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RESUMEN

Introduccidn: las bacterias acido lacticas (BAL) estan involucradas en la produccion de
alimentos fermentados. Estas bacterias juegan un rol esencial en la industria alimentaria
debido a que contribuyen significativamente sobre las caracteristicas sensoriales y
propiedades nutricionales y funcionales de los productos alimenticios. El uso de cultivos
iniciadores en la fermentacion vegetal se ha implementado recientemente, a diferencia
de otros alimentos. Estos reducen la ocurrencia de fermentaciones anormales v,
ademas, garantizan caracteristicas relativamente uniformes en los productos obtenidos.
Se sugiri6 la seleccion de cultivos iniciadores autdctonos para lograr una mejor
adaptacion a la matriz vegetal especifica basada en sus propiedades funcionales y
tecnolégicas, asi como, los criterios nutricionales y sensoriales de interés. Los vegetales
Brassica son cultivados y consumidos ampliamente en todo el mundo. Estos vegetales
sonricos en fibras, minerales y compuestos bioactivos. Ademas, los antioxidantes, como
los compuestos fendlicos, las vitaminas y los carotenoides de estos vegetales,
contribuyen a la defensa contra el estrés oxidativo. A su vez, diversos estudios
presentan a las algas marinas como nuevas candidatas para ser utilizadas como
ingrediente alimentario que promueve la salud gracias a su valor nutricional equilibrado
y a la abundancia de compuestos bioactivos. Las costas Patagoénicas fueron invadidas
por Undaria pinnatifida hace 30 afios; estas algas pardas se dispersaron sobre las
costas de la Argentina, formando densos lechos submareales y modificando el
ecosistema. Por lo tanto, la abundancia de este recurso constituye un escenario
atractivo para la produccion local de nuevos alimentos funcionales. Objetivos de
estudio y metodologia: El principal objetivo de este estudio fue la seleccion de BAL
sobre la base de sus propiedades biotecnoldgicas para fermentar material de origen
vegetal (Brassica) y alga Undaria, dando lugar a productos de calidad estable, inocuos,
con alto valor nutricional y funcional. Se realiz6 la fermentacion espontanea de cuatro
vegetales Brassica (pak choi, repollo banco, repollo colorado y akusai) para aislar y
seleccionar BAL autéctonas, evaluando su habilidad como cultivo iniciador y sus
propiedades tecnoldgicas. Se realizo la identificacion molecular de las cepas de BAL
seleccionadas mediante la amplificacion del gen ADNr 16s. La fermentacion controlada
en dos etapas se realizd6 con las BAL seleccionadas por sus propiedades
biotecnoldgicas. Se estudiaron modelos simples y combinados durante la fermentacién
controlada (18 °C durante 30 dias). Los tres modelos simples se realizaron con akusai,
repollo blanco y repollo colorado, fermentados individualmente. Luego, los tres modelos
combinados se llevaron a cabo con cada vegetal Brassica y un 20% de alga:
akusai/Undaria, repollo blanco/Undaria y repollo colorado/Undaria. Se realizé la

fermentacion espontanea de cada modelo como pardmetro de comparacion. La
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evolucion de las BAL y el pH se monitorearon durante las distintas fermentaciones y
modelos estudiados. Se realizaron extractos metanodlicos y acuosos a partir de las
muestras obtenidas durante las diferentes fermentaciones de los modelos estudiados.
Se utilizaron los métodos del radical libre 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y la
capacidad antioxidante reductora del cobre (CUPRAC) para medir la capacidad
antioxidante de los extractos metandlicos y acuosos; mientras que el ensayo Folin-
Ciocalteau se empleé para determinar el contenido total de fenoles. La calidad
microbiologica y el analisis sensorial se evaluaron en los productos fermentados de los
modelos seleccionados. Ademas, el pH, la acidez titulable, los °Brix y la actividad de
agua se determinaron antes y después del periodo del almacenamiento (50 dias, 5 °C)
de los productos. La prueba de retroextrusion de los productos fermentados se evalu6
con un equipo de testeo Instron Universal y se calcul6 el porcentaje de ablandamiento
durante el periodo de almacenamiento. Ademas, se evalué la viabilidad de Listeria
monocytogenes Scott A y Escherichia coli ATCC 35218 durante el periodo de
fermentacion del repollo colorado/Undaria. Mientras que, la viabilidad de
Zygosaccharomyces bailli NRRL-7256 se estudié durante el periodo de almacenamiento
a 5 °C. Por ultimo, se evaluo6 la capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles
del producto repollo colorado/Undaria al finalizar el periodo de almacenamiento (50 dias,
5 °C). Resultados y discusién: Se aislaron 407 cepas a partir de las fermentaciones
espontaneas de los vegetales Brassica y se seleccionaron aleatoriamente 120. Solo
cinco BAL autdctonas se seleccionaron por sus propiedades funcionales y tecnoldgicas.
Las cepas seleccionadas exhibieron habilidad para adaptarse a las condiciones
imperantes durante la fermentacién (pH bajo, 3% de NaCl y tolerancia a polifenoles).
Ademas, las cepas exhibieron una alta tasa de acidificacién, actividad pectinasa y
tanasa, produccion de exopolisacaridos, y ausencia de los factores de virulencia
evaluados. Las cepas de BAL seleccionadas se identificaron genotipicamente como
Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii, Ln. mesenteroides ssp. dextranicum,
Lactiplantibacillus plantarum ssp. argentoratensis, L. plantarum y L. pentosus. Dos
cepas de Lactiplantibacillus spp. seleccionadas exhibieron actividad antimicrobiana
contra bacterias patégenas Gram positivas y amplificaron genes de plantaricinas. La
poblacion de BAL exhibié una evolucion similar durante la fermentacion espontanea y
controlada; sin embargo, los valores de pH decrecieron significativamente durante el
primer dia en la fermentacion controlada de ambos modelos. El contenido total de
fenoles no exhibié una tendencia al comparar los diferentes tipos de fermentaciones
(controlada y espontanea); esto dependi6 del tipo de extracto y vegetal utilizado. La
fermentacion controlada de ambos modelos exhibié una mayor actividad antioxidante

que la fermentacion espontanea correspondiente para todos los vegetales. Los modelos
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combinados con Undaria presentaron mayor o similar concentracion de contenido total
de fenoles que los modelos Brassica correspondientes al finalizar el proceso controlado,
los resultados dependieron del tipo de extracto y vegetal estudiado; sin embargo, en
ningln caso se observaron valores significativamente menores. Un comportamiento
similar se determiné para la capacidad antioxidante, al finalizar la fermentacién, los
modelos combinados con algas exhibieron igual o mayor capacidad que los modelos de
Brassica correspondientes; a excepciéon de los extractos acuosos del modelo
akusai/Undaria, el cual alcanzé un menor valor que el modelo akusai mediante el
método CUPRAC. Los extractos de repollo colorado y repollo colorado/Undaria
exhibieron un contenido total de fenoles y una capacidad antioxidante mayor que los
otros modelos, independientemente del tipo de fermentacion. Al finalizar la experiencia,
los productos fermentados obtenidos a partir de los modelos combinados exhibieron un
similar recuento microbiano, =10° UFC/g de BAL y de aerobios totales, <102 UFC/g de
levaduras y <10' UFC/g de coliformes totales. En el andlisis sensorial, >50% de los
panelistas calificaron el sabor de los alimentos con un valor 25, “Me gusta levemente”.
El producto repollo colorado/Undaria exhibié el mayor porcentaje de panelistas, en
comparacion con los demas modelos combinados, que calificaron los atributos acidez y
salado con una intensidad ideal, 50% y 64,3%, respectivamente. Los modelos
akusai/Undaria y repollo blanco/Undaria presentaron algunos cambios en las
propiedades fisicoquimicas y la textura durante el periodo de almacenamiento, mientras
gue el repollo colorado/Undaria se mantuvo relativamente estable. El proceso de
fermentacion controlada del modelo repollo colorado/Undaria asegurd la reduccion de
la poblacién de Listeria monocytogenes Scott A y Escherichia coli ATCC 35218,
logrando un producto final inocuo. Ademas, este modelo exhibié un efecto antifingico
sobre el desarrollo de Zygosaccharomyces baili NRRL-7256 durante el periodo de
almacenamiento. Por Ultimo, se observé una reduccion significativa en la capacidad
antioxidante y en el contenido total de fenoles del repollo colorado/Undaria almacenado
durante 50 dias a 5 °C. Conclusion: El modelo repollo colorado/Undaria se seleccion6
entre los estudiados. Este producto fermentado exhibié un mayor contenido total de
fenoles y capacidad antioxidante, entre los modelos combinados estudiados. Aunque el
alga utilizada no increment6 la capacidad antioxidante en repollo colorado/Undaria,
tampoco la redujo, al realizar la comparacion con el modelo simple (repollo colorado).
Ademas, la incorporacién de Undaria permite una mayor diversidad de compuestos
bioactivos, minerales y vitaminas, aportando asi elementos adicionales a la dieta. A
diferencia de los otros modelos combinados, el repollo colorado/Undaria fue el mas
aceptado por los consumidores y no presenté cambios durante el almacenamiento. Sin

embargo, este producto exhibié una reduccion significativa en el contenido total de
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fenoles y en la capacidad antioxidante al finalizar un extenso periodo de
almacenamiento. Posteriormente, seria necesario evaluar los diferentes factores que
influyen sobre las propiedades nutricionales de este producto durante el

almacenamiento refrigerado.

ABSTRACT

Introduction: Lactic acid bacteria (LAB) are involved in the production of fermented
foods. These bacteria play an essential role in the food industry due to their significant
contribution to the sensory characteristics, therapeutic and nutritional properties of food
products. The use of starter cultures in vegetable fermentation has been increasing only
recently, a difference from other fermented food. They reduce the occurrence of
abnormal fermentations and, in addition, the products obtained guarantee relatively
uniform characteristics. The selection of autochthonous starters was suggested to
achieve better tailored for the specific plant matrix. Technological and functional
properties, as well as sensorial and nutritional criteria of interest for the selection LAB
starters, have been described. Brassica vegetables are widely cultivated and consumed
all over the world. These vegetables are rich in fiber, minerals, and bioactive compounds.
Besides, dietary antioxidants, such as phenolic compounds, vitamins, and carotenoids
in these vegetables, contribute to defense against oxidative stress. In parallel, several
reports exhibited seaweed as a new candidate to be used as a health-promoting food
ingredient due to its balanced nutritional value and abundance of bioactive compounds.
The Patagonia coasts were invaded by Undaria pinnatifida 30 years ago; this brown
seaweed spread over Argentina's coastline, forming dense subtidal seaweed beds and,
consequently, changing the ecosystem. Therefore, the abundance of this resource
constitutes an attractive scenario for the local production of new functional food. Study
objects and methods: This study aimed to select LAB based on their biotechnological
properties to ferment plant-based material (Brassica) and Undaria algae, giving rise to
products of stable quality, innocuous, and with high nutritional and functional value.
Spontaneous fermentation of four Brassica vegetables (pak choi, white, red, and chinese
cabbage) was performed to isolate and select autochthonous LAB, which were evaluated
for technological properties and tested for their capacity as starter cultures. Molecular
identification of selected LAB strains was conducted by amplification of the 16S rDNA
gene. The two-step controlled fermentation was carried out with LAB selected by their
biotechnological properties. Simple and combined models were studied during its
controlled fermentation (18 °C for 30 days). The three simple models were performed
with chinese, white, and red cabbage, fermented individually. Then, the three combined

models were carried out with each Brassica vegetable and 20% algae: chinese



cabbage/Undaria, white cabbage/Undaria, and red cabbage/Undaria. Spontaneous
fermentations of each model were carried out as a comparison parameter.
Microbiological changes and pH were monitored throughout spontaneous and controlled
fermentations. Water and methanol extracts were carried out from samples obtained
throughout the different fermentations of the studied models. 2,2 Diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH) scavenging assay and cupric reducing antioxidant
capacity (CUPRAC) assay were used to measure the antioxidant activity and the Folin-
Ciocalteau method to determine total phenolic content in the water and methanol
extracts. Microbiological quality and sensory analysis were evaluated in the fermented
products of the sectioned model. Moreover, the pH, titratable acidity, °Brix, and water
activity were determined in the products before and after of storage period (50 days, 5
°C). The back extrusion test of fermented products was evaluated with an Instron
Universal testing machine, and the percentage of softening was calculated during the
storage period. Moreover, the survival characteristic of Listeria monocytogenes Scott A
and Escherichia coli ATCC 35218 during red cabbage/Undaria model fermentation were
investigated. While the survival characteristic of Zygosaccharomyces bailii NRRL-7256
throughout storage at 5 °C of red cabbage/Undaria model was studied. Finally, the
antioxidant capacity and total phenolic content of the red cabbage/Undaria were
determined at the end of the storage period (50 days, 5 °C). Results and discussion:
Four hundred-seven strains were isolated from the spontaneous fermentations of
Brassica vegetables, and 120 strains were randomly selected. Only five autochthonous
LAB were selected for their technological and functional properties. Selected strains
displayed the ability to adapt to the fermentation conditions (low pH, 3% NacCl, tolerance
to polyphenols). They exhibited high acidification rate, pectinase and tannase activity,
exopolysaccharide production, and absence of virulence factors. Selected bacteria were
genotypically identified as Leuconostoc mesenteroides ssp. jonggajibkimchii, Ln.
mesenteroides ssp. dextranicum, Lactiplantibacillus plantarum ssp. argentoratensis, L.
plantarum and L. pentosus. Two selected Lactiplantibacillus spp. strains exhibited
antimicrobial activity against Gram-positive pathogenic bacteria and amplified plantaricin
genes. The LAB population exhibited a similar evolution in the controlled and
spontaneous fermentation; however, the pH values decreased significantly during the
first days in the controlled fermentation of both models. In both models, the total phenolic
content did not show a trend when comparing the different fermentations (spontaneous
and controlled); it depended on the type of extract and vegetable. Controlled
fermentation of both models exhibited higher antioxidant activity than the corresponding
spontaneous fermentations for all the vegetables. Models combined with Undaria

exhibited a higher or comparable total phenolic content concentration than the
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corresponding Brassica models at the end of the controlled fermentation; the result
depended on the type of extract and vegetable studied; however, in no case were
significantly lower values observed. The same behavior was determined for the
antioxidant capacity; at the end of the fermentation, the models combined with the algae
showed equal or higher capacity than the corresponding Brassica models; except for the
agueous extract of the chinese cabbage/Undaria model, which exhibited lower reducing
capacity than the chinese cabbage model using the CUPRAC method. Red cabbage and
red cabbage/Undaria extracts exhibited a total phenolic content and antioxidant activity
higher than other models, regardless of the type of fermentation. At the end of the
experience, fermented products obtained from combined models, displayed similar
microbial counts between them, LAB and total aerobes =10° CFU/g, yeast count <10?
CFU/g, and total coliforms <10' CFU/g. In the sensory analysis, >50% of the judges
scored the flavor of all the ferments with a value =5, "l like mild". The red
cabbage/Undaria model exhibited the highest percentage of judges who rated the
attributes acidity and salty with an ideal intensity, 50% and 64.29%, respectively,
compared to the other products. In general, the chinese cabbage/Undaria and white
cabbage/Undaria models exhibited some changes in the physicochemical properties and
texture, while the red cabbage/Undaria model remained stable during store period. The
controlled fermentation process of the red cabbage/Undaria model ensured the reduction
of the population of Listeria monocytogenes Scott A and Escherichia coli ATCC 35218,
achieving an innocuous final product. Moreover, this model exhibited a fungistatic effect
on the development of Zygosaccharomyces bailii NRRL-7256 during the storage period.
Refrigerated storage for 50 days caused a significant reduction on the antioxidant
capacity and total phenolic content of the red cabbage/Undaria. Conclusion: Red
cabbage/Undaria was selected among the models studied. Red cabbage/Undaria
exhibited higher total phenolic content and antioxidant capacity between the combination
models. Although this seaweed did not increase the antioxidant capacity in red
cabbage/Undaria, it was neither reduced compared to the simple model (red cabbage).
Moreover, incorporating Undaria allows for a broader diversity of bioactive compounds,
minerals, and vitamins, thus supplying additional elements to the diet. Unlike the other
combined models, red cabbage/Undaria was the most accepted by consumers and did
not exhibit changes during storage. However, this product exhibited a significant
reduction in total phenolic content and antioxidant capacity at the end of the refrigerated
storage period. Subsequently, would be necessary to evaluate the different aspects that

influence the nutritional properties of this product during chilled storage.
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Introduccion

1.1 La fermentacion

1.1.1 Historia de la fermentacion

La fermentacion ha sido utilizada por el hombre desde el periodo Neolitico (alrededor
de 10.000 afios AC), momento en que aparecen los primeros poblados y asentamientos.
Més tarde, se cree que iniciaron las fermentaciones alcohdlicas involucradas en la
elaboracion del vino, las cuales se desarrollaron durante el periodo 4.000-2.000 AC por
parte de los egipcios y sumerios. Los egipcios también desarrollaron fermentaciones de
masa para la produccion de panes con levadura desde 4.000-3.500 AC (Prajapati &
Nair, 2003). Sin embargo, el fundamento cientifico de la fermentacion comenzé en 1665
con la identificacién de microorganismos por Van Leeuwenhoek y Hooke (Gest, 2004).
Luego en 1859, Louis Pasteur revocé la "teoria de la generacién espontanea” y dio inicio
a la microbiologia moderna. Surgi6é el término “fermentacion”, que deriva del latin
“fervere” (hervir), que fue definida por Louis Pasteur como "la vie sans I' air" (vida sin
aire). Este término se utilizé en sus origenes para describir la formacién de CO- que se
producia cuando las levaduras se desarrollaban sobre un sustrato azucarado; pero
actualmente define a un proceso en el que un sustrato se transforma en uno o mas
productos, por la accion de los microorganismos. Posteriormente, la definicion del
término sufri6 modificaciones. La fermentacion desde el punto de vista bioquimico se
refiere al mecanismo de obtencién de energia a través del catabolismo de compuestos
organicos prescindiendo del oxigeno u otros compuestos inorganicos como aceptores
de electrones. Mientras que, en microbiologia industrial se amplia este concepto y se
designa a los procesos que emplean microorganismos para obtener un determinado

producto.

En la actualidad, se conocen diferentes beneficios que produce la fermentacion en el

procesamiento de alimentos como, por ejemplo:

-Permite la conservacion de los alimentos, al sintetizarse diferentes metabolitos como
bacteriocinas, acidos organicos (acido lactico, acido acético, acido férmico, acido
propionico), etanol y CO»; que tienen la capacidad de controlar el crecimiento de
microorganismos deteriorantes. Muchas veces, esta conservacion se produce en

combinacién con la disminucién de la actividad del agua (por secado o uso de sal).

-Incrementa la seguridad de los alimentos, al reducir la presencia de compuestos toxicos

como las aflatoxinas y/o los compuestos cianogénicos.



Introduccién

-Mejora la calidad nutricional del alimento, mediante la sintesis de vitaminas,
aminoacidos esenciales y proteinas producidas por los microorganismos, y por la

degradacion de factores antinutricionales, como por ejemplo el fitato.

-Incrementa la calidad sensorial y las caracteristicas organolépticas en general, al

modificar la textura, el aroma y el sabor de los alimentos.

-Genera un valor agregado a la materia prima, sobre todo de los productos agricolas,
permitiendo ampliar el periodo de suministro al mercado, problema importante por la
corta estacionalidad de frutas y hortalizas (Hansen, 2002; Holzapfel, 2002).

1.1.2 Bacterias &cido lacticas (BAL)

Cuando se consideran las fermentaciones de alimentos (a diferencia de las
fermentaciones alcohdlicas que involucran levaduras), las BAL son las principales
responsables de muchas de las transformaciones que se producen en los alimentos
fermentados mas comunes (Sesefia Prieto, 2007). Estas bacterias son utilizadas en la
industria alimentaria, no solamente por su habilidad de acidificar y preservar alimentos,
sino también por su influencia en la textura, sabor, olor y desarrollo de aroma en los

alimentos fermentados (Parra Huertas, 2010).

La clasificacion de BAL fue iniciada por Orla-Jensen (1919), comprende un diverso
grupo de organismos Gram positivos, con forma de coco o bacilos de longitud variable
e inmdviles, con bajo contenido de guanina-citosina (G+C). Se caracterizan por ser
anaerobias facultativas, catalasa negativa y no esporuladas. Dependiendo de su
temperatura Optima de crecimiento, estas bacterias se pueden clasificar en especies
mesdfilas (22 a 34 °C) o termdfilas (37 a 45 °C). Son quimiorganotréficas, los azlcares

son la principal fuente de energia y son metabolizados por via fermentativa.

Esta primera clasificacion sufrié diversas modificaciones con el paso de los afios, por la
implementacion de nuevas técnicas bioquimicas y moleculares, como la determinacién
de la composicion de bases G+C del ADN, la hibridacion y/o secuenciacion de los acidos
nucleicos, entre otras. La mayor parte de las BAL pertenecen al Phylum Firmicutes (bajo
contenido de G+C), orden Lactobacillales; mientras que el resto corresponden al Phylum
Actinobacteria (alto contenido de G+C), orden Bifidobacteriales, cuyo principal
representante es el género Bifidobacterium. Los géneros Lactobacillus, Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus y Weissella son los mas
frecuentes en la fermentacién de los alimentos (Mokoena, 2017). Sin embargo,
recientemente se propuso fusionar Lactobacillaceae y Leuconostocaceae en una sola

familia Lactobacillaceae. El género Lactobacillus también se reclasific6 en 25 géneros:
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Lactobacillus, Paralactobacillus, Amylolactobacillus, Acetilactobacillus,

Agrilactobacillus, Apilactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Dellaglioa,

Fructilactobacillus, Furfurilactobacillus, Holzapfelia, Lacticaseibacillus,
Lactiplantibacillus, Lapidilactobacillus, Latilactobacillus, Lentilactobacillus,
Levilactobacillus, Ligilactobacillus, Limosilactobacillus, Liquorilactobacillus,

Loigolactobacilus, Paucilactobacillus, Schleiferilactobacillus y Secundilactobacillus
(Zheng et al., 2020). Esta reclasificacion fue necesaria debido al alcance de la diversidad
del género original, lo que hizo que fuera muy dificil clasificar, nombrar y distinguir entre

los diferentes lactobacilos.

Adicionalmente, las BAL se clasifican como organismos homofermentativos
(Lactococcus y Streptococcus) o heterofermentativos (Leuconostoc y Weissella) por su
habilidad para fermentar carbohidratos (Mokoena, 2017). Los lactobacilos, por su
diversidad, se clasificaron en tres grupos dependiendo de la presencia o ausencia de
las enzimas fructosa-1,6-difosfato aldolasa y fosfocetolasa, claves del metabolismo
homo y heterofermentativo, respectivamente (Tabla 1). El grupo | comprende a los
lactobacilos homofermentativos obligados, el grupo Il a los lactobacilos
heterofermentativos facultativos y el grupo Il a los lactobacilos heterofermentativos
obligados (Kandler & Weiss, 1986).

Tabla 1: Distribucién de los lactobacilos segun el metabolismo para fermentar carbohidratos.

Grupo | Grupo Il Grupo llI
Caracteristicas Homofermentativo Heterofermentativo Heteroferemtativo

obligado facultativo obligado
Fermentacion de pentosa - + +
CO:2 a partir glucosa - - +
COz a partir de gluconato - +a +2a
FDP aldolasa + + -
fosfocetolasa - +b +

L. acidophilus L. casei L. brevis

. L. delbrickii L. curvatus L. buchneri
Especies .
L. helveticus L. plantarum L. fermentum
L. salivarius L. sake L. reuteri

aCuando fermenta
® Inducible por la pentosa.
Fuente: adaptado de Kandler & Weiss (1986) y Sharpe (1981).

1.1.2.1 Metabolismo de los azlcares.
Las BAL tienen una gran capacidad para metabolizar diferentes carbohidratos y otros
compuestos relacionados, siendo los azlcares el mejor sustrato para su crecimiento

(Fig. 1). Las rutas metabdlicas principales que pueden utilizar son:
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-Glucodlisis o via Embden-Meyerhof-Parnas: esta ruta involucra las BAL con

metabolismo homofermentativo, donde en condiciones de crecimiento estandar
metabolizan las hexosas produciendo 2 moles de &cido lactico y 2 moles de ATP por
cada mol de hexosa fermentada. Las especies homofermentativas presentan la enzima
fructosa-1,6-difosfato aldosa, y carecen de las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa. La ausencia de fosfocetolasa en

los microorganismos homofermentativos les impide fermentar las pentosas.

Mediante esta ruta metabdlica, ademéas de la glucosa, algunas BAL también pueden
fermentar fructosa y manosa (y otras hexosas) que ingresan a nivel de glucosa-6P o de

la fructosa-6P, después de una isomerizacion y/o fosforilacion.

