agua, 2.92 g de
proteina, 1.49 g de lipidos, 4.42 g de hidratos de carbono, 4.1 g de fibra, 254 mg de
calcio, 1.6 mg de hierro, 348 mg de potasio, 93.4 mg de vitamina C, 4810 Ul de

vitamina A.43

De acuerdo con lo anterior el kale es un alimento que ha sido clasificado
como un “super alimento, este término se refiere a un alimento que contiene de
manera natural una alta densidad de nutrientes y compuestos bioactivos en
comparaciéon con otros alimentos. °° De tal manera que si lo comparamos con el
brécoli un vegetal crucifero de su misma especie este nos proporciona en 100 g: 34
kcal, 89.3 g de agua, 2.82 g de proteina, 0.37 g de lipidos, 6.64 g de hidratos de
carbono, 2.6 g de fibra, 47 mg de calcio, 0.73 mg de hierro, 316 mg de potasio, 89.2
mg de vitamina C, 623 Ul de vitamina A,®° podemos analizar que el kale proporciona
una mayor densidad de nutrientes que el brécoli, por otra parte si lo comparamos
con un alimento rico en fibra como la espinaca esta contiene 2.2 g de fibra en 100
g%, proporcionando mayor contenido de fibra el kale, haciéndolo una buena opcién

de consumo de antioxidantes y de fibra.

Por otra parte, como parte del analisis de un prebiético debe ser capaz de
resistir la digestion en el tracto intestinal superior lo cual se debe al contenido de
fibra soluble e insoluble (polimeros de carbohidratos) y de compuesto fendlicos. En
este sentido, Dil Thavarajah, et al., 2018; reportaron el contenido carbohidratos

prebioticos en kale usando cromatografia liquido-liquido de particion, lo resultados
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indicaron alrededor de 6.4 g/ 100 g, de los cuales 4.5 g de carbohidratos prebioticos
aun sin identificar y 1.9 g de carbohidratos prebi6ticos conocidos totales tales como:
azucares alcoholes tales como sorbitol y manitol, fructooligosacaridos de cadena
corta como kestosa y nitosa, oligosacaridos de la familia rafinosa (ROF'S) como
rafinosa, estaquiosa y versbascosa, hemicelulosas como arabinosa y xilosa, y
lignina, a los cuales son se les ha asociado sus beneficios como moduladores de la

microbiota intestinal. 2

Por otro lado, se han realizado estudios in vitro de fermentacion del kale,
Yeong Kim, 2017; en Corea realiz6 la fermentacion de jugo de col rizada organica
con cepas de Lactobacillus. Se inocul6 en kale con >10 UFC/mL de Lactobacillus
acidophilus IFO 3025, Lactobacillus brevis FBS-1, Lactobacillus casei KCTC 12452
y Lactobacillus plantarum KCTC 3104, la presencia de Lactobacillus se realiz6 por

el método de conteo en placa en agar MRS de Lactobacillus.

Los resultados obtenidos del conteo de cepas mostraron ser mayor a 108
UFC/mL, teniendo en cuenta el siguiente orden Lactobacillus plantarum KCTC 3104
(6.7x108 UFC/mL) > Lactobacillus casei KCTC 12452 (2.6x108 UFC/mL) >
Lactobacillus acidophilus IFO 3025 (1.9x108 UFC/mL) > Lactobacillus brevis FBS-1
(1.5x108 UFC/mL). Los resultados sugieren que la col rizada como materia es
adecuado para la produccion de probiéticos por fermentacion de jugo de col rizada

utilizando bacterias acido-lacticas.%?

Por otro lado, en nuestro grupo de investigacion por Condado, et al., 2021;

se realiz6 un ensayo piloto sobre el efecto del kale como prebiotico en el crecimiento
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de Bacterias Acido-Lacticas (BAL) de muestras de yogurt artesanal de bulgaros de

Cuernavaca, Morelos.

En donde se agreg6 a 25 mL de leche organica enriquecida con 1 g de col
rizada organica en polvo ® (euphoria superfoods) directa sin tratamiento y la
segunda muestra no se le agregé Kale, se dejaron incubando a 37 © C por 24 hrs.
Después de centrifugacion (10 min, 8000 rpm), se tomaron 500 ug de cada muestra
y se adicion6é 2 mL de medio selectivo caldo MRS con &cido ascoérbico (agente
reductor e incrementa la propagacion de BAL). Se incubaron e inocularon en agar
MRS (DIFCO™) por vertido en placa y se utilizé el método de extensiéon con perla
vidrio. Las colonias obtenidas se caracterizaron por su fenotipo y morfologia. Como
resultado se obtuvo que las colonias obtenidas del medio sin kale fueron en forma
de bacilos y en el medio adicionado con el Kale se obtuvieron colonias en forma de
cocos Gram positivos y ambas como catalasa negativa. Se sugiere que el kale
aumentd la supervivencia de microorganismos selectivos posiblemente por la

disponibilidad de nutrientes que éste ofrece.??