Via del 6-fosfogluconato/fosfocetolasa: incluye las bacterias con metabolismo

heterofermentativo. El rendimiento energético de esta reaccién es 1 mol de ATP y 3
moles de NADH por mol de hexosa fermentada. Poseen una enzima denominada
fosfocetolasa que estd ausente en los microorganismos homofermentativos. Las
especies heterofermentativas pueden a su vez ser facultativas o estrictas. Las primeras
metabolizan las hexosas por la via de Embden-Meyerhof-Parnas y ademas son capaces
de transformar las pentosas en lactato y acetato, al poseer una fosfocetolasa inducible
por la presencia de pentosas (Kandler, 1983). Por el contrario, las especies
heterofermentativas estrictas presentan Unicamente la enzima fosfocetolasa. Las
hexosas son fermentadas por la via del fosfogluconato produciendo lactato, etanol
(acido acético) y CO. en cantidades equimolares. Las pentosas, luego de ser
fosforiladas, también pueden ser fermentadas por esta misma via, produciendo lactato

y acetato.

Con respecto al metabolismo de los azlcares y compuestos relacionados, puede
concluirse que, si bien la glucdlisis es la ruta metabdlica mas utilizada por las BAL y los
productos resultantes de la misma son los que con mayor frecuencia se encuentran en
los alimentos fermentados, éstas son capaces de actuar sobre otros compuestos por
exigencias de sus respectivos metabolismos, dando lugar a una gran variedad de
productos (como acetaldehido, diacetilo, 2,3-butanodiol, propanona o dextranos), que
van a influir notablemente en la textura, el gusto, el aromay el color de los alimentos y,
en definitiva, en las propiedades organolépticas de los mismos (Blajman & Zarate,
2020).
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Figura 1: Principales rutas metabdlicas de fermentacién de hexosas utilizadas por las BAL.

1.1.2.2 Fermentacion lactica de vegetales

Los vegetales son una fuente fundamental de vitaminas hidrosolubles (vitamina C y
vitaminas del grupo B), provitamina A, fitoesteroles, fibra dietaria, minerales y
fitoquimicos necesarios para la dieta humana. Trabajos previos evidencian que el
consumo de vegetales previene patologias crénicas tales como la hipertension,
enfermedades coronarias y riesgo de accidente cerebrovascular. Desafortunadamente,
se estima que la ingesta diaria de verduras y frutas es menor que la dosis recomendada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004). Sin embargo, actualmente los

consumidores tienden a preferir alimentos frescos o poco procesados, altamente
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nutricionales, que promueven la salud y que estén listos para consumir (Swain et al.,
2014). Por lo tanto, la fermentacién se convierte en una alternativa para promover este
tipo de caracteristicas en los alimentos; y en el caso de los vegetales son susceptibles

a este proceso.

La fermentacion lactica se considera una simple y valiosa herramienta biotecnolégica
para mantener y/o mejorar la calidad microbiolégica, nutricional y sensorial, asi como
para prolongar la vida util de verduras y frutas (Di Cagno et al., 2013). Los productos
tipicos mas investigados y reconocidos en el mercado internacional son las aceitunas,
pepinillos y coles, en menor grado, otros como cebolla de verdeo, zanahorias, coliflor,

berenjenas y alcaparras (Sesefia Prieto, 2007).

Un aspecto importante de las fermentaciones de los vegetales, que las hace diferentes
de otras (por ejemplo, de los productos lacteos), es que se trata de un tejido vegetal
inmerso en una fase liquida; donde la velocidad de crecimiento microbiano depende de
la disponibilidad de nutrientes, es decir, por la salida de solutos desde el vegetal a la
salmuera. Previamente se pensaba que la fermentacién tenia lugar exclusivamente en
la salmuera, lo que ha sido desmentido por algunos autores como Montano et al. (1992),
quienes han comprobado que este proceso ocurre simultineamente en el interior de los

tejidos y en la salmuera.

Los factores principales propuestos por Montano et al. (1992), que influyen en el
desarrollo y metabolismo de los microorganismos, para controlar el proceso de las
fermentaciones vegetales son la concentracién de sal, la temperatura y el nivel de

acidez.

-Concentracion de sal: previene el ablandamiento de los vegetales, regula el tipo y
extension del crecimiento microbiano y, en consecuencia, la calidad y estabilidad del
producto fermentado. La concentracion no debe exceder el 8% (m/v) con el fin de no

retardar excesivamente el desarrollo de las BAL.

-Temperatura: diferentes microorganismos pueden predominar durante una
fermentacion dependiendo de la temperatura en que se lleva adelante el proceso. La
produccion de chucrut es particularmente sensible a este parametro. Cuando la
fermentacion se realiza entre 8 a 18 °C, predomina la especie Leuconostoc
mesenteroides, pero a altas temperaturas (32 o 37 °C) se acorta su periodo de
crecimiento y se favorece el desarrollo de Lactobacillus plantarum (Montano et al.,
1992).
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-Acidez: la liberacion de acidos por fermentacion implica inhibir el crecimiento de
bacterias sensibles que se encuentran en el vegetal de partida en mayor nimero que
las BAL. El acido lactico es el producto mayoritario generado en la fermentacion, pero
el acido acético puede ser importante dependiendo el desarrollo de bacterias

heterofermentativas y el potencial redox del medio.

1.1.3 Procesos de fermentacion

La fermentacion de vegetales se puede lograr utilizando uno de los tres tipos de

procesos: fermentacion espontanea, black-slopping y fermentacion controlada.

1.1.3.1 Fermentaciones espontaneas

La poblacibn microbiana epifita de las plantas estd en gran medida sujeta a
fluctuaciones de las condiciones fisicas y nutricionales. Cada tipo de vegetal proporciona
un nicho Unico en términos de composicion quimica, capacidad de amortiguacion, biota
competitiva y compuestos antagonistas naturales (Lindow & Brandl, 2003). Por lo tanto,
cada especie de plantas alberga una microbiota dominante y constante (Yang et al.,
2001). Los vegetales frescos pueden presentar altas cargas microbianas, fluctuando
entre 5y 7 log UFC g. Las bacterias principales que se encuentran en la microbiota de
los vegetales son especialmente aerobios (Pseudomonas sp., Enterobacteriaceae). Los
estafilococos coagulasa positivos y algunas bacterias fecales también pueden estar
presentes en las verduras crudas, pero no constituyen un riesgo debido a su baja
densidad celular, la inhibicién por condiciones ambientales hostiles y la competencia
microbiana. Las BAL son las menos prevalentes, representando tan solo una pequefa
proporcién (2 a 4 log UFC g?) de la poblacién microbiana autdéctona. Este grupo de
bacterias requieren un medio rico en nutrientes como aminoacidos, acidos grasos,
vitaminas y ciertos minerales para su crecimiento y metabolismo. Las especies mas
frecuentes aisladas en los vegetales frescos y sus fermentaciones espontaneas son
Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella, Enterococcus y Pediococcus (Di Cagno et al.,
2013).

El proceso de fermentacion espontanea ocurre por la microflora bacteriana lactica
natural de la superficie del vegetal. Durante el proceso de fermentacion, se producen
elevadas concentraciones de acido lactico y acético, provocando una disminucion del
pH, que inhibe el desarrollo de bacterias Gram negativas y esporuladas; en estas

condiciones, solo las BAL pueden crecer.

El crecimiento microbiano, en una fermentacion espontéanea, se divide en cuatro etapas

definidas:
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a) Iniciacion: durante esta etapa, los microorganismos Gram negativos y Gram positivos
presentes en el vegetal fresco compiten por el predominio. Se produce el crecimiento
de algunos microorganismos anaerobios estrictos y facultativos, originalmente
presentes en el vegetal fresco. Luego, las BAL comienzan a estabilizarse generando
una disminucion del pH, fendmeno que produce la inhibicién de los microorganismos

indeseables, tales como las bacterias Gram negativas y las formadoras de esporas.

b) Fermentacién primaria: implica el crecimiento de BAL con o sin el desarrollo de
levaduras fermentativas, conformando la microflora predominante. Su crecimiento
continda hasta agotar los carbohidratos fermentables o hasta ser inhibidas por la alta
concentracion de acidos organicos sintetizados por las propias BAL. Los géneros mas

predominantes son Leuconostoc, Weissella y Lactobacillus.

La capacidad amortiguadora y la concentracidon de carbohidratos fermentables del
material vegetal son factores importantes que determinan la magnitud de la

fermentacién de las BAL.

c) Fermentacion secundaria: se caracteriza por el crecimiento de levaduras a partir de
la materia fermentable que permanece después de que el desarrollo de BAL resulta

inhibido por los bajos valores de pH.

d) Post-fermentacion: comienza cuando los carbohidratos fermentados se han agotado,
y se caracteriza por el crecimiento de microorganismos oxidativos en la superficie de la

salmuera cuando ésta se encuentra expuesta a la atmosfera (Blajman & Zéarate, 2020).

Este tipo de fermentacion determina que la calidad del producto final dependa
enormemente de la carga microbiana y de la variedad de microorganismos presentes
en la materia prima. Esto conduce a variaciones en las propiedades sensoriales de los
productos que difieren segun la calidad de la materia prima, la temperatura y las

condiciones de cosecha (Aires et al., 2011).

1.1.3.2 Black-slopping

Parte del material de un anterior lote de un producto fermentado se utiliza para inocular
el nuevo lote para iniciar el nuevo proceso. A través de esta practica de retroceso, la
fase inicial del proceso de fermentacion se acorta y el riesgo de contaminacién durante
la fermentacion se reduce (Holzapfel, 2002). Esta técnica es muy utilizada en productos
lacteos y bebidas fermentadas como la cerveza, pero también es una forma tradicional
de fermentar vegetales. En este Ultimo caso, se utiliza parte de la salmuera del producto

final fermentado para iniciar un nuevo proceso.
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1.1.3.3 Fermentaciones controladas

Actualmente, la mayor parte de las fermentaciones industriales son procesos dirigidos
en los que se afiaden de forma deliberada cultivos de microorganismos especificos
[lamados cultivos iniciadores o “starters”. Los cultivos iniciadores, se definen como una
0 mas cepas de una o mas especies bacterianas, que se utilizan para inocular un

producto fresco o pasteurizado con el fin de iniciar su fermentacion.

De acuerdo con el numero y tipo de cepas presentes, los cultivos iniciadores se

clasifican en las siguientes categorias (Cogan, 1996):
« Cultivo de cepa Unica, formado por una cepa de una determinada especie.

* Cultivo definido multiple, formado por varias cepas conocidas de una especie

determinada.
* Cultivo definido mixto, formado por varias cepas conocidas de distintas especies.

» Cultivo indefinido o artesano, formado por numerosas especies y cepas, total o

parcialmente desconocidas.

Los cultivos iniciadores pueden clasificarse como autéctonos o aldctonos/comerciales,
dependiendo del origen del aislamiento. Los cultivos iniciadores autéctonos son aislados
y reutilizados en la misma matriz cruda, independientemente del origen geogréfico. Por
otro lado, los iniciadores al6ctonos son aislados de ciertas matrices crudas pero
utilizados para fermentar diferentes productos (Di Cagno et al., 2013). En general, el uso
de los cultivos autoctonos resulta mas recomendable, ya que proporcionan propiedades
nutricionales y sensoriales mas deseables y una vida Gtil mas prolongada al producto
fermentado (Blajman & Zarate, 2020) (Tabla 2). Actualmente se cuenta con listas
autorizadas de microorganismos con uso certificado en fermentaciones de alimentos,
que cubren una amplia gama de matrices alimentarias, incluidos los vegetales
(Bourdichon et al., 2012). Estas listas son utilizadas de referencia para consultar y

seleccionar los cultivos iniciadores en la fermentacion de vegetales crudos.
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Tabla 2: Caracteristicas diferenciales de los cultivos iniciadores al6ctonos y autéctonos usados

para la fermentacién de vegetales.

Cultivos al6ctonos

Cultivos autéctonos

-Aislados de una matriz y usados en otra.
-Son de uso general.

-Actividad acidificante.

-Escasa adaptacion y flexibilidad metabdlica.
-Crecimiento lento y menor biomasa.
-Escaso aporte a las propiedades sensoriales

y funcionales.

-Aislados y usados en la misma matriz.
-Son de uso especifico.
-Actividad

tecnoldgicas/funcionales.

acidificante 'y  propiedades
-Alta adaptacion y competencia.

-Crecimiento rapido y mayor biomasa.
-Aseguran propiedades nutricionales 'y
sensoriales.

-Larga vida (til al producto.

Fuente: Blajman & Zarate (2020).

1.1.4 Funciones de los cultivos iniciadores

Al utilizar cultivos iniciadores se consiguen diferentes ventajas, tales como reducir el

tiempo de fermentacion, disminuir la probabilidad de que se produzcan alteraciones y

permitir la obtenciéon de productos de mejor calidad sensorial, mas estables y

homogéneos (Di Cagno et al., 2013).

Las caracteristicas deseables en los cultivos iniciadores que se utilizan en las

fermentaciones de los productos vegetales son las siguientes:

¢ Capacidad acidificante. Una rapida produccién de acidos hace descender el pH

de la salmuera,

lo que produce la

inhibicion del crecimiento de los

microorganismos indeseables en la etapa inicial de fermentacion.

e Tolerancia a la sal, las exigencias varian segun el producto a elaborar.

e Capacidad para producir metabolitos antimicrobianos (peroxido de hidrégeno,

bacteriocinas, entre otros).

e Generacion de productos con caracteristicas sensoriales aceptables y propias.

e Capacidad de incrementar el valor nutritivo del vegetal.

e Propiedades que permitan su congelacion o liofilizacion, sin que se vean

afectadas sus caracteristicas.

e Los microorganismos deben ser GRAS (Reconocidas Generalmente como

Seguros). La OMS recomienda a las industrias alimentarias, utilizar BAL exentas

de mecanismos de resistencia a los antibioticos transferibles, ya que esta

caracteristica es considerada una amenaza para la salud (OMS, 2015).
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e El cultivo iniciador debe tener la capacidad de predominar sobre la microbiota
espontdnea y desarrollar su actividad metabdlica bajo las condiciones

fisicoquimicas determinadas en la elaboracion del producto.

1.1.5 Propiedades funcionales y tecnoldgicas de BAL autdctonas

1.1.5.1 Produccion de compuestos antimicrobianos.

Un aspecto interesante de las BAL, es su capacidad de prologar la vida util de
determinados alimentos, al inhibir el desarrollo de los microorganismos causantes de
alteraciones (Mokoena, 2017). Las BAL producen diversos metabolitos secundarios de
interés como el 4cido lactico, peréxido de hidrégeno, diacetilo, etanol, dioxido de
carbono y bacteriocinas (Fan & Truelstrup Hansen, 2012); siendo estas Ultimas las que

han despertado mayor interés tecnolégico.

Generalidades de las bacteriocinas
El término bacteriocina fue propuesto por Jacob et al. (1953) para designar a un grupo
de sustancias de naturaleza proteica con actividad antimicrobiana, producidas por
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se pensaba que las bacteriocinas solo
actuaban contra bacterias estrechamente relacionadas con la cepa productora (espectro
reducido), en afos recientes este concepto ha cambiado, ya que se han encontrado
bacteriocinas que pueden actuar contra cepas filogenéticamente distantes de la cepa

productora (amplio espectro) (Cintas et al., 2001).

La capacidad de producir bacteriocinas, es un fenotipo muy extendido entre las BAL,
como lo demuestra el hecho de que hayan sido descritas cepas productoras de
bacteriocinas de todos sus géneros asociados con los alimentos: Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Carnobacterium vy
Enterococcus (de Vuyst & Vandamme, 1994). Algunas de las ventajas que se han
considerado para la aplicacion y uso de las bacteriocinas son: la ausencia de toxicidad
para células eucariotas, su mayor inhibicion comparada con las producidas por bacterias
Gram negativas y la degradacion que se produce en el tracto intestinal sin la produccion
de compuestos secundarios. Sin embargo, en la actualidad, sélo la nisina, la pediocina
PA-1 y Micocin® producida por Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici y
Carnobacterium maltaromaticum CB1, respectivamente, son consideradas seguras para
el consumo humano (GRAS), de acuerdo con la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (Food and Drug Administration-FDA) de los EE. UU (Radaic et al., 2020).

Las condiciones de incubacion de organismos bacteriocindgenos influyen en el

rendimiento efectivo de la bacteriocina. La produccion de estos principios activos se
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favorece optimizando diferentes factores asociados al crecimiento, como el pH, la
temperatura, los nutrientes o el tiempo de incubacién, los cuales varian en cada
organismo productor (de Vuyst, 1995). Se ha determinado que la composicién y el origen
de las fuentes de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo son de importancia para la
produccién éptima de bacteriocinas (Vallejo et al., 2014). En condiciones naturales, la
biosintesis ocurre en la fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final de la misma
Yy, por lo general, presenta una correlacion positiva con la biomasa producida (Piard &
Desmazeaud, 1992). Sin embargo, la produccién maxima en los medios de cultivos

puede ocurrir en diferentes fases del ciclo de crecimiento (Tagg et al., 1976).

Clasificacién de las bacteriocinas
Las bacteriocinas han sido agrupadas en clases segun varios criterios de clasificacion,
como por ejemplo: microorganismos productores, pesos moleculares, propiedades
fisicas, estructuras quimicas, modo de accion, y caracteristicas genéticas y bioquimicas
(Monroy et al., 2009; Nes et al., 2007). Las bacteriocinas mas comunes producidas por

BAL son descritas en la Tabla 3.

-Clase I, los lantibidticos: son péptidos de muy bajo peso molecular (<5kDa) resistentes
a altas temperaturas, presentan aminoacidos no comunes en su estructura, tales como
lantionina, metillantionina, dehidroxilamina y dehidrobutirina. Los lantibiéticos pueden
encontrarse en forma lineal (tipo A) o de forma globular (tipo B), caracterizados por la
nisina y la mersacidina, respectivamente. La nisina es producida por cepas aisladas de
productos vegetales, lacteos y embutidos; es una bacteriocina de amplio espectro,
presentando actividad frente a bacterias Gram positivas, incluyendo Staphylococcus
aureus y Listeria monocytogenes (Cintas et al., 1998; Hurtst, 1981). Ademas, la nisina
previene el crecimiento de esporas e inhibe a las células vegetativas de Bacillus spp. y

Clostridium spp.

-Clase I, los no lantibidticos: son péptidos pequefios termoestables (<10kDa), sin
aminoacidos modificados en su estructura. Por lo general, son catiénicos y a menudo
anfifilicos (Nes et al., 1995), lo que les permite permeabilizar la membrana y producir la

muerte celular. Se subdividen en cinco subclases (lla, Ilb, lic, lid y lle):

-La subclase lla, son una de las bacteriocinas mas estudiadas, actian fuertemente
contra patégenos transmitidos por alimentos, especialmente L. monocytogenes; se ha
descripto y caracterizado un gran nimero de este tipo de bacteriocinas, producidas por
una amplia variedad de cepas como Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Lactobacillus y Carnobacterium (Cintas et al., 2001). Estas bacteriocinas se sintetizan

como precursores con una secuencia lider N-terminal, conocida como secuencia lider
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del tipo “doble glicina” (Havarstein et al., 1994) la cual es escindida por un transportador
ABC y una proteina accesoria, durante el proceso de secrecion al medio extracelular del
péptido activo (Havarstein et al., 1995). La subclase lla también se conoce como la
familia de la pediocina, debido a que se refiere a la pediocina PA-1, la primera y mas

caracterizada bacteriocina dentro del grupo (Drider et al., 2006).

-La subclase Ilb son bacteriocinas formadas por dos péptidos y requieren la accion
complementaria para una actividad completa. Normalmente, los genes se ubican en el
mismo operén y se expresan simultineamente, y los dos péptidos actian en
combinacién con frecuencia mostrando una accién sinérgica importante. Su mecanismo
de accion también implica la disipacion del potencial de membrana y una disminucion
en la concentracion intracelular de ATP (Balciunas et al., 2012). Este grupo incluye

lactococcina G, lactacina F, lactococcina M, plantaricina S (Cintas et al., 2001).

-En la subclase llc se encuentran las bacteriocinas que no comparten homologia con
ninguna otra y recientemente se demostrd que se exportan por la via secretora general
(Cintas et al., 2001). Incluye la bacteriocina 31 (Tomita et al., 1996) y enterocina P

(Cintas et al., 1997), entre otras.

-En la subclase lid, se incluye todas aquellas bacteriocinas de la clase Il que no se
ajustan a ninguno de los subgrupos anteriores. En este subgrupo estan presentes la
enterocina L50 (EntL50A y EntL50B) y enterocina Q producidas por E. faecium L50
(Cintas et al., 2000), entre otros.

-Clase lll: son péptidos termolabiles de alto peso molecular (>30 kDa), se han
identificado dentro del género Lactobacillus (Joerger & Klaenhammer, 1986) y en
Enterococcus (Nilsen et al., 1998). Estas bacteriocinas se inactivan mediante un
tratamiento térmico y su mecanismo de accion es diferente al de otras bacteriocinas, ya

que promueven la lisis de la pared celular del microorganismo blanco.

Tabla 3: Principales bacteriocinas producidas por las BAL.

Bacteriocinas Organismo productor
Lactacina F L. johnsonii ssp.
Lactocina 705 L. casei ssp.
Lactoccina G Lc. lactis ssp.
Lactococcina MN Lc. lactis ssp. cremoris
Nisina Lc. lactis ssp.
Leucocina Leuconostoc spp.

Plantaricina EF, Plantaricina W Plantaricina JK, Plantaricina S L. plantarum ssp.

Fuente: Zacharof & Lovitt (2012).
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Mecanismo de accidn de las bacteriocinas de BAL
Las bacteriocinas pueden presentar un modo de accién bactericida o bacteriostatico
sobre las células sensibles; este accionar esta influenciado por diversos factores como
la dosis de bacteriocina, el estado fisioldgico de las células indicadoras, las condiciones
experimentales, entre otras (Cintas et al., 2001). Cotter et al. (2005) determinaron que
las bacteriocinas de las bacterias Gram positivas presentan diferentes modos de accién

de acuerdo con su clasificacion (Fig. 2).

-Los lantibioticos (clase I) actian desestabilizando la membrana plasmatica, mediante
la formacion de poros. La estructura a-hélice o B-laminar de estos péptidos, les permite
tener dos caras, una hidrofilica y otra hidrofébica, creando oligbmeros que pueden
atravesar la membrana formando poros. Como consecuencia, se produce un
vaciamiento intracelular, generando la pérdida de iones K, de energia en forma de ATP
y en algunos casos, de aminoacidos y moléculas de bajo peso molecular. Esto genera
una disminucién del potencial de membrana y una escasa disponibilidad de las reservas
energéticas de la célula, lo que conlleva a la disminucién de la sintesis de ADN, ARN y

proteinas, que finalmente desencadena la muerte de la célula (McAuliffe et al., 2001).

-Los péptidos no-lantibiéticos (clase Il) tienen una estructura anfifilica helicoidal que les
permite insertarse en la membrana de la célula diana, lo que lleva a la despolarizacién
y la muerte. La interaccién inicial con las cabezas de los fosfolipidos de la membrana
anidnica tiene lugar en el extremo N hidrofilico de los péptidos. El C-terminal del péptido
es mas hidréfobo que el N-terminal y se cree que esta involucrado en interacciones

hidrofébicas con la membrana (Cotter et al., 2005).

-Las proteinas bacterioliticas grandes (bacteriolisinas o bacteriocinas de clase 1ll) como
la lisostafina pueden actuar directamente sobre la pared celular de las células diana

Gram-positivas, provocando la muerte y la lisis celular (Cotter et al., 2005).
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Fuente: Cotter et al. (2005).

1.1.5.2 Enzimas de las BAL involucradas en el proceso de fermentacion de

vegetales

La riqueza de los vegetales como sustrato y el amplio conjunto de enzimas que

presentan las BAL les permite utilizar durante la fermentacién un complejo laberinto de

rutas metabdlicas, obteniendo como resultado un producto fermentado enriquecido en

compuestos bioactivos y/o reducidos en factores antinutricionales (Filannino et al., 2018)

(Fig. 3).

Entre toda la bateria enzimatica que tienen las BAL, a continuacion, se describiran las

de mayor interés en la fermentacion vegetal:
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Figura 3: Laberinto funcional y metabdlico de las BAL durante la fermentacion de vegetales.

Actividad pectinasa
Las bacterias son fuente de produccion de diversas enzimas extracelulares de interés
industrial. Estudios previos se han enfocado en investigar enzimas producidas por las
BAL, como la B-galactosidasa y proteasas, pero son escasos los dedicados a la
produccién de pectinasa (Karam & Belarbi, 1995; Sakellaris et al., 1989).

Las pectinasas actlan sobre las pectinas, polisacaridos presentes en la pared celular
vegetal que pueden estar entrecruzados con otros polisacaridos estructurales y
proteinas para formar una protopectina insoluble. El componente mas abundante de la
pectina es el acido galacturénico, que forma el esqueleto principal de la molécula
consistente en una cadena de residuos de &cido D-galacturénico unidos mediante
enlaces a(1—4) (Garg et al., 2016). Segun el tipo de accion de las pectinasas sobre el
sustrato, se pueden clasificar en tres grupos: la poligalacturonasa (PG, EC. 3.2.1.15),
capaz de hidrolizar los enlaces glucosidicos proximos a un grupo carboxilo libre;
pectinesterasa (PE, EC. 3.1.1.11), que a través de la reaccion de hidrdlisis libera

metanol de los grupos carboxilos esterificados y genera pectinas de bajo metoéxilo y
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pectatos, y finalmente la pectinliasa (PL , EC. 4.2.2.2), sintetiza la pectina al romper los

enlaces glucosidicos proximos a un grupo metil-éster (Meijide et al., 2016) (Fig. 4).

PECTINESTERASAS
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Fuente: Meijide et al. (2016).

Figura 4: Accion de las enzimas pécticas sobre la estructura del galacturoano presentes en
sustratos de pectina.

La seleccion de microorganismos productores de endopectinasas es de interés en el
procesamiento de vegetales, ya que actlan disminuyendo la viscosidad, mejorando el

rendimiento y la clarificacion del producto final (Sesefia Prieto, 2007).

Actividad Tanasa
Los taninos son compuestos polifendlicos naturales con diferentes pesos moleculares
gue estan presente naturalmente en el reino vegetal (Vaquero et al., 2004). Los taninos
no juegan un papel directo en el metabolismo de las plantas, por lo que son
considerados metabdlicos secundarios. Después de la lignina, los taninos son el
segundo grupo mas abundante de compuestos fendlicos en los vegetales (Aguilar et al.,
2007). Una de sus principales caracteristicas es la capacidad para formar complejos con
proteinas y otras macromoléculas como el almidon, la celulosa y los minerales (Bhat et
al., 2013). Los taninos son clasificados por su estructura y susceptibilidad a la hidrélisis
acida en hidrolizables y condensados. Los taninos hidrolizables estan compuestos por
un nucleo de poliol carbohidrato (generalmente D-glucosa) esterificado a acidos
fendlicos como el 4cido galico o el &cido elagico, formando gallotaninos y elagitaninos,

respectivamente. Mientras que los taninos condensados son compuestos complejos

25



Introduccién

formados por blogues de flavonoides (de 2 a mas de 50) que no resultan facilmente
hidrolizables (Aguilar et al. 2007). En general, los taninos son considerados compuestos
antinutricionales ya que, inhiben las enzimas digestivas, afectan la absorcién de
vitaminas, minerales y proteinas, formando complejos no digeribles. La ingestién de
grandes cantidades de taninos puede provocar efectos adversos para la salud (Bhat et
al., 2013).

La tanin acil hidrolasa (TAH, EC. 3.1.1.20), comUnmente conocida como tanasa,
hidroliza el acido tdnico completamente a acido gélico y glucosa (Lekha & Lonsane,
1997), inhibiendo sus propiedades de formacién de complejos no digeribles (Fig. 5).
Este tipo de enzima puede ser producida por cepas de hongos, levaduras y bacterias
(Vaquero et al.,, 2004). Por lo general, las bacterias productoras de tanasa son
encontradas en la microflora intestinal de diversas especies de mamiferos; pero también
existen evidencias de aislamientos provenientes de alimentos fermentados a base de

vegetales, incluyendo diferentes variedades de pickles y kimchi (Osawa et al., 2000).
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Figura 5: Hidrdlisis del acido tanico catalizado por la TAH.

Actividad dextransacarasa
Las enzimas dextransacarasas (E.C. 2.4.1.5.) son producida por diferentes géneros de
BAL, como Leuconostoc, Streptococcus, Lactobacillus (denominado antiguamente),
Pediococcus y Weissella (Kothari et al.,, 2014). Estas enzimas son extracelulares,

pueden ser secretadas al medio o permanecer unidas a la superficie de la célula.

Las dextransacarasas pertenecen a la familia de las glucansacarasas, que catalizan la
transferencia de residuos D-glucopiranosa provenientes de la sacarosa al dextrano,
liberandose fructosa. La estructura de cada tipo de dextrano depende de la cepa
microbiana y, por tanto, de la dextransucrasa especifica (Leemhuis et al., 2013). Los

dextranos son polisacaridos de elevada masa molecular, presentan una cadena

26



Introduccién

principal con enlaces a(1—6) y ramificaciones unidas a esta por enlace a(1—3), a(1—2)
0 a(1—4) (Kothari et al., 2014).

La reaccién catalizada por las dextransacarasas se la puede dividir en dos etapas para
su analisis. En la primera etapa, se escinde un enlace a(1—2) de la sacarosa con la
liberacion de fructosa y se forma un intermediario de glucosil-enzima, en el que la unidad
de glucosilo se une covalentemente al nucledfilo catalitico mediante un enlace [3-
glicosidico. La energia involucrada en el enlace entre la glucosa y fructosa (16,7-20,9
kJ mol?) se utiliza para la sintesis del dextrano, sin necesidad de algin cofactor o ATP
(Leathers, 2002). En la segunda etapa de la reaccion, el residuo glucosilo unido
covalentemente se transfiere al extremo aceptor no reductor del azicar de una cadena

del dextrano en crecimiento, con un enlace a-glicosidico (Leemhuis et al., 2013) (Fig. 6).

En los dltimos afios, se incrementd el interés en el uso de prebibticos como ingrediente
en alimentos funcionales para modular la composiciéon de la microbiota intestinal y
proporcionar beneficios para la salud del huésped (Saad et al., 2013). Los alimentos que
contienen prebidticos estan asociados con la proteccion contra el riesgo de distintas
enfermedades como cancer de colon, inflamacién intestinal, diarrea, enfermedad
coronaria, obesidad, colesterolemia y diabetes tipo 2. Existen evidencias que los enlaces
a(1—6) son resistentes a la hidrdlisis por las enzimas intestinales humanas, lo que da
como resultado la lenta digestién del dextrano; mientras que los enlaces ramificados,
facilmente hidrolizables, actian como prebidticos con efecto selectivo sobre la
microbiota intestinal (Remaud-Simeon et al., 2000). Ademas, se ha informado que el
dextrano y sus derivados de oligosacéaridos incrementan el desarrollo de especies
beneficiosas como Bifidobacterium sp. y Lactobacillus sp., exhibiendo actividad
prebidtica (Das et al., 2014; Olano-Matrtin et al., 2000).
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Figura 6: Reaccién catalizada por las enzimas dextransacarasas.

1.1.5.3 Tolerancia a fenoles y polifenoles

En los dltimos afios, las industrias alimentarias han comenzado a interesarse por los
compuestos fendlicos. Los polifenoles son constituyentes naturales de una gran
variedad de vegetales, que se trasladan a los alimentos procesados luego de su
elaboracion. En los alimentos, los polifenoles contribuyen al amargor, la astringencia, el

color, el aroma y la estabilidad oxidativa (Pandey & Rizvi, 2009).

Los polifenoles son metabolitos secundarios de plantas y estan involucrados con la
proteccion contra la radiacion ultravioleta y/o la agresion provocada por patégenos. En
varias especies de plantas se han encontrado mas de 8.000 compuestos fendlicos
(Pandey & Rizvi, 2009). Desde el punto de vista quimico, el término “polifenol” engloba
a un grupo heterogéneo de compuestos, que se caracterizan por presentar un anillo
aromatico con al menos un radical hidroxilo y una cadena lateral funcional. Los
polifenoles pueden ser clasificados en diferentes grupos, en funcién al nimero de anillos
de fenoles que contienen y sobre la base de elementos estructurales que se unen a

estos entre si. Los compuestos fendlicos y polifendlicos se pueden clasificar en varias
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clases: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas, ligninas y taninos (Shahidi
& JuDong, 2018) (Fig. 7).

Los &cidos fendlicos representan aproximadamente un tercio de los compuestos
polifendlicos en nuestra dieta y se encuentran en todo el material vegetal; el acido

cafeico, el acido galico y el 4cido ferulico son los mas comunes (Pandey & Rizvi, 2009).

Los flavonoides son los polifenoles més abundantes en la dieta humana y comparten
una estructura basica comun que consiste en dos anillos aromaticos, que estan unidos
por tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado. La cumarina
pertenece a la familia de las benzopironas, a su esqueleto se le pueden adicionar
diferentes residuos y conformar la familia de las cumarinas. Los estilbenos contienen
dos restos fenilo conectados por un puente de metileno de dos carbonos. La mayoria
de los estilbenos en las plantas se sintetizan solo en respuesta a una infeccion o lesion
y el mas estudiado es el resveratrol. Los lignanos son compuestos difendélicos que
contienen una estructura de 2,3-dibencilbutano que se forma por la dimerizaciéon de dos
residuos de 4cido cinamico (Pandey & Rizvi, 2009). Dentro de los polifenoles vegetales
se encuentran los taninos, estos se dividen en dos grupos: taninos hidrolizables como
elagitaninos y gallotaninos; y taninos condensados, también denominados como
proantocianidinas (Shahidi & JuDong, 2018).

o OH
R O \ HO  OH HO OHO ¢
HO = R O o ] = bl Pt )—OH
oH P ! w
HO—, ¢ Yo
RS [0 o] ey b OoH

o R; =0 0=
. - . o s} OH
Acido Fendlico Flavonoides Cumarinas Y— O \ =
o= B >0 p—{ )—OH
) 0= 0 v 0
HO o o4
=0 QO b
CH,O. CH,0H HO o= Y —0OH
HO, . 0 3 =
HO—" ™ 4 — 4 %—0OH HO OH
HO CH,0H /=~ OHO OH =
\ HO o OH
OH O y=0
HO Nt
OCH; HO -\
OH HO OH
Estilbenos Lignanos Taninos

Fuente: Pandey & Rizvi (2009).

Figura 7: Estructura quimica de las diferentes clases de polifenoles.

Tradicionalmente los compuestos fendlicos, han sido considerados nutricionalmente
indeseables, ya que precipitan las proteinas, inhiben enzimas digestivas y afectan la
utilizacion de minerales y vitaminas, disminuyendo la calidad nutricional del alimento.

Sin embargo, la evidencia epidemiologica ha demostrado que los fenoles promueven
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notables efectos sobre la salud contrarrestando enfermedades crénicas, debido a sus
propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias y antioxidantes. La capacidad
anticancerigena de los fenoles es un efecto preventivo primario de enfermedades;
retardan el inicio y la progresién de los canceres al limitar la transformacion de las
células normales, los tumores en crecimiento, la angiogénesis y la metastasis (Huang
et al., 2009; Shahidi & JuDong, 2018).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su habilidad para captar
radicales libres y/o donar 4&tomos de hidrégeno o electrones (Amarowicz et al., 2004).
Esta actividad depende de su estructura quimica y en especial del nimero y posicién de
los grupos hidroxilos, asi como de la naturaleza del anillo aromético de sustitucion
(Garcia Ruiz, 2012).

Las BAL pueden metabolizar los compuestos fendélicos presentes en el medio, pero al
mismo tiempo su propio metabolismo y crecimiento puede verse afectado por los
polifenoles del medio (Garcia Ruiz, 2012). El balance final de esta interaccién esta
regulado por diversos factores como la concentracién y la estructura quimica de los
compuestos fendlicos, las caracteristicas propias de las cepas bacterianas implicadas,
la presencia de agentes antimicrobianos, entre otros (Garcia Ruiz, 2012). Por lo tanto,
es fundamental seleccionar BAL que toleren ciertas concentraciones de fenoles y

polifenoles, presentes en la matriz vegetal a utilizar.

1.1.5.4 Produccién de exopolisacéaridos (EPS)

Algunas bacterias pueden sintetizar extracelularmente polimeros de monosacaridos,
conocidos como polisacaridos exocelulares o EPS. Atendiendo a su composicion
guimica y a su modo de sintesis, los EPS de las BAL se dividen en homopolisacaridos
(HoPS), los cuales estdn compuestos por un Unico tipo de monosacarido como el
dextrano, y los heteropolisacéaridos (HePS) que estan constituidos por 2 o mas tipos de
monosacaridos como glucosa, galactosa, ramnosa, manosa, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalatosamina y acido gluconico (Ross et al., 2002). Los HePS se encuentran de
forma habitual en las BAL, y los azlcares mas frecuentes son glucosa, galactosa y
ramnosa en diferentes proporciones (Laws et al., 2001). Como se menciono
anteriormente, las BAL son consideradas GRAS, por esta razén son candidatas a la
produccion segura de EPS funcionales (Rodriguez et al., 2003). Estos tipos de EPS se
utilizan para mejorar las propiedades sensoriales de los alimentos fermentados (Tieking

et al., 2003), contribuyendo a la textura, reologia, sabor y estabilidad final del producto.
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1.1.5.5 Tolerancia al NaCl y al pH acido

La salinidad y el pH son factores, como la temperatura, que regulan el desarrollo y
metabolismo de las bacterias. Por lo tanto, es necesario que las BAL, en el momento de
su seleccion, toleren ciertas concentraciones de NaCl y que su desarrollo no se vea
afectado por los bajos valores de pH; condiciones imperantes en la fermentacién de

vegetales.

1.1.5.6 Incremento de la actividad antioxidante

Los antioxidantes son capaces de prevenir o retardar la oxidacion (pérdida de uno o mas
electrones) de diversas moléculas, generalmente sustratos biolégicos como lipidos,
proteinas o acidos nucleicos (Pisoschi & Negulescu, 2011). La actividad antioxidante es
la capacidad de eliminar radicales libres en la célula y en los alimentos. Los
antioxidantes se usan en los alimentos para protegerlos de los efectos nocivos de la
oxidacién y también se emplean como suplementos dietarios para neutralizar los efectos
adversos del estrés oxidativo (Hur et al., 2014). Los antioxidantes mas comunes son los

polifenoles, la quercetina, el acido ascorbico y los flavonoides.

La fermentacion mejora la actividad antioxidante de los alimentos de origen vegetal, al
aumentar la liberacion de metabolitos que ejercen esta funcion. Las enzimas
microbianas, como la glucosidasa, la amilasa, la celulasa, la quitinasa, la inulinasa, la
fitasa, la xilanasa, la tanasa, la esterasa, la invertasa o la lipasa producidas durante la
fermentacion pueden hidrolizar los glucésidos y descomponer las paredes celulares de
las plantas o las moléculas de almidon. Estas enzimas desempefian un papel en la
desintegraciéon de la matriz de la pared celular de la planta y, en consecuencia, facilitan
la extraccién de los flavonoides y la induccién y/o liberacidon de diversos compuestos
bioactivos (Hur et al., 2014). Los efectos de las BAL en la actividad antioxidante también
podrian explicarse por la liberacibn de compuestos fendlicos simples después de la
hidrélisis acida y enzimatica de compuestos fendlicos polimerizados durante la

fermentacion.

1.1.6 Factores de virulencia y/o rasgos negativos

Histéricamente, las BAL han sido reconocidas como seguras con un estado GRAS y
QPS (presuncion cualificada de seguridad) otorgado por la FDA y la Autoridad Europea

de Seguridad Alimentaria (EFSA, por su sigla en inglés), respectivamente.

Actualmente, las autoridades de la Division de Biotecnologia perteneciente a la FDA
exigen la realizacion de pruebas de seguridad méas estrictas a las cepas de BAL

aisladas, antes de su aplicacion en biotecnologia alimentaria (Ji et al., 2013).
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Por lo tanto, es fundamental determinar que las BAL que conformen el/los in6culo/s
iniciales no presenten factores de virulencia y/o rasgos negativos como: produccién de
aminas biogenas (AB), actividad hemolitica, actividad gelatinasa y resistencia

antibidtica.

1.1.6.1 Produccion de aminas biégenas

Las BAL son consideradas como las principales productoras de AB en alimentos
fermentados. Estos compuestos derivan de la descarboxilacién de aminoécidos a través
de actividades microbianas y pueden causar efectos toxicos en los humanos (Barbieri
et al., 2019). La ingestion de alimentos con elevadas concentraciones de AB pueden
causar dolor de cabeza, palpitaciones, vomitos, diarrea e hipertension (Alvarez &
Moreno Arribas, 2014). Sin embargo, el efecto toxico depende del tipo de AB, de la
sensibilidad individual y del consumo de medicamentos que interactian con la
aminooxidasa, responsable del proceso de desintoxicacion de AB exdgenas (Silla
Santos, 1996).

Las AB se han clasificado segln su estructura quimica en aromaticas (tiramina y 2-
feniletilamina), alifaticas (putrescina, cadaverina, espermina y espermidina) y

heterociclicas (histamina y triptamina) (Barbieri et al., 2019).

Las AB exdgenas derivan de la descarboxilacion bacteriana de los aminoacidos
correspondientes a través de las descarboxilasas. La histamina deriva de la histidina por
la accion de la histidina descarboxilasa (HDC), mientras que la cadaverina se produce
por la accién de la lisina descarboxilasa (LDC) sobre la lisina. La tirosina se convierte
en tiramina por la tirosina descarboxilasa (TDC), que también puede actuar en la
obtencion de fenilalanina 2-feniletilamina. Esta Gltima AB aromatica es producida por
TDC con una menor eficiencia con respecto a la tiramina y se acumula cuando la tirosina
se agota casi por completo (Bargossi et al., 2015; Pessione et al., 2009). La putrescina
deriva de la descarboxilacién de la arginina y agmatina, mediante la accion de la ornitina

descarboxilasa y la agmatina deiminasa, respectivamente (Benkerroum, 2016).

Las vias de descarboxilacion se activan por varias razones fisiol6gicas. Trabajos previos
reportan que la acumulacion de AB puede representar un mecanismo de defensa para
resistir en medios &cidos mejorando el rendimiento celular en estas condiciones
(Pessione et al., 2009). Se ha informado la capacidad de producir histidina, cadaverina
y putrescina por parte de las BAL (Benkerroum, 2016). Es importante sefialar que la
capacidad de producir AB es generalmente una caracteristica especifica de cada
bacteria, mostrando una fuerte variabilidad en el potencial amino biogenético entre

diferentes cepas pertenecientes a la misma especie (Barbieri et al., 2019).
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El contenido de AB en los alimentos fermentados es de gran interés, no solo por sus
posibles problemas de salud sino también desde el punto de vista econdémico (EFSA,
2011). En el proceso de fermentacion de los vegetales por las BAL, se observa un
incremento de la concentracion de acido lactico acompafiado de un descenso de pH,
por lo que es necesario evaluar la produccion de AB en estas condiciones. Sin embargo,
la presencia de pequefas concentraciones de estos compuestos en los alimentos
fermentados es inevitable. La EFSA (2011) establece que la concentracion de AB debe
ser inferior a 20 mg/kg en vegetales fermentados y, hasta 100 mg/kg en embutidos y

quesos.

1.1.6.2 Actividad gelatinasa

La gelatinasa es una metaloendopeptidasa extracelular capaz de degradar diferentes
tipos de sustratos como gelatina, fragmentos insolubles de colageno, la cadena [3 de la
insulina y la hemoglobina. Esta enzima proteolitica, presente en ciertas bacterias, les
permite desdoblar a los polipétidos y obtener aminoacidos simples desde el tejido del
hospedero. Por esta razén, los microorganismos que sintetizan gelatinasa son
considerados no seguros, ya que no solo producen dafios tisular sino que en ciertos
casos logran migrar y difundir a través de los tejidos lesionados del hospedador
provocandoles distintos tipos de enfermedades (Waters et al., 2003), como la

endocarditis infecciosa, lesiones renales agudas, entre otras.

1.1.6.3 Actividad hemolitica

La hemolisina B o citolisina es una toxina extracelular capaz de lisar los eritrocitos, como
diferentes células eucariotas y procariotas (Franz et al., 2003; Kayser, 2003). En la
década del 90 se reconocié a esta toxina como una bacteriocina, perteneciente a la
clase | o lantibidticos, siendo la Unica de este grupo capaz de lisar células eucariotas
(Gilmore et al., 1994). Esta toxina/bacteriocina despierta un interés especial porque su
actividad incrementa la virulencia, principalmente en enterococos (Chow et al., 1993;
Huycke & Gilmore, 1995). Estudios actuales revelaron que la sintesis de la citolisina esta
regulada por la expresion de ocho genes situados en un Unico operén que bien puede
estar localizado en el cromosoma, en plasmidos regulados por feromonas o en la isla
de patogenicidad (Garsin et al., 2014). En trabajos previos se ha informado que la
presencia del operon cyl y el potencial hemolitico estdn muy extendidos principalmente
en el género Enterococcus, independientemente de su origen o localizacion
(hospedadores humanos y animales, alimentos o ambiente). Por lo tanto, siempre es
recomendable la evaluacion de la expresion de citolisina particularmente en cepas de

enterococos que pudieran emplearse en la industria alimentaria (Semedo et al., 2003).
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1.1.6.4 Resistencia antibidtica

La resistencia antibidtica es la capacidad de un microorganismo para resistir la actividad
inhibitoria de un antimicrobiano, mas alla de la susceptibilidad normal de la especie
bacteriana especifica (Verraes et al.,, 2013). La resistencia antibidtica puede ser
intrinseca o adquirida, dependiendo de su naturaleza. La resistencia intrinseca o innata
es una propiedad especifica de las bacterias, su aparicion es anterior al uso de los
antibidticos y tiene la caracteristica de ser inherente a una especie en particular (Zhang,
2007). La ausencia del blanco molecular de accion es una clara forma de resistencia
intrinseca. Los géneros Leuconostoc y Lactiplantibacillus exhiben resistencia intrinseca
a la vancomicina como consecuencia de la ausencia del dipéptido D-alanina-D-alanina
gue en estos microorganismos se sustituye de forma natural por D-alanina-D-lactato
(Verraes et al., 2013). Otro ejemplo es la resistencia a los antibiéticos p-lactamicos, la
cual se ha asociado con la alteracion del sitio receptor de las proteinas fijadoras de
penicilina (PBPs- Penicillin Binding Protein) en algunas bacterias Gram positivas,
disminuyendo de esta manera su afinidad (Colautti et al., 2022). Este tipo de resistencia
solo se transmite de forma vertical, ya que los genes que codifican las PBPs se
encuentran en el cromosoma (Colautti et al., 2022; Mathur & Singh, 2005). La resistencia
adquirida ocurre cuando las bacterias pueden incorporar a su estructura celular, material
genético moévil capaz de otorgar resistencia a ciertos antibiéticos. Esta transferencia
horizontal de genes permite al microorganismo incrementar su espectro de resistencia.
Los tres mecanismos principales de transferencia génica horizontal son conjugacion,
transformacion y transduccion. Este tipo de transferencia puede potencialmente ocurrir
incluso entre bacterias que son distantes filogenéticamente (Alvarez-Cisneros & Ponce-

Alquicira, 2018), ocasionando graves riesgos para la salud publica en todo el mundo.

1.1.7 Vegetales fermentados tradicionales

En general, los vegetales se consumen frescos o minimamente procesados pero su
naturaleza extremadamente perecedera condiciona su vida Gtil debido al rapido
deterioro microbiano. La fermentacion se convierte en una excelente alternativa, ya que
logra la preservacion bioldgica y modifica favorablemente a los alimentos (Di Cagno et
al., 2013). Los métodos tradicionales para elaborar vegetales fermentados comenzaron
hace més de 2.000 afios (Blajman & Zarate, 2020). En Asia y en Oriente, los productos
fermentados se elaboraban a partir de repollo, nabos, rdbanos, zanahorias y otros
vegetales endémicos de las regiones locales. Esta tecnologia se expandio a Europa en
el siglo XVI, junto a la introduccién de algunas hortalizas regionales, como el repollo.
Luego, los europeos introdujeron variedades de repollos en América y divulgaron el

procedimiento para la elaboracién de chucrut (Hutkins, 2006). Sin embargo, los
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vegetales fermentados ya representaban un componente importante de la dieta de los
pueblos originarios de Latinoamérica. Estos alimentos fermentados eran elaborados a
base de cereales, tubérculos, frutos y leguminosas. Entre los numerosos ejemplos de
alimentos y bebidas fermentadas latinoamericanas pueden mencionarse: calugi, cauim,
caxiri, chicha, masa agria, pozol, pulque, polvillo, taruba, tejuino y yakupa (Blajman &
Zarate, 2020). En general, en todas las regiones del mundo donde se cultivan y
consuman vegetales, es muy probable que existan versiones fermentadas. Sin
embargo, al igual que otros alimentos fermentados, se observan algunas diferencias en
las preparaciones, asi como en las variedades de materias primas disponibles en cada
region. Los vegetales fermentados de mayor consumo en el mundo son las aceitunas,

el chucrut, los pepinillos y el kimchi (Russo et al., 2017).