Finalmente, el andlisis general de los reportes mencionados anteriormente y
de acuerdo con los criterios de seleccion de prebidticos el kale es capaz de resistir
la digestion en el intestino®?, también es capaz de ser fermentado por la MI®® y
estimula el crecimiento de probidticos®?. Sin embargo aln es necesario realizar mas
ensayos de modelos de fermentacion in vitro, modelos de fermentacion in vivo y

finalmente estudios de intervencion en humanos?' recomendados por la
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Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)

para poder validar la accién prebiotica del kale.

Resumiendo el kale es un alimento que nos proporciona macro y
micronutrientes que son esenciales para las funciones vitales de nuestro
organismo, y ademas, nos aporta fibra a la cual se le atribuyen enormes beneficios
a la salud, la fibra soluble sirve de sustrato energético a las bacterias colonicas
también nos aporta una gran variedad de compuestos prebidticos y una alta
concentracion de compuestos fendlicos los cuales se han asociado a una mayor
abundancia de bacterias beneficiosas en la microbiota intestinal y una inhibicién de

bacterias patégenas.



52
Conclusiones

9. CONCLUSIONES

En el presente proyecto se trabajo con el vegetal organico kale sembrado en
México utilizando cuatro muestras: tres extractos metandlicos a partir del kale seco,
fresco y del bagazo y jugo liofilizado. Los resultados de contenido de polifenoles
totales de esas muestras indicaron la presencia de una gran concentracion de
compuestos fendlicos con un rango entre 1364.8 y 1068 mg A.G/100g E. Siendo el
primer reporte de contenido de polifenoles para el extracto metandlico de kale seco

y bagazo.

De acuerdo al analisis bibliografico del contenido nutricional contiene alta
concentracion de carbohidratos prebiéticos (5.7-8.7 g) y polifenoles, ademas de su
capacidad de fermentacion en el intestino y estimula el crecimiento de probiéticos,
lo cual se han relacionado estrechamente con la modulacion de la microbiota
intestinal. Este estudio bibliografico de kale es el primer paso para la seleccion de
este vegetal crucifero como candidato prebiotico, sin embargo, es necesario realizar

mas estudios in vitro para corroborar su actividad prebiotica.

Con base a lo analizado en la presenta tesis, el kale es un alimento con
prometedora accion prebidtica, ademas de ser un alimento con una gran fuente de

polifenoles y nutrientes, por lo cual se recomienda su consumo en la dieta diaria.
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10. PERSPECTIVAS Y/O RECOMENDACIONES

Como parte de perspectiva es necesario evaluar la actividad antioxidante in
vitro de los tres extractos y el jugo de kale para relacionarlo con el contenido de
polifenoles, ademas de identificar los compuestos fendlicos presentes en los
mismos por medio de HPLC.

En cuanto al kale como candidato a prebiotico se debe concluir con los
estudios de fermentacion in vitro e in vivo con diferentes cepas y fermentaciones

continuas y discontinuas y con el modelo Gut-Model.
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DOLORES AZUCENA SALAZAR PINA | Fecha:2021-09-17 13:29:48 | Firmante
WyhaqgHLV58cQ0JGrSMZUWwOGCHo4DqqlUDudm9dsDy5CsKWYEFz6PjkeJU/eIRHbAhmMsA4Cue6SYfh2qgOsmZ+CegdAfOlfriMz//eGFqtgglh3zeuwnuPsQ2+AEhoMQ80G
wglnvhUeCu5KFHTGrhDYDZg4NIuOOCQJYeBqg6fdKVAGIFMVIR2IhGFrEOtG77xwRogx2vgRdGxz+hOERggIDKtG52qZIVvxkztefsSDOMVcDt+QFrJ8iZF02KDZDBa0OH+6ryjrFg TP
0gZWAV4bUCD3XgcUub7aGKrVbvV3/vz6wmRe3UNRM/WtM/n215fbh4ZNY9DGb+a9EEN6kaag==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

04pBnJ

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/2SR9qluOpHNwW70188g1Z5cyE1laoPRWFG
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FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

gﬂﬁl{-lﬁTé%N Cuernavaca, Morelos a 31 de agosto de 2021

MTRA. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA INTERINA DE LA
FACULTAD DE NUTRICION
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que, en mi calidad de jurado para examen de grado de la estudiante
de la licenciatura en Nutricion AMERICA ISABEL MONTIEL CASTILLO (Mat. 20161007379), he leido y revisado la
tesis titulada: “Evaluacién de polifenoles totales del kale (Brassica oleracea var. sabellica) como potencial candidato a
prebidtico”, y considero que ésta cubre con los requisitos sefialados en los lineamientos de Titulacion de la Universidad
para tesis profesional. Por lo tanto, el estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para solicitar fecha
de examen.