La produccion de aceitunas se extendi6 desde el Medio Oriente a través del
Mediterraneo, a Grecia, Italia, Francia, Espafia y el norte de Africa. Las aceitunas no se
introdujeron en América hasta el siglo XVIII (Hutkins, 2006). Su preparacion varia segun
la regién geogréfica; siendo los métodos de elaboracion principalmente tres: i) las
aceitunas verdes espafiolas se tratan con NaOH y luego se fermentan; ii) las aceitunas
griegas, naturalmente negras, se fermentan sin tratamiento con NaOH; iii) Las aceitunas
de California (negras o verdes maduras) no se fermentan, sino que simplemente se
tratan con NaOH y puede ser sometidas a aireacion para promover la oxidacién del
pigmento, convirtiendo asi el color verde en negro (Russo et al., 2017). En el método
griego como en el espafiol, la fermentacion es dirigida por la microflora nativa,
principalmente por el género Lactiplantibacillus sp. (Hutkins 2006). En todos los casos
es necesario tratar a las aceitunas con NaOH para hidrolizar la oleuropeina que confiere
un sabor amargo e inhibe el desarrollo de las BAL (Blajman & Zarate, 2020). Luego de
su elaboracion, las aceitunas de mesas sin pasteurizar se pueden almacenar hasta 6
meses a 5 °C sin disminuir significativamente las propiedades organolépticas (Argyri et
al., 2015). Debido a su contenido de acidos grasos monoinsaturados (omega-9), el
consumo de aceitunas y su aceite pueden prevenir el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. Ademas, otros componentes menores, como los tocoferoles y
compuestos fendlicos, tienen propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Argyri et al.
2015; Blajman & Zérate, 2020).

Se entiende por chucrut (del francés choucroute), sauerkraut (del alemén sauer: agrio,
kraut: repollo), repollo &cido, col agria, col acida, el producto elaborado mediante la
fermentacion lactica de hojas finamente cortadas de diversas variedades de repollo
blanco (B. olereacea), limpios, sanos con o sin especias; el contenido de cloruro de

sodio no debe ser menor de 2% ni superar el 3,5%; debe presentar una acidez
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expresada en acido lactico no inferior de 1% y un pH no mayor de 4,1, segun el Cadigo
Alimentario Argentino (CAA, art. 976). Es una preparacion culinaria originaria de los
paises de Europa central (Alemania, Austria, Francia, Suiza, Hungria, Polonia y
Ucrania). Su uso culinario se ha extendido a otros continentes, de Américay Asia a partir
del siglo XVII (Hutkins, 2006). El proceso de fermentacién incluye una fase
heterofermentativa, en la que se desarrollan las BAL menos tolerantes al medio acido,
seguida por especies homofermentativas (Di Cagno et al., 2013). Ln. mesenteroides,
Lactiplantibacillus sp. y Weissella sp. son las especies mas representativas en la
fermentacion (Russo et al., 2017). La adicién de sal se realiza en seco y es necesaria
para inhibir el crecimiento de microorganimos deteriorantes. El tiempo de fermentacion
varia dependiendo de la temperatura empleada (Blajman & Zarate, 2020). El chucrut se
puede pasteurizar, o distribuir de manera fresca o natural; solo este Ultimo contiene
microorganimos vivos. En caso de someterse a un tratamiento térmico, el periodo de
almacenamiento es mas prolongado hasta aproximadamente dos afios (Hutkins, 2006).
Ademas de su alto valor nutricional, numerosas investigaciones in vitro y algunos datos
epidemioldgicos sugieren los posibles efectos positivos del consumo del chucrut para la
salud. Los fitoquimicos especificos del chucrut exhiben accién antioxidante,

antiinflamatoria y quimiopreventiva contra ciertos tipos de cancer (Pefa et al., 2017).

Los pepinillos fermentados se encuentran entre los encurtidos de mayor difusion a nivel
mundial (Jaafir et al., 2021). En su fermentacién participan principalmente Leuconostoc
sp., Lactiplantibacillus sp., Lactobacillus sp. y Pediococcus sp. que se van sucediendo
conforme sus resistencias a la salinidad y acidez del medio (Russo et al., 2017). En
estos alimentos los recuentos de BAL oscilan entre niveles indetectables (<10* UFC/g)
a 10® UFC/g (Blajman & Zarate, 2020). Durante la fermentacién se liberan acidos
organicos, CO,, ésteres, aldehidos, entre otros, que causan el descenso del pH,
cambios en las caracteristicas organolépticos y finalmente se alcanzan las condiciones
optimas de conservacion (Jaafir et al., 2021). Frecuentemente se afladen especias o
hierbas aromaticas para mejorar el sabor y puede usarse a nivel industrial conservantes
guimicos. Los pepinillos pasteurizados pueden almacenarse durante dos afios, mientras
que sin este tratamiento térmico, se conservan hasta dos meses a 5 °C (Jaafir et al.,
2021). Desde el punto de vista tecnologico y de la salud, los pepinillos pueden
considerarse una fuente de BAL con capacidad para producir bacteriocinas,
oligosacaridos y polisacaridos. Ademas, polimeros de dextrano, a-glucanos y [-
glucanos y oligosacéridos prebidticos sintetizados por las BAL de pepinos fermentados

han mostrado potencial inmunomodulador y anticancerigeno (Blajman & Zarate, 2020).
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El kimchi fue declarado “Patrimonio Cultural Inmaterial de la Humanidad” por Unesco
(Blajman & Zéarate, 2020), es un producto fermentado preparado con variedades de
repollo chino/akusai y otros vegetales, a manera de condimento como pimentén rojo,
ajo, pimienta, mostaza, jengibre, pepino y radbano (Patra et al., 2016). El proceso
principalmente ocurre mediante una fermentacion lactica espontanea, en la que
intervienen los géneros Lactobacillus, Lactiplantibacillus, Leuconostoc, Weissella,
Lactococcus y Pediococcus (Russo et al., 2017). El kimchi resultante generalmente
contiene elevadas concentraciones de BAL (108-10° UFC/g). Durante el proceso de
fermentacion ocurre una sucesion de microorganismos, Ln. mesenteroides se encuentra
en la primera etapa, pero se inhibe rdpidamente por la concentracién creciente de acido
lactico siendo sustituido por especies mas tolerantes como L. plantarum y L. brevis
(Blajman & Zéarate, 2020). Las condiciones de fermentacién dependen de las
necesidades de consumo y almacenamiento. El consumo a corto plazo requiere una
fermentacion a temperatura ambiente, mientras que mas tiempo de almacenamiento
requiere una fermentacion a baja temperatura. Finalizada la fermentacién, el kimchi se
madura bajo refrigeracion, generalmente se almacena de dos maneras, durante tres
semanas a 4 °C o hasta cuatro dias a temperatura ambiente (Patra et al., 2016). Las
BAL presentes en este producto producen varios compuestos ademas de &cidos
organicos, incluyendo CO;, etanol, manitol, bacteriocinas, &cido y-aminobutirico,
ornitina, acido linoleico conjugado y oligosacaridos que contribuyen a sus caracteristicas
nutricionales y funcionales. El kimchi exhibe efectos anticancerigenos, antioxidantes,
antidiabéticos y antiobesidad adjudicables a sus compuestos bioactivos (Blajman &
Zarate, 2020).
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1.2 Las brasicaceas

1.2.1 Caracteristicas generales de las brasicaceas

La familia Brassicaceae incluyen a las especies angiospermas dicotiledéneas
pertenecientes al orden Brassicales. Constituyen un grupo monofilético con alrededor
de 338 géneros y 3.709 especies de plantas distribuidos en todo el mundo, pero
principalmente en las regiones templadas (Warwick et al., 2006). Se cree que la gran
diversidad genética existente en esta familia le permitié al hombre primitivo domesticar,
cultivar, seleccionar y propagar cultivos deseables y morfolégicamente distintos de los
tipos silvestres (Dixon, 2007). Involucra una gran cantidad de especies cultivadas de
importancia econdémica y horticola mundial, como Brassica oleracea L., Brassica napus
L., Brassica rapa L. y Raphanus satuvus L. Los principales vegetales son de la especie
B. oleracea L., tales como col rizada, repollo rojo y blanco, brécoli, coles de Bruselas,
coliflor y otros. Luego, B. rapa L. incluye formas vegetales, como nabo, akusai y pak
choi, junto con forraje y semillas oleaginosas. Los cultivos de B. napus L. se utilizan
generalmente como semillas oleaginosas (canola), pero también integra algunos
forrajes y vegetales. Por ultimo, el grupo de la mostaza que esta formado por tres
especies, B. carinata L. (mostaza etiope), B. nigra L. (mostaza negra) y B. juncea L.

(mostaza castafia)(Cartea et al., 2011).

1.2.2 Taxonomia

La familia Brassicaceae esta compuesta por aproximadamente 50 tribus, 332 géneros y
3.000 especies, distribuidas en todo el mundo. La tribu Brassiceae esta integrada por
48 géneros, incluyendo el género Brassica, este cuenta con alrededor de 313 especies
(USDA, 2022). Existieron dificultades taxonémicas al usar solamente caracteristicas
morfolégicas para clasificar las numerosas y variadas formas de las especies de
Brassica de interés agroeconémico. La primera aproximacion a la solucién del problema
fue la diferenciacion sobre la base del nimero cromosémico, logrando reducir su
clasificacion a un numero limitado de especies botanicas, aunque igualmente, dentro de
cada especie hay frecuentemente formas diferenciables. Actualmente, las técnicas
genéticas avanzadas y las investigaciones quimicas han logrado mejorar las relaciones

taxonémicas, pero aun existen ciertos desacuerdos (OECD, 2016).
Clasificacion taxon6mica del género de interés Brassica:
Reino Plantae

Phylum Tracheophyta
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Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Brassicaceae
Tribu Brassiceae

Género Brassica L.

1.2.3 Morfologia de la familia Brassicaceae

La familia incluye plantas anuales, bianuales o perennes, herbaceas, a veces
subarbustos o rara vez arbustos; pueden ser glabras o pubescentes con tricomas
variados (Fig. 8). La raiz axonomorfa poco a muy ramificada, caudice delgado o lefioso,
a veces con rizomas tuberosos, raramente estoloniferos; terrestres o rara vez acuaticas
sumergidas, con liquido acuoso urticante, papilas o nédulos glandulares multicelulares
ausentes o rara vez presentes; tricomas unicelulares, simples, pedunculados o sésiles,
bifurcados, estrellados, dendriticos o malpigiaceos (mediifijos, bifidos, adpresos), rara
vez peltados o escuamiformes. Los tallos son erectos, ascendentes o postrados,
tipicamente herbaceos, algunas veces sufrutescentes o rara vez lefiosos, con hojas o
afilos, a veces poco desarrollados. Las hojas estan a menudo en una roseta basal, y las
hojas del tallo (cuando estan presentes) son alternas o raramente opuestas. Estas son
simples o raramente compuestas Yy sin estipulas. Las flores son radialmente simétricas
y agrupadas en racimos o, a veces, solitarias en pedicelos que se originan en las rosetas
basales. Por lo general son bisexuales, las flores unisexuales son muy raras. Los cuatro
sépalos son libres o rara vez unidos, y se alternan con cuatro pétalos que forman una
corola crucifera, de ahi el nombre antiguo de la familia Cruciferae, actualmente
denominado Brassicaceae. Presentan cuatro pétalos, alternisépalos; blancos, amarillos,
rojos, lilas o purpuras, en ocasiones estan reducidos o ausentes. Exhiben seis
estambres, dispuestos en dos ciclos; tetradinamos, filamentos filiformes, cilindricos o
aplanados hacia la base; anteras con insercion dorsifija, bilobadas, a veces con el
conectivo alargado. Las glandulas nectariferas siempre estan presentes, son altamente
variables en nimero, forma, tamafio y disposicion alrededor de los filamentos, siempre
opuestas a la base de los filamentos laterales. Los frutos son de morfologia muy variada,
son tipicamente capsulas alargadas, a menudo se las denominan siliculas (frutas menos
de tres veces mas largas que anchas) o silicua (frutas tres 0 mas veces mas largas que
anchas), pero también se encuentran frutas indehiscentes, esquizocarpias, aladas o

segmentadas. Las semillas son de color variables; presentan una superficie lisa o
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diversamente reticulada; el embridon es aceitoso, ocupa las semillas enteras y esta
fuertemente curvado o doblado de forma diversa. La curvatura de la radicula (raiz
embrionaria) en relaciébn con los cotiledones es importante taxonémicamente. La
informacién descrita se recolect6 desde trabajos previos (Dixon, 2007; Monsalve &
Cano, 2003; OECD, 2016).

1.2.4 Género Brassica L.

Este género se destaca por incluir muchas de las especies cultivadas de gran
importancia para agricultura y horticultura. Presenta mas de 313 especies, incluyendo a
B. rapa L. var. glabra Regel (antiguamente B. rapa subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt),
conocida comunmente como col china, repollo chino o akusai (Kim et al., 2017); B. rapa
L. ssp. chinensis (L.) Hanelt denominada tradicionalmente como pak choi; B. oleracea
L. var. capitata (L.) Metzg donde se encuentra el brocoli, repollo blanco y morado, entre
otras (OECD, 2016).

Fuente: Monsalve & Cano (2003).

Figura 8: Caracteristicas generales de la familia Brassicaceae. a) Habito: al. sufrutescente,
a2. cepistoso, b) Tricomas: bl. estrellados, b2. bifurcados, b3. simples, c¢) Hojas: cl1. simples,
c2. pinnatisecta, c3. bipinnatifida, d) flor tretramera, e) pétalos, f) sépalos, g) estambres, h)
gineceo, i) silicua, j) siliculas. Imagen obtenida de.

1.2.4.1 Brassica rapa L. var. glabra Regel

El akusai es utilizado principalmente en los paises de Asia, aunque en los Ultimos

tiempos su consumo aumentd de forma gradual en occidente (Garbi, 2016). Es una
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planta anual y herbacea, presenta hojas enteras (pubescentes cuando son pequefias),
alargadas e irregularmente dentadas, con nervaduras muy marcadas y limbo que se
prolonga en forma de ala hasta la base del peciolo, que es ancho y blanquecino. Las
hojas externas son verdes, de distinta intensidad y brillo segun el cultivar, y las internas,
arrepolladas, de color verde muy claro, tornandose casi blancas hacia el centro (Fig. 9).
Presenta una inflorescencia racimosa con flores amarillas, hermafroditas y su fruto es
una silicua dehiscente con una variable cantidad de semillas, generalmente mayor a
cinco. El repollo chino se destaca por su composicion rico en fibras, vitaminas y
minerales, convirtiéndose en el principal componente de las dietas equilibradas en todo
el mundo. En Corea, este vegetal es utilizado para realizar el kimchi, pero cada vez mas
consumidores lo eligen por su apariencia, sabor y textura. Las hojas verdosas externas
se utilizan en sopas, mientras que las interiores amarillentas se usan para acompafiar

los platos de cerdo, res, pollo y mariscos asados (OECD, 2016).

La especie tolera diversas temperaturas desde 10 a 25 °C, las temperaturas bajas
menores a 10 °C generan la emision del tallo floral. Se adapta a un amplio rango de
suelos, desde arenosos a arcillosos, prefiriendo los de buena estructura, bien drenados
y ricos en materia organica. Crece muy bien con un rango de pH entre 5,5 a 7,0. Por
altimo, con respecto a la salinidad, el akusai es una planta moderadamente sensible,

tolerando valores limites de conductividad eléctrica de 1,8 dS/m (Garbi, 2016).

Figura 9: B. rapa L. var. glabra Regel, nombre comin akusai o repollo chino.

1.2.4.2 B. rapa L. ssp. chinensis (L.) Hanelt
Este vegetal es originario del extremo oriente, se cultiva en China desde hace mas de
1.500 afios; es comunmente denominado pak choi, bok choi o acelga china. Posee un

elevado contenido de vitaminas y fibras, con bajo nivel calérico (USDA, 2019).
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La planta se caracteriza por no formar cabeza, su aspecto es similar a la acelga (Fig.
10). Presenta hojas grandes, oblongas y de bordes lisos; los peciolos son carnosos de
base ensanchada, alcanzando entre 20 a 25 cm de longitud. Las flores son actinomorfas
de 1,5 cm de diametro, amarillas, hermafroditas y con cuatro pétalos libres en forma de
cruz (caracteristico de la familia). Las hojas son suaves y pueden usarse hervidas, en
sopas, tartas o salteadas. Las pencas son crocantes, jugosas; cuando son largas y
angostas se utilizan en salteados. Los corazones del pak choi, conocidos como bok

sum, son dulces y pueden consumirse hervidos o cocinados al vapor (Garbi, 2016).

El pak choi requiere para su crecimiento temperaturas medias entre 12 a 21 °C, las
temperaturas interiores a 12 °C prolongadas pueden provocar la floracién prematura. El
cultivo se adapta a una amplia gama de suelos, desde arenosos a arcillosos. Sin
embargo, son preferibles suelos bien drenados con alto contenido de materia organica
y con un pH de 6,5 a 7,0 (Garbi, 2016).

Figura 10: B. rapa L. ssp. chinensis (L.) Hanelt, nombre comun pak choi.

1.2.4.3 B. oleracea L. ssp. capitata (L.) Metzg

Es una planta perenne cultivada como anual, de tallo corto y raiz pivotante, profunda y
gruesa pero no dominante. El sistema radical es ramificado y superficial, encontrandose
el 80% de las raices entre los 5y 30 cm de profundidad. Las hojas sésiles o cortamente
pecioladas pueden ser de color verde claro y lisas, como ocurre en el repollo blanco,
rojizas o de color purpura y lisas en el repollo colorado, y verde oscuras, abolladas, en
el repollo crespo. Las hojas se cubren parcialmente abrazdndose unas a otras formando
una "cabeza" compacta que constituye la parte comestible; su forma es variable segun
el cultivar (Fig. 11). El fruto es una silicua; la semilla es redonda o algo angulosa, de
color castafio-rojizo o negruzco. En el primer afio de crecimiento produce una cabeza

densay terminal de hojas bien envueltas en un tallo corto y robusto. Mientras que, en el
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segundo afo, la cabeza se abre y el tallo floreciente crece alcanzando 1,5-2 m de altura
(OECD, 2016).

Figura 11: B. oleracea L. ssp. capitata (L.) Metzg. a) repollo blanco, b) colorado/morado c)
crespo.

La temperatura Gptima para su crecimiento es entre los 15 a 20 °C. Se clasifica como
un cultivo de época fria y la humedad ambiental lo beneficia. Las plantas cuando se
exponen al frio durante un tiempo prolongado inducen a la produccién temprana de
flores y semillas. El repollo es moderadamente tolerante a la salinidad (hasta 4 dS/m) y

a la acidez del suelo, con un pH 6ptimo entre 6,0 y 6,8 (Fornaris Rullan, 2014).

1.2.5 Efectos beneficiosos de los vegetales Brassica en la salud humana

Estos vegetales son ampliamente investigados por sus propiedades nutricionales y
antioxidantes, las cuales promueven la salud. Se caracterizan por presentar compuestos
fendlicos, vitaminas, acido fitico, fibra, carbohidratos, glucosinolatos, minerales,
polifenoles, grasas y carotenoides (Manchali et al., 2011). Investigaciones recientes
apuntan a identificar fitoquimicos con actividad bioldgica en los alimentos y conocer su
efecto beneficioso para la salud humana. Los fitoquimicos presentes en los vegetales
Brassica pueden actuar en niveles complementarios; logrando prevenir el estrés
oxidativo, inducir enzimas de desintoxicacion, estimular el sistema inmunoldgico y
disminuir el riesgo de cancer (Boivin et al., 2009; Herr & Bichler, 2010; Kestwal et al.,
2011; M. Kim & Park, 2009).

El estrés oxidativo puede ser causado por una deficiencia de antioxidantes en las dietas
0 una mayor produccion de radicales libres por el estrés, el tabaquismo, o por las
contaminaciones ambientales, que se trasladan al agua y a los alimentos (metales
pesados, nitratos, nitritos, pesticidas, etc.), es decir, por un desbalance entre las

especies reactivas de oxigeno (ROS, por su sigla en inglés) y los antioxidantes. Las

43



Introduccién

ROS en el organismo pueden causar la oxidacion de lipidos y proteinas, alteracion de
bases nucleotidicas y de la modulacion de la expresion génica (Lee et al., 2004). Como
consecuencia aumenta el riesgo de presentar numerosas enfermedades cronicas tales
como céancer, arterosclerosis, desérdenes metabdlicos (diabetes), asma y Alzheimer
(Wplyw et al., 2012). Investigaciones previas demuestran los beneficios de las
brasicdceas para reducir la probabilidad de presentar estos tipos de enfermedades
cronicas, mencionadas anteriormente. Entre los desérdenes metabdlicos, diversos
trabajos sugieren que una dieta rica en isotiocinatos se asocia con una incidencia
reducida de diabetes tipo Il (van Dam et al., 2002; Villegas et al., 2008). La enfermedad
de Alzheimer y el asma estan asociadas con el estrés oxidativo y se ha demostrado que
los compuestos bioactivos de estos vegetales pueden prevenirlos (Ahmad et al., 2012;
Butterfield et al., 2001). Una investigacion clinica sugiere que una mayor ingesta de
estos vegetales también se asocia con una tasa mas lenta de deterioro cognitivo en la
edad avanzada (Morris et al., 2006). Por otro lado, diferentes tipos de extractos de este
grupo de vegetales han mostrado un mayor efecto antimicrobiano contra bacterias
patégenas Gram negativas tales como: Pseudomona aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, Salmonella sp., Escherichia coli y Shigella sonnei, comparado con

organismos Gram positivos (Hu et al., 2004).

1.2.6 Moléculas bioactivas

1.2.6.1 Compuestos nutricionales

Los componentes nutricionales presentes en este grupo de vegetales son las proteinas,
carbohidratos y vitaminas (acido ascorbico, acido félico, tocoferoles y provitamina A). El
contenido de proteinas en estos vegetales es de 1,0% a 3,0% en relacion con el peso
fresco (PF); también presentan diversas fuentes de carbohidratos, que van de un rango
de 0,3% a 10%. Su bajo contenido de grasas (menos del 1,0%) los convierte en un
componente importante de una dieta baja en grasas y amigable para el corazén. La
composicion nutricional de los vegetales Brassica, cominmente mas consumidos, se
observa en la Tabla 4. Estos vegetales también son fuente de vitamina C, donde el
repollo morado se destaca con 57 mg/100g de PF (USDA, 2019), pero el brocoli NS-50
lo supera conteniendo 82 mg/100 g de PF (Singh et al., 2007).
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Tabla 4: Principales componentes nutricionales de especies brasicaceas mas consumidas.

Vegetales Proteinas Fibras Grasas Carbohidratos
Brassica (9/100 g PF)

Racula 2,58 1,60 0,66 3,65
Pak Choi 1,50 1,00 0,20 2,18
Brocoli 2,82 30,402 0,37 6,64
Repollitos de Bruselas 2,55 26,942 0,51 8,67
Repollo blanco 1,53 2,50 0,09 5,80
Repollo colorado 0,97 2,10 0,16 7,37
Coliflor 29,92 26,702 0,45° 4,11°
Akusai 1,20 1,20 0,20 3,23
Berza 3,00 4,60 0,40 7,10
Nabo Daikon <2,00 <2,00 0 4,00
Kale 3,28 1,94 0,74 10,00
Colinabo 1,70 3,62 0,07 6,22
Rabano 0,68 37,402 0,08 3,45
Nabos 0,90 1,76 0,10 6,43
Berros 3,00 1,50 1,00 0,35

2 Peso seco ® hervido. PF: peso fresco
Fuente: Manchali et al. (2011), USDA (2019), http://www.nutritiondata.com/facts.

Los vegetales Brassica contienen diversos minerales esenciales, dentro de los macro-

elementos se encuentra el calcio, fésforo, magnesio, sodio y potasio; y entre los

micronutrientes el cobre, manganeso, hierro, selenio y zinc (Tabla 5).

Se ha descrito que las verduras de hoja verde intenso aportan una gran cantidad de

calcio en la dieta. Sin embargo, se considera que su nivel de absorcion es bajo en

comparacion con el calcio proveniente de la leche, debido a la presencia de oxalatos y

taninos que ligan el calcio de origen vegetal e impiden su adecuada absorcién (Heaney

& Weaver, 1990).
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Tabla 5: Macro y micronutrientes presentes en los principales brasicaceas.

Vegetales Macronutrientes (mg/g de PF) | Micronutrientes (ug/g de PF)
Brassica P K Mg Na Ca Fe Se Cu Mn Zn
Racula 0,50 3,70 045 0,25 1,60 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Pak Choi 0,37 250 0,19 0,92 1,06 | 8,00 - - 1,42 1,00
Brocoli 0,66 3,17 0,21 0,33 047 | 7,70 0,025 - 2,20 4,40
Repollitos de Bruselas 0,69 3,89 0,23 0,25 042 | 140 0,016 1,10 3,40 4,50
Repollo 0,23 246 0,15 0,18 0,47 | 560 0,009 0,22 1,50 1,70
Coliflor2 0,44 3,03 0,15 0,30 0,22 | 4,00 0,006 - 2,00 0,30
Akusai 0,37 251 0,19 065 1,05 )| 850 0,004 - 1,40 1,40
Réabano 0,23 2,27 0,16 0,21 0,27 | 4,10 0,007 1,20 0,30 1,50
Kale 056 446 034 043 135 | 16,0 0,009 3,00 7,50 0,45
Colinabo 0,46 3,34 0,19 0,20 0,24 | 3,70 0,007 1,50 1,50 0
Nabos 0,42 29% 031 040 190 | 10,0 0,013 3,60 5,40 1,80
Berros 0,60 3,30 0,20 0,40 1,20 | 3,00 0,009 0 3,00 0

Nota: “- “dato ausente, n.d. niveles no detectables; 2 contiene 0,001 pg/g de fluoruro. PF: peso fresco.
Fuente: Manchali et al. (2011), http://www.nutritiondata.com/facts.

1.2.6.2 Metabolitos secundarios

En este grupo de vegetales, los compuestos que contienen nitrégeno constituyen la
principal clase de metabolitos secundarios; mientras que los glucosinolatos y el sulfoxido
de S-metilcisteina que presentan azufre son considerados los de mayor importancia. Se
debe tener en consideracién los compuestos coloreados biolégicamente activos,
representados por los flavonoides, antocianinas y carotenoides. Los polifenoles, las
cumarinas, las enzimas antioxidantes terapéuticas y los terpenos constituyen los
principales compuestos beneficiosos para la salud. Las estructuras quimicas de los
compuestos biol6gicamente representativos de los vegetales Brassica se encuentran en
la Fig. 12.
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Figura 12: Estructura quimica de compuestos biolégicamente activos de las brasicaceas.

Fuente: modificada desde Manchali et al. (2011).
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1.2.6.3 Glucosinolatos

Los glucosinolatos se generan a partir de la biosintesis de aminoacidos y estan
relacionados con la defensa de las plantas frente a enfermedades. Mas de 120
glucosinolatos y precursores de isotiocianatos han sido identificados, principalmente en
especies pertenecientes a Brassicaceae (Hirai et al., 2007). Son destacados por su
caracter fungicida, bactericida, nematocida y sus propiedades alelopaticas (Moreno et
al., 2006); recientemente estan ganando popularidad como agentes quimiopreventivos
y quimioterapéuticos para el cancer (Keck & Finley, 2004). En los vegetales Brassica,
las principales clases de estos compuestos son clasificado como glucosinolatos

alifaticos, x-metiltioalquilo, aromaticos y heterociclicos (Fahey et al., 2001).

La enzima mirosinasa, que se libera con el glucosilato tras una lesion, convierte estos
compuestos en isotiocianatos. La flora intestinal humana también puede realizar esta
transformacion, quedando los isotiocianatos disponibles en el suero para la actividad
biolégica (Shahidi et al., 1990). La r4pida naturaleza reactiva de los isotiocianatos es
responsable de su interaccién con las enzimas especificas para desintoxicar los
carcindgenos. El metabolismo de los carcinégenos y la aceleracion de su excrecion son
los mecanismos principales por el cual los compuestos de azufre pueden prevenir el
cancer (Zhang & Talalay, 1994). Sin embargo, estos compuestos presentan tanto
efectos positivos (propiedades anticancerigenas) como negativos, siendo las reacciones
toxicolégicas un ejemplo. Los efectos de productos especificos de degradacion de
glucosinolatos en organismos individuales varian y no siempre se conocen. Si se
consume en cantidad excesiva, muchos de los derivados pueden ser altamente toxicos
(Brown & Morra, 2005).

1.2.6.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos constituyen una de las principales clases de metabolitos
secundarios de las plantas, desempefian diversas funciones biolégicas y actilan como
agentes reductores, contribuyendo a mejorar la salud. Los tipos de compuestos y
cantidades varian segun la especie, variedad del vegetal, 6rgano de la planta, grado de

madurez, condiciones del cultivo y del almacenamiento (Knaggs, 2003).

Los compuestos fendlicos presentan un anillo de benceno hidroxilado comun en sus
estructuras moleculares, las cuales pueden incluir grupos funcionales como ésteres,
metil ésteres, glicosidos, etc. (Duthie & Crozier, 2000). Estos tipos de compuestos son
solubles en agua y son sintetizados en el cloroplasto o citoplasma de la célula, y
posteriormente glicosilados y trasportados a vacuolas donde son almacenados. La

mayor parte de los compuestos fendlicos de las plantas tienen como origen metabdlico
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comun la ruta del &cido malénico y del &cido siquimico (Robards et al., 1999). La ruta
del &cido maldénico es una fuente importante de fenoles en hongos y bacterias, pero es
poco empleada en plantas superiores. Mientras que, la segunda via es la mas frecuente,
es responsable de la biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas.
A partir de eritrosa-4-P y de acido fosfoenolpirGvico se inicia una secuencia de
reacciones que conduce a la sintesis de acido siquimico y, derivados de éste,

aminoacidos arométicos (fenilalanina, triptéfano y tirosina) (Fig. 13).

Eritrosa-4 fosfato
(de laruta de las
pentosas fosfato)

Acido fosfoenoalpirtvico
(de Ia glicolisis)

_Rutadel Acetil CoA
acido siguimico

Ruta del acido

Fenilalanina malonico
Acido galico
Acido cinamico
Taninos hidrolizables
Fenoles simples Flavonoides Fenoles diversos

Lignina Taninos condensados

Fuente: modificada desde Avalos Garcia & Pérez Urria Carril (2009).

Figura 13: Rutas de sintesis de compuestos fendlicos.

La mayoria de los compuestos fendlicos derivan de la fenilalanina, la cual se convierte
en acido cinamico, mediante la eliminacién de un amonio, por la acciéon de la enzima
fenilalanina amonio liasa (PAL). La PAL es inducida por una situacion de estrés
(deshidratacion, infecciones, radiacion UV, frio, microorganismos, etc.). Luego que la
PAL cataliza la primera reaccion, la sintesis de fenoles se inicia, diversos grupos
hidroxilo y otros sustituyentes empiezan a adicionarse a la molécula, promoviendo la

formacioén de diversos compuestos fendlicos (Fig. 14).
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Fuente: modificado desde Avalos Garcia & Pérez-Urria Carril (2009).

Figura 14: Ruta del acido siquimico: desaminacion de fenilalanina y formacién de &cidos
cindmico y cumaérico, flaconas, isoflavonas y flavonoides.

Este grupo de vegetales se caracteriza por presentar una elevada capacidad
antioxidante (Ninfali & Bacchiocca, 2003) debido a la presencia de taninos, acido

fendlico, antocianinas, flavonolas, cumarinas y flavonas (Heimler et al., 2006).

Por lo tanto, uno de los principales atributos que confieren los compuestos fendlicos es

que tienen la capacidad de actuar como antioxidantes debido a su estructura. Un
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antioxidante (AH) es definido como cualquier sustancia que a bajas concentraciones,
con respecto al sustrato oxidable, retrasa o inhibe la oxidacion de ese sustrato, es decir,
la oxidacién de radicales libres (R¢), generando radicales estables (A) (Apak et al.,
2007).

AH+R-—->A- +RH

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se atribuye a su facilidad para
ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico o un radical libre y a la
posibilidad de deslocalizacion de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. Ademas, presentan una estructura quimica ideal para captar iones metélicos
(principalmente hierro y cobre), logrando inhibir la formacion de radicales libres (Duthie,
Gardner, & Kyle, 2003).

-Los flavonoides son uno de los grupos fendlicos mas comunes y ampliamente
distribuidos en los vegetales, su principal caracteristica se les atribuye a sus dos anillos
aromaticos bencénicos que se unen por un puente de tres atomos de carbono (C6-C3-
C6). Estos compuestos se pueden clasificar en distintos grupos dependiendo el nivel de
oxidacién del anillo central (C3), los principales son: flavanonas, flavonas, isoflavonas,
flavonoles y antocianinas (Berlin, 1997). Estos tipos de compuestos presentan
interesantes actividades bioldgicas, las cuales son utilizadas en numerosos tratamientos
médicos (Caporale, 1995) relacionados con la prevencion del cancer (Herr & Biichler,
2010) y proteccion al sistema cardiovascular, incluyendo la inhibicién del dafio oxidativo
(Williams et al., 2004). Sin embargo, elevadas dosis de flavonoides pueden actuar como
mutagenos, pro-oxidativos generando radicales libres, y como inhibidores de enzimas

claves involucradas en el metabolismo hormonal (Siqueira et al., 1991).

Las propiedades farmacoldgicas y beneficiosas de los flavonoides son aportados por su
actividad antioxidante, exhibida por diversas rutas: i) actividad de secuestro de radicales
libres, por medio de transferencia de atomos de hidrégeno o por donacién de electrones,
de diversas especies reactivas al oxigeno (ROS) (‘OH radical hidroxilo, O™ radical
superoxido y 0, oxigeno singlete) o aquellas provenientes de la peroxidacién de los
lipidicos (RO- alcoxilo y ROO- peroxilo); ii) actividad quelante de metales (reacciones
de tipo Fenton); iii) interaccidon con otros compuestos antioxidantes, favorencido su

disponibilidad en microambiente (Apak et al., 2007).

-Las antocianinas son compuestos fendlicos que pertenecen a la familia de los
flavonoides y forman parte del metabolismo secundario. Su nombre deriva del griego

anthos = flor y kianos = azul, son responsables de la gama de colores que abarcan
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desde el rojo hasta el azul en varias frutas, vegetales y cereales. Estos pigmentos son
los mas importantes de las plantas vasculares, se caracterizan por ser hidrosolubles y
estar ampliamente distribuidos en la naturaleza (Pazmifio-Duran et al., 2001). Se
conocen alrededor de 500 antocianinas diferentes y 23 antocianidinas (Andersen &
Jordheim, 2006). Cumplen importantes funciones biolégicas en las plantas, como
proteccién frente al estrés bidtico y abidtico, atraen a insectos para la polinizacién y

dispersion de semillas.

Estos compuestos estan presentes en diferentes 6rganos de las plantas, tales como
frutas, flores, tallos, hojas y raices. Estos pigmentos se encuentran disueltos
uniformemente en la solucién vacuolar de células epidérmicas. Sin embargo, en otras
especies, se encuentran distribuidas en regiones discretas, llamadas antocianoplastos.
Dependiendo el tipo de planta, las antocianinas pueden constituir una gran parte del
contenido total de fenoles. Los vegetales Brassica presentan una gran variedad de
antocianinas, un ejemplo es el repollo morado con méas de 15 tipos diferentes (Dyrby et
al., 2001). Las antocianidinas son la estructura basica de las antocianinas. Consiste en
un anillo aromatico, unido a un anillo heterociclico que contiene oxigeno, el cual esta
unido por un enlace carbono-carbono a un tercer anillo aromatico. Cuando las
antocianidinas se encuentran en su forma glucosilada, es decir, estan unidas a una
fraccidn de un carbohidrato a través de un enlace B-glucosidico, son llamadas
antocianinas (Konczac & Zhang, 2004). Las diferencias entre las antocianinas son
producidas tanto por el nimero de grupos hidroxilo en la molécula, el grado de
metilacién de estos grupos hidroxilo, la naturaleza y el nimero de azlcares unidas a la

molécula, como por los grupos alifaticos y acidos aromaticos.

Las antocianinas pueden llegar a ser potentes antioxidantes debido a su alto poder
reductor, al capturar radicales libres por donacion de atomos de hidrégeno fendlicos,
previniendo la muerte celular, por lo que estan consideradas como protectoras en las
plantas de los dafios producidos por especies reactivas de oxigeno (Bell & Gochenaur,
2006). No obstante, la actividad antioxidante disminuye cuando la molécula de la
antocianidina posee sustituyentes glucosilados, especificamente en el carbono tres (De
Lima et al., 2007).

En la actualidad el interés en los pigmentos antocianicos se ha intensificado debido a
sus propiedades farmacologicas y terapéuticas. Anteriormente se pensaba que las
antocianinas no eran absorbidas en humanos en su forma glucosilada. Sin embargo,
estudios recientes han demostrado que estos compuestos son absorbidos en el

estdbmago y en el intestino delgado (He & Giusti, 2010), cumpliendo un papel importante
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en la salud, ya que actian como antiflamatorios, anticancerigenos, antitumorales y
antidiabéticos, previniendo enfermedades como cardiovasculares y neuroldgicas
(Garzén, 2008).

-Los acidos fendlicos corresponden a las moléculas mas sencillas de los compuestos
fendlicos, estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Los &cidos fendlicos méas
predominantes incluyen los acidos hidroxibenzoicos (ej. acido galico, acido p-
hidrobenzoico, acido valinico, acido siringico y &acido protocatecuico) y los &cidos
hidroxicinamicos (&cido ferulico, acido cafeico, acido clorogénico, acido p-cumarico y
acido sinapico) (Cai et al., 2006). Los derivados del acido singpico son los principales
acidos fendlicos presentes en los vegetales Brassica, como repollo, akusai y brocoli
(Mattila & Kumpulainen, 2002), ademas se ha identificado el &cido cafeico, el acido p-
cumarico y &acidos fertlicos (Huang et al., 1986). El repollo morado tiene
aproximadamente seis veces mas de acidos fendlicos que el repollo blanco (S. Park et
al., 2014); y ambos presentan un mayor incremento en las hojas externas por causa de

la incidencia de la luz y rayos UV (estrés) (Huang et al., 1986).

-Los taninos son compuestos polifendlicos naturales y solubles en agua. Los taninos
hidrolizables se pueden degradar en azucares y acidos fendlicos a través de cambios
de pH, hidrdlisis enzimética o no enzimética. Mientras que los taninos condensados son
estructuralmente mas complejos y se extienden mas ampliamente entre las plantas que
los taninos hidrolizables (Huang et al.,, 2009). En los vegetales de la familia
Brassicaceae, se han reportado diferentes cantidades y variedades de taninos (Heimler
et al., 2006). Estos compuestos condensados pueden disminuir la disponibilidad de
aminoacidos esenciales, y pueden formar complejos con minerales esenciales,
proteinas y carbohidratos (Shahidi, 1997), generando efectos negativos tanto en la
digestion como la nutricion (McSweeney et al., 2005). Sin embargo, actualmente se
conocen los beneficios para la salud de los taninos hidrolizables, al poseer un nicleo
glucidico (generalmente glucosa), son mas susceptibles a hidrélisis en condiciones
fisiol6gicas permitiendo la liberacion gradual de sus componentes primarios (Larrosa et
al., 2012). Esta clase de taninos presenta una significativa capacidad antioxidante que
confiere proteccion frente a radicales libres. Los elagitaninos, se caracterizan por su
capacidad funcional frente al riesgo cardiovascular, su capacidad vasodilatora,
antiflamatoria, bactericida, hipolipidémica e hipoglicémica (Funatogawa et al., 2004).
Los galitanicos presentan efectos benéficos en la prevencion y tratamientos de distintas
formas de cancer (Uruefia et al., 2013). Las diversas funciones biolégicas asociadas a

los tanicos hidrolizables dependen en gran medida de su diversidad estructural, ya que
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de esto depende las interacciones que ocurran, su absorcion, metabolismo y potencial

bioactivo (Olivas-Aguirre et al., 2015).

-Las cumarinas son una amplia familia de lactonas, mas de 1.500 identificadas en mas
de 800 especies de plantas; se pueden encontrar en los distintos érganos de los
vegetales (Keating & O’Kennedy, 1997). Estos tipos de metabolitos secundarios son
sintetizados a partir de la fenilalanina a través del &cido siquimico; actian como agentes
antimicrobianos e inhibidores de la germinacién (Dewick, 2001). La cumarina puede ser
moderadamente téxica para el higado y los rifiones, el nivel maximo permitido para
alimentos y bebidas es de 2 mg/kg. Sin embargo, se estima que la exposicion humana
a la dieta de las cumarinas es de aproximadamente 0,02 mg/kg/dia (Lake, 1999). A
pesar de sus efectos negativos, estos compuestos han mostrado ejercer diversas
actividades biologicas: antioxidante, antituberculoso, antipaltdico, anti-VIH-1,
antimutagénico, antiinflamatorio, inductor de diferenciacién celular, inhibidor de la
xantina oxidasa y citotoxicidad contra lineas celulares de cancer humano (Huang et al.,
2009).
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1.3 Undaria pinnatifida

1.3.1 Taxonomia del alga U. pinnatifida

Las algas son un grupo diverso de organismos fotosintéticos que habitan el mar, el agua
dulce y salobre. Cada especie se agrupa de acuerdo con su tamafio, estructura celular,
morfologia, pigmentos, polisacéridos, ecologia y habitat en el que se desarrollan.
Actualmente se han clasificado aproximadamente 36.000 especies conocidas de algas,
pero sélo representa aproximadamente el 17% del total (Chopin & Sawhney, 2009). Esto
destaca la falta de conocimiento que existe sobre las algas, a pesar del importante papel

gue juegan en el mundo.

La especie Undaria pinnatifida (Harvey) Suringar pertenece a la clase Phaeophyceae
por su pigmentacion. Es un alga de color pardo debido a la presencia de una xantdfila,
la fucoxantina pigmento que la protege de la luz del sol, y que enmascara el color de las
clorofilas a y c, de los B-carotenos y de otras xantdfilas (Epstein & Smale, 2017).
Presenta polisacaridos como sustancia de reserva, siendo el principal la laminarina,
careciendo por completo de almiddn. Las paredes estan constituidas por celulosa, sales
sulfatadas y acido alginico; estos compuestos le dan resistencia y flexibilidad al alga,
ayudandole a resistir las tensiones provocadas por las olas y las corrientes marinas
(Casas, 2005; Casas & Schwindt, 2008). Undaria se integra como especie acompafante
en los bosques de las diversas laminariales (también denominadas kelps) que se
desarrollan en profundidad, asi como también sobre sustratos mas arenosos junto a

otras especies de algas (Chopin & Sawhney, 2009).

Su clasificacién taxondmica es la siguiente (Guiry & Guiry, 2022):
Reino: Chromista
Filo: Ochrophyta
Clase: Phaeophyceae
Orden: Laminariales
Familia: Alariaceae
Género: Undaria

Especie: U. pinnatifida (Harvey) Suringar 1873

1.3.2 Caracteristicas generales del alga

U. pinnatifida es un alga laminaria de color pardo olivaceo, autoctona de las regiones

templadas de Japén, China y Corea (Saito, 1975). Es utilizada hace mucho tiempo por
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la cultura oriental para consumo humano, uno de los platos tipicos es el wakame pero
también se usa en sopas de miso, sushi y ensaladas (Casas & Schwindt, 2008). Esta
alga se considera una fuente de calcio, hierro, proteinas, yodo, magnesio y zinc.
Ademads, muestra actividad antioxidante, propiedades antivirales, propiedades anti-

obesidad y actividad anticancerigena (Bocanegra et al., 2009).

U. pinnatifida es un alga oportunista con la capacidad colonizar sustratos naturales y
artificiales, desde arrecifes rocosos hasta botellas de plastico y cuerdas (Forrest et al.,
2000). Puede tolerar desde cantidades muy bajas hasta cantidades extremadamente
altas de luz solar, pero enfrenta dificultades para crecer en areas con una gran entrada
de agua dulce (Casas & Schwindt, 2008). Esta especie invasora, ha sido introducida
tanto accidental como intencionalmente en las distintas regiones del mundo,
colonizando 12 paises de 4 continentes (Epstein & Smale, 2017). La facilidad de
dispersién de Undaria por el mundo podria deberse a la capacidad de latencia que
poseen sus estructuras reproductivas microscopicas, las cuales pueden permanecer en

ese estado por varios meses (Casas & Schwindt, 2008).

1.3.3 Morfologia

U. pinnatifida puede alcanzar 1 o 2, inclusive 3 m al ser un ejemplar maduro, se adhiere
al fondo marino mediante una firme estructura de fijacién que se denomina grampén, de
la que parte un eje aplanado (estipe) que se proyecta como una gruesa nervadura en la
zona central de la lamina. La longitud del estipe, en algunas areas introducidas, es
aproximadamente del 10% al 50% de la longitud total (Castric-Fey et al., 1999; Stuart et
al., 1999). La lamina es pinnada, puede alcanzar un ancho de 50-80 cm, con una
nervadura central evidente en todo su recorrido de 1-3 cm de grosor. Sin embargo, las
algas jovenes (<5-10 cm de largo) carecen de esta Ultima estructura (Okamura, 1926).
Cuando los individuos estan reproductivamente maduros, desarrollan una estructura
muy ondulada, entre el grampoén y la base de la lamina llamada esporofilo que es
caracteristica de esta especie, donde se encuentran los soros zoosporangiales (Saito,
1975) (Fig. 15). Esta estructura puede alcanzar los 12 cm de ancho, es de color marrén
amarillento a marron, membranosa a coriacea, que se vuelve verde oliva al secarse
(Castric-Fey et al., 1999). Estas algas presentan su mayor tamafio al finalizar el invierno
y al comienzo de la primavera. En la proxima estacion, verano, la lamina es deteriorada
y decolorada debido a las altas temperaturas del agua de mar, lo que, sumado al fuerte
oleaje producido por los vientos y las corrientes marinas, hace que sean arrancadas y
arrojadas sobre la playa (Casas & Piriz, 1996; Oh & Koh, 1996).
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Fuente: Casas & Schwindt (2008).

Figura 15: Ejemplar de U. pinnatifida, hallado en el Golfo Nuevo (Chubut), en diciembre de 1992.
Escala 20 cm. N: nervadura, L: lamina, EP, esporofilo, G: grampdén. b) Detalle de esporofilo y
grampon.

1.3.4 Ciclo de vida

U. pinnatifida presenta un ciclo de vida anual con dos fases, una macroscopica con
ejemplares visibles a simple vista (esporofito) y una fase microscépica constituida por
filamentos (gametofito) (Stuart, 2004). Una vez maduro el esporofito, genera millones
de esporas, que luego de ser liberadas se asientan en el fondo del mar. Las esporas
sedimentadas luego germinan en gametofitos masculinos y femeninos; se produce un
nuevo esporofito a través de la reproduccion sexual cuando se fertiliza un 6vulo, y el
ciclo de vida se repite nuevamente cuando las algas maduran (Fig. 16). Los gametofitos
de U. pinnatifida pueden sobrevivir estando inactivos durante al menos tres afos, un
problema real para los lugares donde esta especie se considera una plaga (MOF, 2001).
Se desconoce si la especie se reproduce vegetativamente por fragmentacion
(Wallentinus, 2007). Sin embargo, la reproduccion asexual a través de Ovulos no
fertilizados, que pueden convertirse en esporofitos partenogenéticos, se ha registrado
in vitro (Wu et al., 2004).
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Fuente: Casas & Schwindt (2008).

Figura 16: Ciclo de vida de U. pinnatifida. 1: Esporas moviles (zoosporas), 2: fase microscépica
masculina liberando gametas, 3: fase microscopica femenina con una célula huevo, 4 y 5:
desarrollo de la fase macroscdpica, 6: ejemplar maduro.

1.3.5 Propiedades nutritivas

U. pinnatifida es una excelente fuente de compuestos nutricionales tales como
polisacaridos, acidos grasos, fibra alimentaria, proteinas, minerales, vitaminas y
esteroles. Aparte de sus componentes nutritivos, las algas contienen compuestos
bioactivos de alta capacidad antioxidante, como carotenoides y polifenoles (Chandini et
al., 2008). Las macroalgas se destacan por presentar bajo contenido de lipidos y
proveen baja cantidad de energia (Urbano & Goni, 2002), ideal para incorporarse en
dietas hipocaldricas. Las propiedades nutritivas presentes en el wakame (U. pinnatifida)
permite asignarles numerosos beneficios para la salud y una aparente ausencia de
efectos secundarios, transformandolo en un alimento terapéutico (Zhang et al., 2014).
La concentracién de los compuestos bioactivos varia seguin la temporada, la edad,

ubicacién geogréfica y factores ambientales (Balboa et al., 2013).

Polisacéaridos. La pared celular de las algas pardas se compone principalmente de
fucoidanos, alginatos y laminarinas (3:1:1) y sus derivados. Estos polisacaridos de
reserva proporcionan resistencia y flexibilidad, mantienen el equilibrio i6nico y evitan la
desecacion (Balboa et al., 2013). Los fucoidanos son compuestos sulfatados complejos
que se encuentran en las paredes celulares de las algas pardas, representan del 10 al
20% del peso (Usov & Bilan, 2009). En la actualidad, las investigaciones se han centrado
en los fucoidanos por sus propiedades anticancerigenas (Gamal-Eldeen et al., 2009),
antitumorales (Ye et al., 2005), antivirales (Chen et al., 2009), antioxidantes (Hu et al.,

2010) y antiinflamatorias (Abad et al., 2008). El &cido alginico, un polisacarido anidénico
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lineal que se usa comercialmente como agente gelificante (Balboa et al., 2013), ejerce
efecto mucoprotector, antiinflamatorio e incluso cicatrizante (Rupérez et al., 2011). La
laminarina esta compuesta de residuos de glucopiranosa (Deville et al., 2007), tiene la
funcién de regular el metabolismo intestinal y activar del sistema inmune (Choi et al.,
2011).