Sin mé&s por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

M en C Gabriela Afnorve Valdez
Profesora de Tiempo Completo B
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

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 AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GABRIELA ANORVE VALDEZ | Fecha:2021-08-31 18:40:08 | Firmante
wdC66AcFhs17nZzpktE/OsrpbsJPkEzmbk/4d+j4WOvsOr/WR6jxuJ/rmO6b1SSlwujBh6azbx4bduT00a2F6p/Ebfa8gF6hLy+liVIJA/LbvmsZTVZT+M90+gappyuMIRg7Ua45dneglZ
Wi+KUADwWQwup6LD6FgywMPD4BHWecszgmlroapDmaxybzRsKXZbIWDpVD8nWN7uLRUFI5bIXX81UTB98n6IMwsxHIO0EfRnw4voOk81EAQVLzBDResYKpr+xix/6N9b8ISnfl
hAXmdYWiCSMyOdhCgdepeaYilyoSBuCjYkGMxwrw6KFp4i0W0a91zIgMN3noalTg80Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

UC40de

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IBxIJ5MtgbHfAJPrR7G1AY9TLgCYXJOP
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Cuernavaca, Morelos a 22 de agosto de 2021

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN

DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION DE LA UAEM

Por este medio notificd que de acuerdo con el oficio OFICIO FN/567/21 en el que me designa como
sinodal de la alumna AMERICA ISABEL MONTIEL CASTILLO, con el titulo de tesis: “Evaluacion de
polifenoles totales del kale (Brassica oleracea var. sabellica) como potencial candidato a
prebiodtico”, le comunico que me permito emitir mi voto aprobatorio al considerar que realizé los
cambios sugeridos para continuar con los tramites correspondientes para la defensa de su tesis.

Sin otro particular quedo de usted.

ATENTAMENTE

IBQ. E\dg,én£VaIfré Saavedra Briones

CC. Lic. Mariela Lépez Martinez



05 Septiembre 2021

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN ,
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que, en mi calidad de jurado para examen de
grado de la estudiante de la licenciatura en Nuiricion AMERICA ISABEL MONTIEL CASTILLO (Mat.
20161007379), he leido y revisado la tesis titulada: “Evaluacion de polifenoles totales del kale
(Brassica oleracea var. sabellica) como potencial candidato a prebiotico”, y considero que ésta cubre
con los requisitos sefialados en los lineamientos de Titulacidn de ia Universidad para tesis

profesional. Por lo tanto, el estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para

solicitar fecha de examen,

Sin mds por el momenio, reciba un cordial saludo.
AT '{/A{yIENTE
Q.i. VanessgDominguez Villegas

Técnico{a) Académico de Tiempo Completo Cat Dy Profesor(a} de asignatura

No. Control 40729



FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD
¢NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 08 de agosto de 2021.
Asunto: Voto aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN ,
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que, en mi calidad de jurado para examen de grado
de la estudiante de la Licenciatura en Nutricion AMERICA ISABEL MONTIEL CASTILLO, he
leido y revisado la tesis titulada: “Evaluacidon de polifenoles totales del kale (Brassica

oleracea var. sabellica) como potencial candidato a prebiético”, y considero que ésta

cubre los requisitos sefalados en los lineamientos de Titulacion de la Universidad para tesis
profesional. Por lo tanto, el estudiante puede continuar con los tramites correspondientes para

solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE,

Dra. Delia Vanessa Lopez Guerrero
Profesora Investigadora Tiempo Completo




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

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 AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.
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DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO | Fecha:2021-09-16 22:21:51 | Firmante
2i7u43/J0TYgtgQhCqdO4JQoRQOP6EN4AXcrJ4AKNIkdzpKmIvwIL6XC43RBbDV2hnsIGmGzsjdr/aGhF4Sq2MY91erPGz/DMsIAVQh7w4WoiJWNGNbKQLjcMoiBiLs9f6jzojYLOpIH;j
C90zfSFWDmI35yL94c4GHq5U5gG+90FY 2bcOHFRF508rdhZXw3QsuYxtS0Qj274jY SweUE2/i88LkbqVv+5R0GjfI9WNY OkaE4kmygUpHzRVSHE2g5Uxi7BumDYddTVML961
tONnl1Gk64gjo+LISVVMCfgKoGpBJ2feT5Qt0iPjgD9oL4heFmuVRGD/X07Lz9z0J6jGoTwXIA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

U85lks

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/tsWULTY8RAMS8InuYKL68WcYdplgJmKcn
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