Polifenoles. Los polifenoles de algas, también llamados florotaninos, difieren de los
polifenoles de las plantas terrestres, ya que derivan de unidades de floroglucinol (1,3,5-
trihidroxibenzina) mientras que, los segundos provienen del acido galico y elagico. Los
florotaninos constituyen un grupo extremadamente heterogéneo de moléculas que
proporcionan un amplio rango de actividad bioldgica (Burtin, 2003). Los fenoles aislados
de U. pinnatifida son un grupo importante de productos naturales que presentan
propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antivirales y anticancerigenas (Athukorala
et al., 2006).

Lipidos. Los lipidos de las algas consisten en fosfolipidos, glicolipidos
(glicosilglicéridos) y glicerolipidos no polares (lipidos neutros) analogos a los de las
plantas superiores junto con betaina y algunos lipidos inusuales que pueden ser
caracteristicos de un género o especie en particular (Kumari et al., 2013). El contenido
de lipidos en algas pardas es bajo, entre 0,57-3,5% del peso seco (PS), observando
amplias variaciones entre las especies (Dawczynski et al., 2007). La importancia que
presentan los lipidos de las macroalgas marinas, en relacion con aspectos de la salud
humana, se asocia a los acidos grasos poli-insaturados como el omega 3y omega 6. El
consumo de estos acidos grasos se relaciona con la disminucion del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, particularmente enfermedad coronaria (Sanchez-
Machado et al., 2004). Undaria es particularmente rica en acidos grasos con 20 atomos
de carbono como el acido eicosapentaenoico (EPA, w3 C20:5) y acido araquidonico
(AA, w6 C20:4) (Banaimoon, 1992); los cuales presentan propiedades antinflamatorias
y post-inflamatorias. En cuanto a los esteroles, las algas pardas contienen colesterol,
brasicasterol y fucosterol, este Ultimo esterol se encuentra en mayor proporcion en
Undaria (83-97% del total de esteroles) (Kumari et al., 2013).

Fibra alimentaria. El total de fibras contenidas en las algas comestibles es 33-62% del
PS, siendo este porcentaje mayor que el encontrado en plantas superiores (Dawczynski
et al., 2007; Lahaye, 1991). Las algas pardas son las que presentan mayor contenido
de fibras, alrededor de 58% del PS en U. pinnatifida (Palasi Mascarés, 2015). La fraccién
insoluble de la fibra dietética permite disminuir el tiempo de transito intestinal,
reduciendo el nivel de estrefiimiento y produciendo un efecto regulador. Mientras que la

proporcion soluble sufre un proceso de fermentacién en el intestino grueso, lo que
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genera una reduccién del colesterol y una disminucién de glucosa en sangre (Burtin,
2003). En consecuencia, el consumo de alimentos que contienen fibra esta directamente
relacionado con una disminucién de los desordenes y enfermedades cardiovasculares,
cancer de colon y diabetes.

Proteinas. En general, el contenido de proteinas de las algas pardas es generalmente
pequefo, entre 5-15% del PS. No obstante, Undaria es la que posee mayor
concentracion de proteinas entre las algas pardas (11-24% del PS) (Burtin, 2003),
presentando un nivel mas elevado en la lamina, seguido por el esporofilo y luego la
nervadura (Torres et al., 2011). Por otro lado, estudios han permitido concluir que la
calidad de la proteina de Undaria es buena por comparacion con el contenido de
amino&cidos esenciales en proteinas de referencia (FAO, 2005; JECFA, 1996).
Vitaminas. Desde el punto de vista nutricional, las algas marinas son excelentes fuentes
de vitaminas y sus concentraciones varian segun la estructura (Torres et al., 2011,
Urbano & Goni, 2002). La vitamina B2 y los carotenos se encuentran en mayor
proporcién en la ldmina, mientras que la vitamina E y B6 predominan en el esporofilo
(Torres et al., 2011). La vitamina E presenta propiedades antioxidantes y las algas
pardas contienen una mayor cantidad en comparacion con las algas verdes y rojas. Por
otro lado, la vitamina B12 es recomendada en tratamientos para combatir el
envejecimiento, el sindrome de fatiga crénica y la anemia, aunque es discutida su
biodisponibilidad a partir de las macroalgas (Burtin, 2003). Las algas presentan 10 a 20
veces mas de vitaminas que las plantas terrestres (Kolb et al., 2004).

Minerales. Las algas marinas son una excelente fuente de minerales, ya que tienen la
capacidad de absorber sustancias inorganicas del océano; los valores osicilan entre un
8-40% expresado en PS (Kolb et al., 2004). En el caso de Undaria se ha reportado un
30-40% expresado en PS (Rupérez & Saura-Calixto, 2001). Las algas son uno de los
alimentos mas completos en cuanto a tipo de minerales, si se comparan con plantas
terrestres y con productos de origen animal, colocandose éstas por delante (Rupérez,
2002). En la composicién mineral que presentan las algas destaca el Na, K, Ca 'y Mg
como macroelementos esenciales y dentro de los elementos traza el P, Fe, Zn, Mn, Cu
(Gomez-Ordodfiez et al., 2010). Si bien, el contenido de minerales suelen ser elevados
en las algas pardas; uno de los aspectos mas destacados, en comparacion con las
plantas en general, son sus bajas proporciones de Na/K (Nuno et al., 2019). La OMS
recomienda consumir productos con valores de Na/K proximos a uno para disminuir
problemas cardiovasculares, las algas pardas oscilan entre 0,3 y 1,5; estos datos
reportados son relativamente bajos al compararlo con otros alimentos (Na/K: aceitunas
43,6, salchichas 4,9) (Nuno et al., 2019). Las algas pardas, por su composicion rica en

alginatos y polisacéridos sulfatados junto con la presencia de haloperoxidasas en las
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paredes celulares, permiten lograr una importante acumulacion de yodo, incluso mas
alta que cualquier planta comestible; U. pinnatifida contiene aproximadamente 3,9
mg/100 g PF (Nuno et al., 2019). El yodo es fundamental que esté presente en nuestra
dieta, ya que la falta de este oligoelemento provoca diversos trastornos de la tiroides,
siendo el bocio el signo mas notable. Si bien, la composicion y el contenido mineral en
las algas estd en funcién de los factores geograficos, fisiolégicos y ambientales, la
concentracion es superior a las plantas terrestres comestibles y los productos de origen
animal; por lo que las algas son efectivas en cantidades suplementarias relativamente
bajas, proporcionando a nhuestra dieta muchos de los elementos faltantes (Wells et al.,
2017).

Pigmentos. Los carotenos y las xantofilas forman parte de los carotenoides, que juntos
con las clorofilas y las ficobiliproteinas constituyen los principales pigmentos
directamente involucrados en la fotosintesis de las macroalgas (Burtin, 2003). Las algas
pardas contienen (3-caroteno, violaxantina y fucoxantina, estos pigmentos presentan
actividades biolégicas beneficiosas para la salud humana (Torres et al., 2011). Las
fucoxantinas y sus metabolitos poseen propiedades antioxidantes, anticancerosas y
antiflamatorias (Piovan et al., 2013); mientras que los carotenos son importantes en el
hombre como fuente de retinol (vitamina A), un terpenoide obtenido por oxidacién del
caroteno (Torres et al., 2011).

1.3.6 Origen del alga y aparicién en nuestro mar

U. pinnatifida es originaria del noreste de Asia (Corea, China y Japén), donde es
cultivada para consumo humano (Saito, 1975). Esta especie se considera altamente
invasora, ya que ha sido introducida en distintas areas costeras del mundo tanto de
forma accidental como intencional, con fines de cultivo (Fig. 17). Undaria no se propaga
naturalmente largas distancias a través de la dispersién de esporas, no mas de 100 m
desde los esporofitos originales (Forrest et al., 2000). Su propagacion ocurre
principalmente a través de material reproductivo a la deriva (adheridos a rocas, almejas,
vieiras, etc.) y vectores mediados por humanos (Forrest et al., 2000; Hay & Luckens,
1987). El trafico naviero se considera el vector mas importante de dispersion accidental
de la especie; se puede trasladar en forma de esporas en el agua de lastre o también
puede estar fijado al casco de las embarcaciones (Martin & Bastida, 2008). U. pinnatifida
se reporto en Francia en 1971, desde entonces se ha extendido por el Mediterraneo
registrandose en las costas del Atlantico de Espafia e Inglaterra (Aguilar-Rosas et al.,
2004). Esta especie también logré colonizar las costas de Nueva Zelanda, Tasmania,
Australia (Aguilar-Rosas et al., 2004; Sanderson, 1990) y mas recientemente en las

costas del Pacifico del sur de EE.UU. y México (Aguilar-Rosas et al., 2004). En
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Argentina se detectd por primera vez en 1992 en el Golfo Nuevo (Patagonia norte),
donde su introduccion fue atribuida al transporte por medio del agua de lastre de buques
internacionales (Casas & Piriz, 1996). Su extensién colonizé las costas de la Peninsula
de Valdés, invadiendo el Golfo San José, alcanzando el Golfo San Matias, a una tasa
promedio ~50 km/afio (Dellatorre et al., 2014). Esta especie invasora, en la primavera
de 2005, se registro en el interior de la Ria Deseado (Santa Cruz, Patagonia),
expandiendo su limite de distribucién austral (Martin & Bastida, 2008) (Fig. 17). Existen
diversos factores abidticos que pueden afectar el crecimiento y la distribucion de
Undaria, incluida la salinidad, la luz, la temperatura, la duracion del dia, los nutrientes y
la exposicién a las olas (Epstein & Smale, 2017). Entre estos, la temperatura del agua
es un factor ambiental clave que determina la dinamica poblacional anual. Este género
se caracteriza por presentar una amplia tolerancia térmica, entre -0,6 a 16,8 °C y 13 a
28 °C para el mes mas frio y méas célido, respectivamente (Dellatorre et al., 2014). La
capacidad de tolerar este amplio rango anual se debe a la supervivencia de los estadios
microscopicos, lo cuales pueden persistir a temperaturas entre -1y 30 °C (Saito, 1975).
En consecuencia, se espera que Undaria podria continuar invadiendo ain mas las
costas del Atlantico sureste, desde Puerto Deseado (Argentina) a Cape Torres (Brasil)
(Dellatorre et al., 2014) (Fig. 18).

Fuente: Epstein & Smale (2017).

Figura 17: Distribucién aproximada de U. pinnatifida en el mundo. Verde: rango nativo, rojo: rango
no nativo.
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Fuente: Dellatorre et al. (2014).

Figura 18: Distribucién costera de U. pinnatifida a lo largo del Atlantico sureste. Las flechas
verticales negras y rojas indican el rango real y potencial, respectivamente, de la distribucion de
Undaria en funcién de la tolerancia térmica. Las flechas horizontales y los puntos rojos indican
los lugares de inoculacién humana de Undaria (A: Puerto Madryn, 1992; B: Punta Tehuelche,
2007; C: Mar del Plata, 2011). Recuadro: golfos patagénicos del norte: San Matias (SMG), San
José (SJG) y Nuevo (NG); Peninsula Valdés (VP) y balnearios en SMG donde esta presente
Undaria (Punta Colorada), y donde aun no ha sido observada (Playas Doradas y Las Grutas).

1.3.6.1 Impacto ambiental

Las invasiones bioldgicas son la segunda causa de los cambios de la biodiversidad; la
mayoria de las especies introducidas alteran procesos ecoldgicos y pueden ocasionar
las extinciones de las especies nativas. En el caso de las algas, sus comunidades
compiten intensamente por el sustrato y/o la luz, ocasionando la exclusién parcial o total

de especies nativas (Epstein & Smale, 2017).

Estudios previos han demostrado que Undaria impacta negativamente sobre la
diversidad de algas marinas. Las poblaciones conformadas por esta especie invasora
presentan un gran desarrollo en altura y una abundancia relativa elevada, produciendo
un significativo sombreado en el fondo marino (James, 2016). Ademas, los grampones
pueden superponerse entre si cubriendo el fondo y reduciendo el espacio disponible
para el desarrollo de otras especies, modificando el paisaje submarino drasticamente
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(Epstein & Smale, 2017). Habitualmente la mayoria de las algas son desprendidas en
verano y arrojadas por las mareas a las playas. En el caso de Undaria, las grandes
plantas son removidas de la estructura de fijacién y al soltarse arrastran con ellas fauna
y flora marina, produciendo una remocion y alteracion en los fondos rocosos (Casas &
Piriz, 1996).

La Convencién de Biodiversidad recomend6 en 1992 la erradicaciéon y/o el control de
especies introducidas, pero justificar los costosos intentos de erradicacion de Undaria
puede ser un desafio (Casas & Schwindt, 2008). Sin embargo, a medida que esta
especie invasora se propaga a nuevas regiones, se tendran que tomar decisiones sobre
posibles respuestas rapidas antes de que se puedan llevar a cabo estudios de impacto
especificos del sitio (Epstein & Smale, 2017).

1.3.6.2 Aplicaciones de U. pinnatifida

Actualmente es imposible pensar en la erradicacién del alga U. pinnatifida y su
expansion parece inevitable. Frente a este escenario, las investigaciones apuntan al
aprovechamiento del recurso mediante diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.
Estudios recientes demostraron que el alga puede utilizarse como materia prima para
realizar compost, mejorando el crecimiento de las plantas haléfitas (Gibilisco et al.,
2020). Ademas, se implementé el alga en ensayos de biorremediacion y los resultados
fueron favorables, el compost elaborado con Undaria actia como un adsorbente
biolégico para la eliminacion de contaminantes, especificamente metales pesados
(Gibilisco et al., 2021; Yagnentkovsky et al., 2011). Se ha investigado el uso de extracto
liquido algal de U. pinnatifida como biofertilizante para sustituir el uso de fertilizantes
quimicos (Marchiaro et al., 2013). Uchida y Murata (2011) elaboraron ensilado a base
de desechos de Undaria para ser utilizado como alimento para peces. Por otro lado,
estudios previos han demostrado que las algas pueden ser incorporadas como
suplementos en diferentes alimentos para mejorar las propiedades funcionales de los
mismos (Nuno et al., 2019; Well et al., 2017). El wakame (lamina de Undaria seca)
utilizado ampliamente por la cultura oriental, es incorporado en la preparacion de fideos,
sopas, ensaladas, encurtidos, entre otros (Well et al., 2017). Sin embargo, en Argentina
se comenz6 a investigar las aplicaciones del alga U. pinnatifida en la industria
alimentaria recientemente. En el 2012, se comenzd un emprendimiento denominado
“Jono” en Puerto Madryn-Chubut, en el cual se produce escamas de wakame para
consumirlas en diferentes preparaciones (ensaladas, masas, sopas, arroz), la
comercializaciébn apunta al mercado interno nacional representado por tres

componentes principales: los consumidores naturistas, los inmigrantes orientales y la
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elaboracion gourmet. Nagai et al. (2018) demostraron un incremento en la calidad
nutricional de hamburguesas de carne suplementadas con harina de Undaria sp.
Campos et al. (2019) determinaron que los extractos etandlicos de U. pinnatifida
empleados durante el almacenamiento refrigerado de pescado exhibieron un efecto
inhibitorio sobre la hidrolisis de lipidos y una parcial inhibicién de la oxidacién de lipidos
y la actividad microbiana. Se puede apreciar que las aplicaciones biotecnolédgicas de U.

pinnatifida son amplias con resultados prometedores en las diferentes areas.
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1.4 Analisis sensorial

El analisis sensorial es una disciplina cientifica que evalla los productos de consumo
(alimentos, bebidas, cosméticos, etc.) mediante la utilizacion de los sistemas
sensoriales humanos (gusto, olfato, tacto, vista y oido). Los alimentos presentados en
la prueba de evaluacién sensorial deben ser seguros para su consumo. En el caso que
los alimentos presenten contaminacion microbioldgica solo se evaluaran los atributos de
olor y apariencia (Rochmawati, 2019). Algunos alimentos no se evallan facilmente por
si solos, por ejemplo, mantecas para untar, cereal, mermelada, salsas, etc. Estos
alimentos requieren un producto adicional para ser presentado como portador, entre los

cuales se utilizan las galletas sin sal, el pan, la leche y la pasta (Watts et al., 1989).

Existen tres tipos de métodos organolépticos para llevar a cabo el analisis sensorial:
discriminativo, descriptivo y afectivo (Rochmawati, 2019). EI método discriminatorio
incluye las pruebas de triangulo, de duo trio y de comparacién pareada; y se utiliza para
averiguar si existen diferencias entre las muestras presentadas. Mientras que, el método
descriptivo es muy til para describir la intensidad de las diferencias de productos
(Rochmawati, 2019). Por ultimo, el método afectivo se divide en tres pruebas principales:
de preferencia, de aceptacién y heddnica; se implementa para evaluar las preferencias

y/o aceptacion de los productos (Carpenter et al., 2000).

Esta disciplina requiere el uso de personas como instrumentos de medicion, quienes
evaluan los productos conformando “paneles de evaluadores” (Choi, 2013). El principal
desafio del andlisis sensorial es transformar una respuesta humana en un dato objetivo
susceptible de tratamiento estadistico. Sin embargo, la variabilidad inherente a la
respuesta humana (diversidad entre individuos en una misma sesion, variacion en un
mismo individuo en distintas sesiones) lleva a la necesidad de contar con un grupo de
evaluadores en lugar de un Unico individuo y al desarrollo de una metodologia y

procedimientos especificos (Choi, 2013).
En general, dos tipos de paneles son utilizados para la evaluacion sensorial:

Panel entrenado, la inversion para conformar este tipo de panel es grande en término
de tiempo y recursos humanos, se aconseja realizar un proceso exhaustivo en lugar de
capacitar a panelistas no calificados (Choi, 2013). Por ejemplo, si la capacidad de
detectar diferencias sutiles es esencial, es posible que el analista sensorial deba evaluar
la agudeza sensorial de los potenciales panelistas sobre las propiedades clave del
producto/s de interés. Estos panelistas se pueden seleccionar a través de pruebas que
pueden incluir un conjunto de cuestionarios de preseleccidn, ensayos de agudeza, test

de clasificacidn/calificacion y una entrevista personal (Choi, 2013). La cantidad de
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entrenamiento requerido depende del nivel de sensibilidad sensorial deseado en el
analisis. La mayoria de los paneles entrenados requieren una capacitacion costosa y
profunda. No obstante, el desempefo de los panelistas entrenados utilizados durante
largos periodos puede fluctuar debido a una pérdida de enfoque y falta de motivacién
durante las sesiones de evaluacion. Los panelistas entrenados se utilizan generalmente

para desarrollar metodologias descriptivas y discriminativas (Rochmawati, 2019).

Panel de consumidores, a diferencia de los paneles entrenados, estos requieren una
mayor cantidad de panelistas, ya que los resultados pueden exhibir gran variabilidad
(Choi, 2013). Se recomienda examinar dicho panel segun un criterio de prueba: por
ejemplo, datos demogréficos o consumo del producto. Las consignas utilizadas en los
formularios deben ser sencillas, ya que tienen que ser resueltas por un panel no
entrenado (Choi, 2013). En general, el método afectivo esta en manos de personas no

entrenadas (Rochmawati, 2019).
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Objetivos

2.1 Objetivos generales

La utilizacion de cultivos iniciadores es, en muchos casos, una buena alternativa a la
fermentacion espontdnea, no soélo porque disminuye la probabilidad de que se
produzcan fermentaciones andmalas sino también, porque los productos obtenidos
garantizan caracteristicas relativamente uniformes. Por lo expuesto, se establece como
objetivo general la seleccién de BAL sobre la base de sus capacidades biotecnologicas
para fermentar material de origen vegetal y el alga U. pinnatifida, que den origen a

productos de calidad estable, inocuos y con alto valor nutritivo y funcional.
2.1.2 Objetivos especificos
a) Aislar BAL a partir de fermentaciones espontaneas de brasicaceas.

b) Seleccionar BAL que exhiban caracteristicas funcionales y tecnolégicas aplicables a

la fermentacion de brasicaceas y alga U. pinnatifida.

c) Determinar mediante pruebas fenotipicas y genotipicas la ausencia de factores de

virulencia en las cepas seleccionadas.

d) Identificar a nivel de especie mediante pruebas genotipicas las BAL seleccionadas y

conformar un cepario disponible en forma permanente.

e) Conformar cultivos iniciadores y establecer protocolos de fermentacion controlada

para garantizar la conservacion, inocuidad y propiedades funcionales en los productos.

f) Monitorear la poblacién de BAL y el pH durante el proceso de fermentacién. Estudiar
la evolucion de la capacidad antioxidante y el contenido total de fenoles durante las

fermentaciones.

g) Realizar una comparacioén entre los tipos de fermentacion (espontanea y controlada)

sobre los distintos modelos estudiados: brasicaceas, brasicaceas y U. pinnatifida.

h) Evaluar la calidad microbiol6gica y las propiedades fisicoquimicas de los productos

fermentados.

i) Analizar sensorialmente los productos fermentados para determinar su aceptabilidad

por parte de los consumidores.

i) Determinar la viabilidad de posibles contaminantes microbianos durante y post-

elaboracion.
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2.2 Hipotesis

v

Las matrices vegetales son una excelente fuente para aislar BAL con potencial
interés biotecnoldgico.

El estudio de las propiedades biotecnolégicas y de los factores de
virulencias/rasgos negativos de las BAL permiten realizar una seleccion
adecuada de cultivos iniciadores.

La inoculacién en dos etapas de las matrices vegetales, primero con BAL
heterofermentativas estrictas y segundo con BAL heterofermentativas
facultativas/ homofermentativas, favorece al descenso inicial de pH y prolonga
la metabolizacion de azucares fermentables en condiciones de estrés elevado.
La actividad enzimatica de las BAL involucradas en la fermentacion de las
matrices vegetales producen un incremento de la capacidad antioxidante
durante el proceso.

La inclusion de un 20% de U. pinnatifida a la matriz vegetal no afecta el desarrollo
de la fermentacion.

El modelo combinado de U. pinnatifida y brasicaceas fermentado de forma
controlada garantiza un alimento con mayor valor agregado desde el punto de
vista nutricional y/o funcional.

La fermentacion controlada de matrices vegetales con cultivos de BAL mixtos,
en dos etapas, disminuye la contaminacién microbiana durante y post

elaboracion.
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Metodologia

3.1 Material vegetal

Akusai (Brassica rapa L. var. glabra Regel), pak choi (Brassica rapa ssp. chinensis L.
Hanelt), repollo colorado/morado y blanco (B. oleracea ssp. capitata (L.) Metzg) se
obtuvieron en un mercado local de la ciudad de Trelew, Chubut. Los vegetales se
colocaron en bolsas estériles y se transportaron al laboratorio para realizar los ensayos
correspondientes. Las brasiciceas utilizadas se cultivaron y recolectaron durante el
periodo verano-invierno (2018) en el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCH).

3.1.1 Disefio experimental en matrices vegetales-fermentacion espontanea

Los vegetales se procesaron de manera individual para el experimento. Se eliminaron
las partes externas dafiadas y/o secas de los bulbos, el resto de las hojas se lavaron y
se cortaron en tiras 2 mm aproximadamente de espesor. El material procesado se
mezclé con 3,0% de NaCl (m/m) y seguidamente se prenso en frascos de vidrio (300
cc) para extraer el jugo hasta cubrir las tiras de col, sin dejar espacio de cabeza. Los
frascos se completaron con 300 g de material procesado y se taparon ligeramente para
permitir la liberacion de gases durante la fermentacion (Wiczkowski et al., 2016). El

ensayo se llevé a cabo durante 30 dias a 18 °C y se realiz6 por duplicado.

Los matrices vegetales realizadas con akusai, pak choi, repollo balanco y colorado, se

denominaron AK, PC, RB y RC, respectivamente.

3.1.2 Parametros de fermentacion

Las BAL y el pH se monitorearon durante la fermentacion espontanea los dias 0, 1, 2,
3,4, 5,10, 15y 30. La viabilidad de las BAL se evalu6 en agar Man, Rogosa y Sharpe
(MRS) (Biokar, Beauvais, Francia) utilizando diluciones seriadas de las muestras solidas
de los fermentos, las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C. Las placas que
presentaban entre 30 a 300 colonias se utilizaron para los recuentos. Los resultados se
expresaron como unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g) del producto
fermentado. El pH de los fermentos se determind utilizando un pH-metro calibrado
(modelo Orion 410A, Cole-Palmer, St. Neots, Reino Unido).

3.1.3 Aislamiento de BAL

El aislamiento se realiz6 mediante diluciones seriadas utilizando la siembra en placa.
Las muestras solidas se obtuvieron los dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 durante
la fermentacion espontanea. Las muestras sélidas se suspendieron en una solucion de
NacCl (0,85%, m/v) (Anedra, Buenos Aires, Argentina) en una proporcion 1:1 m/v y se

homogenizaron en un vortex durante 1 min. Distintos medios de cultivo se utilizaron para

71



Metodologia

el aislamiento: MRS, MRS suplementado con 15 pg/ml de vancomicina (Fada Pharma
S. A., Buenos Aires, Argentina) (MRSV), MRS con 8% de NaCl (MRSNaCl) y bilis
esculina (BE) (Becton, Dickinson and Company, Maryland, EE. UU.), segun las
recomendaciones de trabajos previos (Jung et al., 2012; Pérez et al., 2013). El medio
MRS se utilizd6 para aislar BAL en general; el MRSV para obtener principalmente
especies pertenecientes a los géneros Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Pediococcus y
algunas de Lactobacillus, ya que exhiben resistencia intriseca; el MRSNaCl se
implementé como un factor de estrés adicional durante aislamiento; y el BE
principalmente para el aislamiento e identificacion presuntiva de estreptococos del grupo
D. Las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C. Luego, se seleccionaron las colonias

gue presentaban diferente morfologia.

Todos los medios de cultivo se suplementaron con nistatina (10 pg/ml) (Sigma, San Luis,
EE. UU.) y &cido nalidixico (20 pg/ml) (Sigma, San Luis, EE. UU.) como agentes
inhibidores de hongos y de bacterias Gram negativas, respectivamente.

3.1.3.1 Purificacién y conservacion de las cepas

Se realizaron repiques con el objetivo de obtener aislamientos puros mediante sucesivas
resiembras por agotamiento en placas utilizando el medio de procedencia (MRS, MRSV,
MRSNacCl y BE). Las placas se incubaron durante 24 h a 30 °C. Todas las cepas
aisladas se conservaron a -30 °C en viales de caldo tripticasa soya (TS) (Britania,
Buenos Aires, Argentina) suplementado con glicerol al 10% (v/v) como parte de la
coleccion del Cepario del Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana FCNyCS (Sede
Trelew), UNPSJB.

3.1.3.2 Identificacion presuntiva de los aislamientos
Las cepas conservadas se sometieron a diferentes pruebas bioquimicas para su

identificacion preliminar:

e Coloracién de Gram: se utilizé para determinar la purificacion de los cultivos e

identificar el tipo de bacteria y la morfologia de las células (Sanz Cervera, 2011).

e Prueba de la catalasa: se evalu6 la presencia de esta enzima en las cepas
aisladas segun el procedimiento descrito por Sanz Cervera (2011). La catalasa
descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. El desprendimiento
de burbujas procedentes del oxigeno indica un resultado positivo.

e Prueba de la oxidasa: se determindé la presencia de la enzima citocromo-oxidasa

mediante discos comerciales de oxidasa (Britania, Buenos Aires, Argentina). El
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resultado se interpretd6 como positivo cuando el disco exhibia un color rosado,
debido a la oxidacion del sustrato.

¢ Producciéon de CO; por fermentacion de la glucosa: se inocularon tubos con caldo
MRS suplementados con glucosa (20 g/l) (Merck, Darmstadt, Alemania) y
campana de Durham, siguiendo el procedimiento descripto por Miuller (1990).
Los tubos se incubaron durante 48 h a 30 °C. Los resultados se interpretaron

como positivo cuando se observo la presencia de gas en la campana de Durham.

3.1.4 Preseleccion de las cepas obtenidas durante la fermentacion

Se seleccioné de manera aleatoria y manual un porcentaje representativo del total de
las cepas aisladas. Se incluyeron BAL de diferentes etapas de fermentacion, de distintas
matrices (PC, AK, RB y RC) y medios de seleccion (MRS, MRSV, MRSNaCl y BE). Se
seleccion6 un mayor porcentaje de cepas en el periodo inicial comparado con el final de
la fermentacion espontanea de cada vegetal, ya que en esta etapa se alcanzé una
mayor poblacion de BAL (excepto para PC).

3.1.5 Estudio de las propiedades tecnologicas

3.1.5.1 Evaluacion de la viabilidad

Los microorganismos seleccionados se sometieron a condiciones de estrés para evaluar
la tolerancia a la salinidad y pH, escenarios imperantes durante la fermentaciéon. Se
sembrd una alicuota de un cultivo overnight (dilucién 1/10) en 2 ml de caldo MRS
suplementado con NaCl (3% m/v) y ajustado a pH 3,5. Los tubos se incubaron durante
48 h a 30 °C. Luego, se procedidé a determinar la viabilidad de las cepas de forma
cualitativa. Se sembraron alicuotas de 5 pl de los cultivos sobre placas de MRS agar
(1,5% m/v) y se incubaron durante 72 h a 30 °C. El desarrollo de colonias se interpretd

como un resultado positivo.

3.1.5.2 Produccion de EPS

La produccion de EPS se evalu6 de manera cualitativa siguiendo las instrucciones de
Freeman, Falkiner & Keane (1989). Las cepas seleccionadas se sembraron, utilizando
la técnica de estria, en agar cerebro-corazon (BHI, por sus siglas en inglés) (Biokar,
Beauvais, Francia) suplementado con 50 g/l de sacarosa (Merck, Darmstadt, Alemania)
y 0,8 g/l de rojo Congo (Biopack, Buenos Aires, Argentina). Las placas se incubaron
durante 24 h a 30 °C. El resultado se interpreté como positivo cuando se observaron
colonias con coloracién negra. Esta coloracion surge de las uniones no covalentes que

se forman entre el rojo Congo y los enlaces (1—3) y B(1—4) de los polisacaridos.
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3.1.5.3 Tolerancia al acido galico, acido tanico y fenol

Se evalu6 de manera cualitativa la influencia del &cido tanico, acido galico y fenol sobre
el crecimiento de las cepas seleccionadas, utilizando el método propuesto por Ajaz et
al. (2004) con algunas modificaciones. Los cultivos overnight en caldo MRS (2 ml) se
centrifugaron y las células se lavaron dos veces y resuspendieron en agua destilada
(AD) estéril (2 ml). Se sembraron 5 ul de cada cultivo sobre placas de MRS agar (1,5%
m/v) suplementadas individualmente con &cido gélico (0,3% m/v) (Biopack, Buenos
Aires, Argentina), &cido tanico (0,1% m/v) (Biopack, Buenos Aires, Argentina) o fenol
(0,5% v/v) (Biopack, Buenos Aires, Argentina). Las placas se incubaron durante 72 h a
30 °C. El crecimiento de colonias se interpret6 como resultado positivo para la tolerancia

de polifenoles.

3.1.5.4 Actividad pectinasa

Se determind la actividad pectinasa extracelular mediante un ensayo en placa descrito
previamente por Karthik et al. (2011). Las cepas seleccionadas se sembraron en placas
conteniendo extracto de levadura (5,0 g/l) (Britania, Buenos Aires, Argentina) y pectina
(2,5 g/l) (Sigma Aldrich, San Luis, EE. UU.), suplementadas con agar al 2% (m/v)
(Britania, Buenos Aires, Argentina). Las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C.
Luego, los resultados se revelaron siguiendo las instrucciones de Vidhyasagar et al.
(2013). Las placas se colorearon con una solucién de rojo Congo al 0,1% (m/v) durante
10 min y se lavaron con una solucion de NaCl 1 M. El aclaramiento de la zona alrededor

de la colonia después de la tincion se consider6 como actividad enzimatica positiva.

3.1.5.5 Actividad tanasa

Se evalud la habilidad de las cepas para hidrolizar el acido tanico de manera cualitativa.
Previamente, las cepas se repicaron en placas de MRS agar (1,5% m/v) sin
carbohidratos suplementado con purpura bromo cresol (Sigma Aldrich, San Luis, EE.
UU.) (0,006%, m/v) y acido tanico (1 g/l). Las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C.
Las cepas con actividad tanasa hidrolizan el &cido tanico, liberando glucosa y acido
galico al medio. Los resultados se interpretaron como positivos cuando se observo
cambios en el color del medio, de purpura a amarillo, como consecuencia del descenso

de pH ocurrido por la fermentacion de la glucosa.

3.1.6 Estudio de los factores de virulencia y/o rasgos negativos

Si bien las BAL estan reconocidas con estatus GRAS, para uso humano, se realizaron
distintas pruebas fenotipicas con el objetivo de eliminar potenciales cepas con factores

de virulencia. De esta forma, se realiz6 la segunda selecciéon de las BAL evaluando no
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solo los resultados de las propiedades tecnoldgicas, sino también la ausencia de

factores de virulencia y/o rasgos negativos.

3.1.6.1 Actividad gelatinasa

La actividad gelatinasa se evalu6 siguiendo el protocolo propuesto por Kanemitsu et al.
(2001) con pequefias modificaciones. Las cepas seleccionadas se repicaron en MRS
agar (1,5% m/v) suplementado con 0,8% (m/v) de gelatina (Becton, Dickinson and
Company, Maryland, EE. UU.). Las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C y se
revelaron con una solucion de acido tricoloroacético (Sigma Aldrich, San Luis, EE. UU.)
al 20% (v/v). La aparicion de zonas claras alrededor de las colonias se consideré un

resultado positivo y Enterococcus faecalis ATCC 29212 se utiliz6 como control positivo.

3.1.6.2 Actividad hemolitica

La produccion de hemolisinas de las cepas seleccionadas se evalu6 en agar BHI
suplementado con sangre desfibrinada de conejo al 5% (v/v) (Semedo et al., 2003).
Luego de una incubacion durante 48 h a 30 °C, los resultados se interpretaron como
positivos cuando se observé un halo de hemdlisis completa alrededor de las colonias
(B-hemadlisis). Se utilizé la cepa Staphylococcus aureus ssp. aureus ATCC 25923 como

control positivo.

3.1.6.3 Produccion de aminas bidgenas

La capacidad de produccion de histamina, tiramina y cadaverina se evalu6 empleando
la metodologia propuesta por Joosten & Northolt (1989). Las cepas se sembraron en
MRS agar (1,5% m/v) ajustado a pH 5,3 con &cido lactico, suplementado con 1% (m/v)
del aminoacido especifico (histidina (Sigma Aldrich, San Luis, EE. UU.), tirosina (Sigma
Aldrich, San Luis, EE. UU.) y lisina (Sigma Aldrich, San Luis, EE. UU.)) y 0,006% (m/v)
de purpura de bromo cresol (indicador del pH). Luego, las placas se incubaron durante
48 h a 30 °C. Los resultados se interpretaron como positivos cuando se observo que el
medio circundante a la colonia cambié de color, de amarrillo a purpura, como
consecuencia del incremento del pH producido por la descarboxilacion de los

aminoécidos.

3.1.7 Identificacion molecular de las BAL seleccionadas

3.1.7.1 Extraccion del ADN
Las cepas seleccionadas se sembraron en tubos de ensayo con 2 ml de caldo MRS y

se incubaron durante 24 h a 30 °C. El ADN se extrajo utilizando un equipo comercial de
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purificacion Wizard Genomics Promega DNA purification (Madison, Wisconsin, EE.

UU.), segun el protocolo detallado a continuacion:

1. Los tubos de ensayo se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 min, posteriormente se

elimind el sobrenadante.

2. Cada pellet obtenido se resuspendio en una solucion de EDTA y lisozima (1 mg/ml),

se homogenizé utilizando un vortex y luego se incub6 durante 30 min a 37 °C.

3. Los tubos de ensayo se centrifugaron a 4.000 rpm durante 15 min y se eliminé el

sobrenadante.

4. Se agreg6 a cada tubo buffer TE (600 pl) y una solucién de SDS al 20% (30 ul), los
homogenatos obtenidos se sometieron a un bafio térmico durante 5-10 min a 80 °C,

donde se mezclaron manualmente.

5. Los tubos de ensayo se dejaron enfriar y luego se agregoé la solucion de ARNasa. Se

incubaron durante 30 min a 37 °C.

6. Las muestras se pasaron a tubos eppendorf previamente rotulados. Posteriormente
se les agreg0 la solucién de precipitacion de proteinas, se agitaron mediante vortex y

se incubaron en hielo durante 5 min.

7. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 12.000 g. Los sobrenadantes se

transfirieron a tubos limpios que contenian isopropanol a temperatura ambiente.

8. Luego se centrifugaron igual que en el paso anterior, se descartaron los
sobrenadantes, se les agreg6 etanol (70%) a temperatura ambiente y se realiz6 una

mezcla manual.

9. Las muestras se centrifugaron idem al paso 7, se eliminé el sobrenadante y el resto
de alcohol se dejé evaporar durante 24 h a 4 °C. Luego, para su posterior utilizacién se

hidraté con una solucién de hidratacion de ADN.

Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa para observar y
cuantificar las muestras de ADN extraidas. Para tal fin, se preparé un gel de agarosa al
1% (m/v) en buffer TAE (Tris, acido acético, EDTA a pH 8), la electroforesis se realizo
en una cuba horizontal a 70 V. En los pocillos del gel se sembraron 4 ul de cada muestra,

previamente mezclados con 1 pl de buffer de carga (Inbio Highway, Tandil, Argentina).

Luego de finalizada la corrida, el gel se coloc6 durante 20 min en una solucién de buffer
TAE y bromuro de etidio (0,5 pg/ml); posteriormente se observo el gel con luz UV en un

transiluminador (Labnet, Nueva Jersey, EE. UU.).
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3.1.7.2 Amplificacion por PCR del gen ADNr 16S

El ADN extraido anteriormente se utilizé como molde para la amplificacién del gen que
codifica el ARNr 16S. La amplificacion se realiz6 mediante PCR usando los cebadores
universales para procariotas 27F (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1492R (5'-
TACGGYTACCTTG TTACGACTT-3).

La mezcla de reaccion se realizo en un volumen final de 50 pl (Tabla 6). La PCR se llevo
a cabo en un termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), el
protocolo utilizado se especifica en la Tabla 7. Los productos de amplificacion se
examinaron en un gel de agarosa al 1,5% (m/v), siguiendo las mismas indicaciones de

la técnica mencionadas en el punto anterior.

Tabla 6: Concentracion de los reactivos para la amplificacién del gen ADNr 16S.

Mezcla de reaccion para 50 pL Volumen (pL)

Mezcla madre (5x) 10
Primer R (10 pM) 2
Primer F (10 uM) 2

Taq (5 p/uL) 0,5
ClzMg (25 mM) 2
ADN 1

AD (CSP) 32,5

Tabla 7: Protocolo para la amplificacion del gen ADNr 16S.

Pasos Temperatura (°C) Tiempo
1-Desnaturalizacion inicial 94 5
2-Desnaturalizacion 94 1
3-Alineamiento 55 207
4-Extension 72 5

5-Volver al paso 2 por 35 veces
6-Enfriamiento de las muestras 22

Posteriormente los productos de la amplificacién del gen ADNr 16S se enviaron para su

secuenciamiento a Macrogen Inc, Corea, donde se utilizé un secuenciador automatico.

3.1.7.3 Andlisis de las secuencias del ADNr 16S
Luego de recibir los cromatogramas, estos se analizaron y editaron utilizando el
programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Se corrigieron los errores en la asignacion

de bases debido a ruido de fondo en el cromatograma, se eliminaron los segmentos
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inicial y final de cada secuencia parcial debido a que presentaron una baja fiabilidad.
Las secuencias del ADNr 16S se ensamblaron manualmente, a partir de la combinacién
de fragmentos generados con los iniciadores 27F y 1492R que amplifican el segmento
en sentidos opuestos. Las secuencias parcialmente alineadas se unieron para generar

una secuencia completa del gen que codifica para ARNr 16S.

La identificacion de las secuencias se determind mediante la herramienta SegMatch de
la base de datos Ribosomal Database Project (RDP) (Cole et al., 2009), especifica para
el ARN ribosomal, que contrasta las secuencias de interés con las depositadas en la
base y permite obtener su clasificacion taxonémica. El porcentaje de similitud se obtuvo
a través del pardmetro S_ab score (Izquierdo Altarejos, 2015). Ademas, las secuencias
del gen ADNr 16S de las cepas se compararon con las de las especies mas
estrechamente relacionadas obtenidas de la base de datos GenBank, utilizando el
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool Nucleotide) (Madden, 2019).

3.1.8 Caracterizacion tecnolégica de las BAL seleccionadas

3.1.8.1 Produccion de bacteriocinas

Las BAL seleccionadas se cultivaron en caldo MRS a 30 °C hasta alcanzar la fase
logaritmica (12-16 h). Luego del periodo de incubacion los cultivos se centrifugaron a
4.000 g durante 15 min. Los sobrenadantes libres de células (SLC) se neutralizaron (pH
6,5) con NaOH 0,5 M (Anedra, CABA, Argentina) y se calentaron durante 10 min a 100
°C para inactivar las proteasas endbégenas; también se trataron con 2 mg/ml de catalasa
(Sigma, San Luis, EE. UU.) durante 2 h a 37 °C para descartar la presencia de peréxido
de hidrégeno. Posteriormente, el ensayo antimicrobiano se realizé por el método de
difusién en placa (Floriano et al., 1998). Se colocé 50 ul de los SLC en pocillos (6 mm
de didametro) realizados en placas de TS agar sembrados previamente con 50 ul de un
cultivo overnight de las cepas indicadoras (= 10° UFC). Las placas se mantuvieron a 4
°C durante 2 h, para permitir la difusion de los metabolitos en el medio, y luego se
incubaron a 30 °C durante 24 h. Se utilizaron las siguientes cepas indicadoras: Listeria
innocua ATCC 33090, L. monocytogenes Scott A, L. monocytogenes 1908, L.
monocytogenes ATCC 4760, L. monocytogenes 1915, L. innocua 6a, L. innocua Tw67,
St. aureus ssp. aureus ATCC 25923, E. feacalis ATCC 29212, Micrococcus luteus ATCC
15307, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 35218. Las placas
incubaron durante 72 h a 37 °C. Los resultados se determinaron midiendo los diametros

de las zonas de inhibicion del crecimiento de la cepa indicadora mediante un calibre.
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3.1.8.2 Deteccidén molecular de las bacteriocinas

Se determind la presencia de seis plantaricinas (A, C, N, EF, J y K) mediante PCR sobre
las cepas que presentaron actividad antimicrobiana, utilizando los cebadores y
condiciones detalladas en la Tabla 8. Para las plantaricinas A, C y N, se realizé una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a
94 °C por 1 min y una elongacion a 72 °C por 30 s. La elongacion final se realiz6 a 72
°C por 5 min (Omar et al., 2008). Para las plantaricinas EF, J y K se realiz6 una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a
95 °C por 30 s y una elongacién a 72 °C por 2 min. La elongacion final se realiz6 a 72
°C por 7 min (Chaalel et al., 2015; Laukova et al., 2022).

Los productos de amplificacion se examinaron en un gel de agarosa al 1,5% (m/v),
siguiendo las mismas indicaciones de la técnica mencionadas en la seccion “3.1.7.1
Extraccion del ADN”. Se utilizé un marcador de peso molecular (gLandder 100 pb) para
determinar el tafiamo de los productos amplificados. Los resultados se interpretaron
como positivo/negativo segln la presencia/ausencia del amplicon del tamafio

especifico, respectivamete.

Tabla 8: Cebadores utilizados para la deteccidon de genes de plantaricinas.

Plantaricina Cebadores Ta(r:)\g;o Alineamiento Referencia
A F: GTACAGTACTAATGGGAG 450 53 °C
R: CTTACGCCAATCTATACG 1 min o |
c F: AGCAGATGAAATTCGGCAG 108 49,5°C r?;(;oeg)a '
R: ATAATCCAACGGTGCAATCC 1 min
N F: ATTGCCGGGTTAGGTATCG 146 51,9 °C
R: CCTAAACCATGCCATGCAC 1 min
EF F: GGCATAGTTAAAATTCCCCCC 428 53 °C
R: CAGGTTGCCGCAAAAAAAG 30s Chaalel et al.
J F: TAACGACGGATTGCTCTG 475 51 °C (2015)
R: AATCAAGGAATTATCACATTAGTC 30s
K F: CTGTAAGCATTGCTAACCAATC 246 53°C Laukova et
R: ACTGCTGACGCTGAAAAG 30s al. (2022)

3.1.8.3 Prueba de antagonismo

Se tested la incompatibilidad entre las cepas de BAL seleccionadas utilizando los SLC
en el ensayo antimicrobiano que se realiz6 por el método de difusion en placa
previamente descrito. Las placas se incubaron durante 24 h a 30 °C y el efecto

antimicrobiano se expresé en mm.

3.1.8.4 Capacidad de acidificacion
Se registro la evolucion del pH durante la fermentacion controlada de RB. Los frascos

con el vegetal procesado y NaCl al 3% (m/m) se esterilizaron durante 5 min a 120 °C,
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con el objetivo de disminuir la carga bacteriana epifita. Las BAL seleccionadas se
sembraron en caldo MRS y se incubaron durante 18 h a 30 °C. Luego de centrifugar y
descartar el sobrenadante, las células se lavaron dos veces y resuspendieron con AD
estéril. Posteriormente, los frascos se inocularon de forma individual con las cepas de

interés (=3 x10° CFU/g), y se control6 el pH durante los primeros 5 dias (18 °C).

3.1.8.5 EPS con el método de la gota

Se utilizé la misma metodologia descrita anteriormente (Freeman et al., 1989) con
algunas modificaciones. Se sembr6 una alicuota de 10 pl de los cultivos overnight de
las cepas seleccionadas sobre agar BHI suplementado con sacarosa (50 g/l) y rojo
Congo (0,8 g/l). Las placas se incubaron durante 24 h a 18 °C, temperatura utilizada
durante el proceso de fermentacién de brasicaceas. El resultado se considerd positivo

al observarse crecimiento de colonias con pigmentacion negra.

3.1.8.6 Efecto de la sacarosa en la solidificacién de leche fermentada

Los EPS contribuyen en las propiedades texturales de los alimentos. En los productos
lacteos se pueden observar estos cambios, atribuidos a las interacciones entre proteinas
y polisacéridos. Se evalu6 los efectos de los EPS, producidos por las cepas de
Leuconostoc spp., en la leche, siguiendo el protocolo propuesto por Wang et al. (2019)
con algunas modificaciones. La leche deslactosada estéril se suplemento6 con distintas
concentraciones de sacarosa: 3, 6, 9, 12% (m/v). Luego, se sembré 5% de un cultivo
overnight y se incub6 durante 48 h a 30 °C. La leche deslactosada se utiliz6 como control
negativo. El resultado se considerd positivo al observar una solidificacion completa y/o

parcial de la leche suplementada con sacarosa.

3.1.8.7 Actividad dextransacarasa

La actividad dextransacarasa se determind de manera cualitativa e indirecta, a través
de la deteccion de azucares reductores. Se sembré 10 ul de un cultivo overnight, de las
BAL pertenecientes al género Leuconostoc spp., en caldo MRS base sin azlcar
suplementado con 3% (m/v) de sacarosa (Unica fuente de carbono). Luego de incubar
los tubos durante 5, 9y 12 h a 18 °C, se determind la actividad enzimética estimando la

concentracion de azlcares reductores con el método de la neocuproina.

Para realizar la determinacion se prepararon dos mezclas de reaccion (1): Na.COs 4%
(m/v), glicina 1,6% (m/v) y CuS0Oa4 0,045% (m/v) en 100 ml AD; (2): 30 mg de neocuproina
(disuelta previamente en etanol) en 100 ml de buffer acetato (0,05 M, pH 6,0).
Posteriormente, 100 pl del cultivo se adicion6 en 1,0 ml del reactivo 1y se llevé a bafio

Maria durante 3 min. Luego, se tomaron 100 ul y se agreg6 a 1,0 ml de reactivo 2. Los
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resultados se determinaron de forma cualitativa, mediante la intensidad del color

amarillo de la reaccion.

3.1.8.8 Tolerancia a las condiciones imperantes durante la fermentacion.

Se realizaron cultivos overnight de las cepas pertenecientes al género Lactiplantibacillus
spp. seleccionadas; se descarté el sobrenadante, el pellet se lavd dos veces y se
resuspendié en AD estéril obteniendo una dilucién final de 10° UFC/mI. Se realiz6 el
método de la gota, sembrando 10 pl de la dilucion sobre una placa de agar MRS base
sin azucar a pH 4,0 (ajustado con acido lactico) suplementado con fructosa (20 g/l)
(como unica fuente de carbono) y fenol (5 g/l). Las placas se incubaron durante 48 h a

30 °C y el crecimiento de las colonias se interpreté como resultado positivo.

3.2 Fermentacion controlada: disefios experimentales.

Las cepas seleccionadas de acuerdo con su calidad biotecnoldgica y ausencia de
factores de virulencia se ensayaron en modelos diferentes de brasicaceas: AK, RBy RC
y; combinacién de los vegetales Brassica y U. pinnatifida: AK/Undaria (AKU),
RB/Undaria (RBU), y RC/Undaria (RCU).

3.2.1 Material vegetal y alga

Los vegetales akusai, repollo colorado y blanco se obtuvieron en un mercado local de la
ciudad de Trelew, Chubut. Los vegetales se colocaron en bolsas estériles y se
transportaron al laboratorio para realizar los ensayos correspondientes. Las brasicaceas
utiizadas en los diferentes modelos simples (brasicaceas) y combinados
(brasicaceas/U. pinnatifida), se cultivaron y cosecharon durante el periodo verano-
invierno en el Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCH), en el afio 2020 y 2021,

respectivamente.

Por otro lado, en el periodo invierno-primavera del 2020, el alga U. pinnatifida se
recolectd de las praderas naturales ubicadas en las zonas costeras del Golfo Nuevo
(Puerto Madryn, Chubut), sobre sustratos duros y en profundidades entre 3 my 15 m.
Las muestras se recolectaron al azar, mediante buceo autbnomo y en forma manual
desde su base (por encima del grampdn). El alga recolectada se coloco en bolsas
estériles y se traslad6é hasta el laboratorio, en donde se conservé a -20 °C hasta su

utilizacion.

3.2.2 Modelos de brasicaceas
Las matrices vegetales (AK, RB y RC) se fermentaron individualmente, previamente el

material se procesé de la misma forma que se describié en “3.1.1 Disefio experimental
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de matrices vegetales-fermentacion espontdnea”. Se colocé el vegetal procesado y el
NaCl (3% m/m) de forma alternada dentro de los frascos. Se utilizé un pilébn para
compactar y estrujar el vegetal, con el objeto de liberar los azlicares procedentes del
tejido. Luego, los frascos se sometieron a 120 °C durante 5 min con el objetivo de
disminuir la carga bacteriana epifita del vegetal. Los frascos se dejaron enfriar a

temperatura ambiente.

3.2.3 Modelos combinados, brasiciceas y U. pinnatifida

Se realizaron tres matrices combinadas con cada vegetal y el alga U. pinnatifida (AKU;
RBU y RCU). Los vegetales se procesaron como se describié previamente y se
reservaron para su utilizacion. Por otro lado, las ldminas de U. pinnatifida se lavaron con
agua corriente y se les eliminé la nervadura. Luego, se sumergieron en una solucién con
100 ppm de lavandina (apta para frutas y verduras) durante 5 min para su sanitizacion.
Finalmente, las laminas se enjuagaron nuevamente con agua corriente y se procesaron
con un mixer de 400 W (Atma LM 852, Kunshan, China) durante 5 min para su posterior
uso (Fig. 19). Los frascos se llenaron con una mezcla realizada de U. pinnatifida (lamina)
(20% m/m) y el vegetal (80% m/m) procesado, el NaCl (3% m/m) se incorporé en capas
alternadas. Se utilizd un pilon para compactar y el estrujar el material. Luego los frascos
se sometieron a 120 °C durante 3 min para eliminar la carga bacteriana epifita y se

dejaron enfriar a temperatura ambiente.

Figura 19: U. pinnatifida: a) estructura de la lamina y nervadura, b) lamina procesada.

3.2.4 Preparacion de los indculos mixtos.

Las BAL seleccionadas para conformar los inéculos se sembraron en 2 ml de caldo MRS
y se dejaron incubar durante 18 h a 30 °C. Los cultivos se centrifugaron durante 15 min
a 4.000 g y se elimind el sobrenadante, las células se lavaron dos veces y se
resuspendieron en 2 ml AD estéril. Posteriormente, se prepararon dos indculos con
cultivos definidos mixtos. El primer inéculo se conformé por dos cepas del género

Leuconostoc y el segundo por tres cepas del género Lactiplantibacillus. Por cada frasco
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a fermentar, se tomé una alicuota de cada cepa (3 x 10° UFC/g) y se homogenizé en la

matriz vegetal.

3.2.5 Inoculacién en dos etapas

Los dos modelos experimentales (brasicAceas y combinacion brasicdceas y U.
pinnatifida) se inocularon en dos etapas con los cultivos definidos mixtos, siguiendo las
recomendaciones de Jagannath, Raju & Bawa (2012). En la primera etapa se adicioné
el primer inéculo mixto (cepas de Leuconostoc) al comienzo del proceso (tiempo 0) y los
frascos se incubaron durante 3 dias a 18 °C. En la segunda etapa, cuando el pH se
encontraba préximo a 4,0, se agregd el segundo in6culo mixto (cepas de
Lactiplantibacillus) y los fermentos se continuaron incubando durante 27 dias restantes
al8°C.

3.2.6 Fermentacion espontanea como parametro de comparacion

En paralelo, a cada modelo experimental descrito previamente, se realiz6 una
fermentacion espontanea con el objetivo de comparar la evolucion de los procesos. Se
realizaron fermentaciones espontaneas de los diferentes modelos de brasicaceas: AK,
RB y RC y; combinacion de los vegetales Brassica y U. pinnatifida: AKU, RBU, y RCU.
El vegetal y el alga se procesaron como se mencion6 anteriormente y se adiciono NaCl
al 3% (m/v), pero a diferencia de los ensayos controlados, estos no se calentaron ni
inocularon. Los frascos se incubaron a la misma temperatura y por el mismo periodo (30
dias, 18 °C).

3.2.7 Parametros de fermentacion
El contenido total de BAL y el pH se monitorearon en los diferentes procesos de
fermentacionlos dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25 y 30. Utilizando la misma metodologia

descrita previamente (3.1.2 “Parametros de fermentacién”).

3.2.8 Preparacion de los extractos

Se recolectaron muestras sélidas (10-15 g por cada frasco) los dias 0, 1, 3, 5, 10, 15,
20, 25 y 30 para determinar la capacidad antioxidante durante el proceso de
fermentacion. Las muestras se secaron en estufa a 37 °C hasta alcanzar un PS

constante. Luego de procesar las muestras secas, se prepararon dos tipos de extractos:

Extractos acuosos: se utilizé AD estéril, en una relacion de 1 parte de material sélido:10

partes de disolvente (m/v). Las mezclas se homogenizaron y se colocaron en autoclave
durante 15 min a 105 °C. Luego, los extractos se centrifugaron, los sobrenadantes se

filtraron utilizando papel Albet 400 y se conservaron a -20 °C hasta su analisis.
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Extractos metandlicos: se utiliz6 metanol (Biopack, Buenos Aires, Argentina),

respetando la misma relacion descrita para los extractos acuosos. Las mezclas luego
de ser homogenizadas se colocaron a 37 °C durante 3 hy cada 15 min se agitaron. Los
extractos se centrifugaron, los sobrenadantes se filtraron utilizando papel Albet 400 y se

conservaron a -20 °C hasta su estudio.

3.2.9 Contenido total de fenoles (CTF)

La actividad antioxidante generalmente esta relacionada con metabolitos que contienen
grupos fendlicos, por ello se determiné el CTF de los extractos utilizando el método de
Folin-Ciocalteu. El reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) contiene
acido fosfomolibdico y fosfotingstico que son reducidos para producir un cromoforo de
color azul con el maximo de absorcién en 750 nm (Agbor et al., 2014). El centro de
molibdeno en los complejos es generalmente aceptado como el sitio de reduccién,
donde el ion Mo®" se reduce a Mo®* al aceptar un electréon donado por el antioxidante
fendlico (Fig. 20). Por lo tanto, el ensayo de Folin-Ciocalteu esta basado en la
transferencia simple de electrones (TE) asociado al poder reductor de los antioxidantes
fendlicos (Shahidi & Zhong, 2015).
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Fuente: Mufioz-Bernal et al. (2017).

Figura 20: Reaccion entre el &cido gélico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

El CTF se determind segun la metodologia propuesta por Agbor et al. (2014) con
algunas modificaciones. La mezcla de reaccion se realiz6 agregando 50 pl del extracto
a 100 pl de reactivo Folin-Ciocalteu y se incub6 durante 10 min. A la mezcla se agrego
900 pl de carbonato de sodio al 1%, se homogenizé y luego de 30 min se midi6 la

absorbancia a 750 nm. Se utilizé &cido galico como estdndar en una curva de calibracion
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(50-800 pg/ml), los resultados se expresaron como mg equivalentes de &cido galico en
100 g de PS (mg EAG/100 g PS).

3.2.10 Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante es una medida de la cantidad de radicales libres captados
por una solucién de prueba especifica, independiente de la actividad de cualquier
antioxidante presente en la muestra (Apak et al., 2016). Entre las principales
metodologias propuestas para determinar capacidad antioxidante, se encuentran: el
ensayo de reduccion del radical 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) y capacidad
antioxidante sobre el cobre (CUPRAC):

-Capacidad antioxidante segun el método de reduccion de DPPH

El ensayo DPPH es uno de los métodos mas utilizados para evaluar la capacidad
antioxidante, basado en la TE. Si bien es un método de TE, presenta a la vez un
mecanismo de transferencia del atomo de hidrégeno, pero como una reaccion
secundaria. EI DPPH es un radical cromo6geno estable de color purpura. El ensayo de
captacioén de DPPH se basa en la donacion de electrones por parte del antioxidante para
neutralizar el radical DPPH (Fig. 21). La reaccion es acompafada con una decoloracion
del DPPH indicando la eficacia del antioxidante (Shahidi & Zhong, 2015).

La capacidad antioxidante segun el método de reduccion de DPPH se determiné
siguiendo las recomendaciones sugeridas por Chen et al. (2005). Se realiz6 una
disolucién del DPPH utilizando etanol 96° (0,1 mM). Se adicioné 100 pl de la muestra a
900 pl de la solucion de DPPH, se incubo en la oscuridad durante 30 min y se midi6 la
absorbancia a 515 nm. La curva estandar se realiz6 con acido ascorbico (0,06-1 mM) y
los resultados se expresaron en mg equivalentes a acido ascorbico por 100 g de PS (mg
EAA/100 g PS).
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O,N OH o
OH H
. A N—N NO, +
2 N—N NO, - “ @
N
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DPPH (violeta) DPPH-H (amarillo)
Fuente: Ocampo et al. (2015).

Figura 21: Mecanismo de la capacidad captadora de radicales de los compuestos fenélicos.
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-Capacidad antioxidante segun el método CUPRAC

El ensayo CUPRAC se basa en una reaccion de TE (Shahidi & Zhong, 2015). El método
mide el poder reductor de los antioxidantes para convertir los iones cuprico (Cu?*) en
cuproso (Cu*). La neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) es el ligando empleado en
este ensayo, utilizado para facilitar la medicion de la absorbancia. EI complejo de
Cu?/neocuproina se puede reducir con antioxidantes a Cu*/neocuproina, este

cromoforo exhibe un maximo de absorcion a 450 nm (Fig. 22) (Apak et al., 2008).

El CUPRAC es un ensayo que determina la reduccién del cobre como una variante del
ensayo FRAP, el cual utiliza hierro (Shahidi & Zhong, 2015). La ventaja es que el cobre,
ya sea en los complejos fenantrolina o libre, tiene un potencial redox menor que el hierro,
esto hace que sus reacciones sean mas selectivas. Logrando que los azlcares y acidos
citricos, que actian como interferentes en el ensayo FRAP, no se oxidan con el reactivo
utilizado para CUPRAC (Prior et al., 2005).

Se evaluo la capacidad antioxidante de los extractos siguiendo las recomendaciones de
Gouda & Amin (2010) con algunas modificaciones. Se prepar6 una mezcla de reaccion
con 400 ul de neocuproina (5 mM en etanol), 600 pl de buffer acetato de sodio (50 mM,;
pH 6) y 200 ul de solucién de cloruro cuprico (10 mM). Se adicioné 100 pl de muestra a
900 pl de la mezcla de reaccioén, se incubd en la oscuridad durante 1 h y se midio la
absorbancia a 450 nm. Se realizaron curvas estandares con &cido ascérbico como

agente reductor (0,06-1 mM). Los resultados se expresaron como mg EAA/100 g PS.

|Cu(11)(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)|** |Cu(l)(2,9-dimetil-1,10-fenantrolina)|*
Fuente: Ozyiirek et al. (2011).

Figura 22: Reaccion del método CUPRAC.

3.3 Andlisis microbiolégico de los productos fermentados

Se realiz6 un analisis microbiol6gico de los productos obtenidos al final del proceso de
fermentacion. Se efectu6 una dilucion 1/10 de las muestras con agua peptonada (0,1%

m/v) (Biokar, Beauvais, Francia) en bolsas estériles (Whirl-Pak®, Madison, EE. UU.) y

86



Metodologia

luego, se homogenizaron en un homogeneizador de paletas (Serviref, Argentina)
durante 1 min. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas con agua peptona
estéril (0,1% m/v) mediante el método de dilucién en gota. El recuento de BAL se realizd
en agar MRS suplementado con acido nalidixico (20 pg/ml) y nistatina (10 pg/ml), como
inhibidores de bacterias Gram negativas y hongos/levaduras, respectivamente. La
siembra se realizé en profundidad y las placas se incubaron durante 48 h a 30 °C. El
recuento de aerobios totales se realizé en medio PCA (por su sigla en inglés Plate Count
Agar) (Biokar, Beauvais, Francia) mediante siembra en profundidad y las placas se
incubaron durante 48 h a 30 °C. Se utilizé agar Sabouraud con cloranfenicol (Biokar,
Beauvais, Francia) para el recuento de hongos y levaduras; se realizé la siembra en
superficie y las placas se incubaron durante 5 dias a 25 °C. Por dltimo, la determinacion
de coliformes totales se realiz6 en agar violeta rojo bilis lactosa (VRBL) (Biokar,
Beauvais, Francia) mediante la siembra en doble capa, las placas se incubaron durante
24 h a 30 °C. Los ensayos se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron
como log UFC/g.

3.4 Andlisis sensorial de los productos fermentados

Se realizaron pruebas de aceptacion de los productos fermentados siguiendo la
metodologia propuesta por Roberts & Kidd (2005) con algunas modificaciones. El
analisis se efectud en el Departamento de Industrias de la Universidad de Buenos Aires.
Previamente al analisis sensorial, los productos fermentados se conservaron durante 7
dias a5 °C, periodo en el que se realiz6 el andlisis microbiol6gico anteriormente descrito
para establecer la seguridad de estos. El panel de evaluadores se conformé por 70
personas, los mismos eran estudiantes, profesores, investigadores y personal, todos
mayores de 18 afios de edad. Los panelistas recibieron tres muestras, identificadas con
un cddigo de dos digitos, que presentaban 5 g de cada producto fermentado (AKU, RBU
y RCU). Las muestras se exhibieron en pequefios recipientes plasticos transparentes
con tapa y se sirvieron a temperatura ambiente (22 °C aprox.). Entre cada degustacion,
los jurados debieron limpiarse el paladar consumiendo un trozo de galletita sin sal y
bebiendo un sorbo de agua. Se les solicitd a los jurados que calificaran la aceptabilidad

general (olor y sabor) utilizando una escala hedonica de 7 puntos:
1.Me disgusta mucho

2.Me disgusta

3.Me disgusta levemente

4.Ni me gusta ni me disgusta
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5.Me gusta leve
6.Me gusta

7.Me gusta mucho

Ademas, el panel calificé los atributos “salado” y “acidez” de los productos mediante la

utilizacion de escala de punto ideal o Just-About-Right (JAR) de 5 puntos:
1.Muy débil

2.Débil

3.Justo

4.Fuerte

5.Muy fuerte

A continuacion, se encuentra el enlace del formulario que completaron los panelistas
https://docs.google.com/forms/d/e/1FAIpOLSdrInuN7w8rcPKcnxpsroe6odLv3aMnldki
YFEBhxOrzCW2-8g/viewform?usp=sf link

3.5 Andlisis de textura de los productos fermentados

El andlisis de la textura de los productos fermentados se determiné en dos periodos, al
finalizar la fermentacion y luego de dos meses de almacenamiento a 5 °C. Se realizé un
ensayo de retroextrusion mediante el uso de una magquina Universal de Testeo
INSTRON (Modelo 3345, Instron Corp., Canton, MA, EE. UU.), utilizando una carga de
5.000 Newton (N) y equipado con vastago que en su extremo presentaba un cabezal
circular de 35,70 mm de diametro (Fig. 23). Las determinaciones se realizaron, al menos
por quintuplicado. Se coloc6 25 g de muestra en un vaso de acrilico de 40,05 mm de
diametro, el material se empaqueté con una varilla metalica a medida que se colocaba
en el recipiente, resultando en una altura inicial (ho) de 30,0 mm. El espacio libre (gap)
entre las paredes del vaso y el cabezal circular fue de 2,17 mm. El cabezal comprimié
la muestra a una velocidad de 0,5 mm/s y se detuvo al alcanzar el 55% de compresion.
Se registro la fuerza de deformacién (N) en funcién de la extensiéon del cabezal (mm).

Esta Gltima, se convirtié a deformacion utilizando el valor de ho segun:

Extensién (mm)

Deformacion:
f hy(mm)
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Mediante los valores de fuerza en funcion de la deformacion, se determiné la fuerza de

extrusion maxima. A partir de esta Ultima, se calcul6 la firmeza como:

Fuerza de extrusion max (N)

Firmeza =

Deformacion

Figura 23: Analisis de la textura de los productos fermentados mediante un texturometro
Universal de Testeo INSTRON equipado con un vastago de cabezal circular.

Por dUltimo, se obtuvo el porcentaje de ablandamiento durante el tiempo de
almacenamiento de los productos a partir de la ecuacion propuesta de Nugrahedi et al.
(2016):

) Fuerza maxima Tn
Ablandamiento (%) = [1 - ( — )] X 100
Fuerza maxima T,

3.6 Propiedades fisicoquimicas de los productos fermentados

Las siguientes determinaciones se realizaron durante dos periodos: al finalizar la
fermentacion T, (tiempo de almacenamiento inicial) y luego de 2 meses de

almacenamiento a 5 °C (Ty).

3.6.1 Acidez titulable
La acidez se determind mediante el método de titulacion potenciométrico (Neilsen,
1998). Se homogenizo 10 g del producto fermentado con una procesadora (300 rpm)
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durante 2 min y se complet6 el volumen a 100 ml con AD. Posteriormente, se agregaron
3 gotas del indicador correspondiente y se realiz6 una titulacion con NaOH (0,1N) hasta
alcanzar un pH de 8,10-8,20 en cada muestra. Las soluciones indicadoras utilizadas
dependieron del alimento a evaluar: fenolftaleina (1% m/v) (Biopack, Buenos Aires,
Argentina) para RBU y AKU y azul de bromotimol (1% m/v en etanol) (Biopack, Buenos
Aires, Argentina) para RCU. Si bien, la acidez se determiné por medicién
potenciométrica, se adicionaron las soluciones indicadoras para identificar el cambio de
color preciso en cada alimento. El porcentaje de acidez titulable (expresada en gramos
de &cido lactico en 100 g de muestra) se calculé mediante la siguiente férmula (Khanna,
2019):

_mlNaOH x 0,1 N NaOH X factor mEq ac. lactico

x 100
muestra (g)

. YGac.lactico
% Acidez ( )
100 Imuestra

3.6.2 Determinacién pH, °Brix y actividad de agua

El pH de los alimentos fermentados se determind directamente utilizando un pH-metro
(Adwa Ad 1030, Szeged, Hungria). Los sdlidos solubles totales, expresados en °Brix, se
determinaron tomando una lectura directa de una gota de la muestra homogeneizada
en un refractdmetro Optico portable (Westover RHB-32ATC, Washington, EE. UU.) con
un error de 0,2 °Brix. Por ultimo, la actividad de agua (aw) se determin6 en 1 g de muestra
homogenizada, utilizando un sensor higrométrico de punto de rocio (AQUA LAB S3,
Pullman, EE. UU.). Se realizé una curva de calibracién con tres soluciones saturadas de
K2S04, KNO3 y KCI.

3.7 Reto microbiano

3.7.1 Zygosaccharomyces bailii NRRL-7256

Se determind la viabilidad de la cepa Zygosaccharomyces bailii (NRRL-7256) en los
productos RCU, luego de finalizar el periodo de fermentacion. Para la preparacion del
indculo de Z. bailii se sembr6é una alicuota en 10 ml de caldo Sabouraud (Biokar,
Beauvais, Francia) y se incub6 a 25 °C durante 24 h. Luego, se centrifugd a 7.000 rpm
a 25 °C durante 15 min y se eliminé el sobrenadante. El pellet se resuspendié con agua
peptona (0,1% m/v) (Biokar, Beauvais, Francia) y se ajust6 a 0,50 unidades McFarland,
utilizando un turbidimetro McFarland (Densichek®, Carolina del Norte, EE. UU.). Esta

turbidez es equivalente a aproximadamente a 10° UFC/ml.
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Posteriormente, se prepararon soluciones concentradas de natamicina (112,5 ppm y
225 ppm) (Handary, Bélgica) utilizando AD estéril con el pH ajustado a 3,70 con acido
lactico. Estas soluciones se esterilizaron a 100 °C durante 10 min (bafio Maria) y luego,

se dejaron en agitacion durante 18 h a temperatura ambiente.

El material fermentado se dividié en cuatro bolsas estériles (Whirl-Pak®, Wisconsin, EE.
UU.): muestra de control (C) y tres sistemas diferentes (S1, S2 y S3) inoculados con la

cepa Z. bailii:

-C: 75 g del alimento fermentado, 2 ml de agua peptonada (0,1% m/v) y 5 ml de AD
estéril (pH = 3,70).

-S1: 75 g del material fermentado suplementado con 2 ml de inéculo de Z. bailii (0,50
unidades McFarland) y 5 ml de AD estéril (pH = 3,70).

-S2: 75 g del producto fermentado suplementado con 2 ml de inéculo de Z. bailii (0,50
unidades McFarland) y 5 ml de la solucién de natamicina 112,5 ppm (concentracion final
7 ppm) (Natap®, Bruselas, Bélgica).

-S3: 75 g del material fermentado suplementado con 2 ml de inéculo de Z. bailii (0,50
unidades McFarland) y 5 ml de la solucién de natamicina 225 ppm (concentracién final

15 ppm).

Luego, las bolsas se colocaron en un homogeneizador de paletas (Serviref, Buenos
Aires, Argentina) durante 1 min. El contenido de cada bolsa se dividié en 15 frascos (5
g c/u), los mismos se incubaron a 5 °C durante 50 dias. A los dias 0, 7, 14, 21, 28 y 50
se realizaron recuentos de levaduras y de BAL, siguiendo la metodologia mencionada
en “3.3 Analisis microbioldgico de los productos fermentados”. El ensayo se realizd por

triplicado.

3.7.2 Listeria monocytogenes Scott A y Escherichia coli ATCC 35218

Se evalud la viabilidad de L. monocytogenes Scott A y E. coli ATCC 35218 como
subrogante de las cepas patégenas durante el proceso de fermentacion del RCU, de
forma individual. Una alicuota de cada una cepa se adicion6 a 2 ml caldo TS y se
incubaron durante 24 h a 37 °C. Luego, los cultivos se centrifugaron a 7.000 rpm a 25
°C durante 15 min y se elimin6é el sobrenadante. El pellet se resuspendié en igual

volumen de agua peptonada (0,1% m/v) y se reservé para la inoculaciéon de la matriz.

Luego se preparé una matriz de RCU siguiendo el mismo procedimiento descrito en
“3.2.3 Modelos combinados, brasicaceas y U. pinnatifida”. Al inicio de la fermentacion,

la matriz se inoculé con el cultivo inicial mixto de Leuconostoc spp. (10° UFC/g). Luego,
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se realizaron dos sistemas y un control: S1 y S2, los cuales se inocularon con E. coli
ATCC 35218 (10* UFC/g) y L. monocytogenes Scott A (10* UFC/g), respectivamente.
Se ferment6 durante 20 dias a 18 °C; sin embargo, al tercer dia todos los sistemas (S1
y S2) y el control se inocularon con el segundo cultivo iniciador de Lactiplantibacillus
spp. (10° UFC/g), siguiendo las mismas instrucciones descritas anteriormente para la

fermentacion controlada de RCU. El ensayo se realizé por triplicado.

Durante el proceso de fermentacion se monitoreo el pH y la acidez titulable en el control,
siguiendo la misma metodologia mencionada en “3.6 Propiedades fisicoquimicas de los
productos fermentados”. Por otro lado, se realiz6 el recuento de levaduras, coliformes
totales, aerobios totales, BAL en el control siguiendo la metodologia mencionada en “3.3
Analisis microbiolégico de los productos fermentados”. Mientras que, se determind el
recuento E. coliy L. monocytogenes Scott A, en los sistemas S1y S2, respectivamente;
ademas del monitoreo de BAL. La determinacion de E. coli se realiz6 en agar Levine
E.M.B (con Eosina y Azul de Metileno) (Britania, Buenos Aires, Argentina) mediante la
siembra en superficie, las placas se incubaron durante 24 h a 37 °C. La determinacién
de Listeria se determin6é en agar Palcam (Biokar, Beauvais, Francia) realizando una

siembra en superficie, las placas se incubaron durante 48 h a 37 °C.

3.8 Contenido total de fenoles y capacidad antioxidante del RCU almacenado

El alimento fermentado se envasé en frascos de vidrio de 250 ml con tapa metalica,
previo a su almacenamiento. Se determiné el CTF y la capacidad antioxidante del RCU
al finalizar el periodo de almacenamiento, 50 dias a 5 °C. Los extractos acuoso y
metandlico se realizaron segun lo mencionado en “3.2.8 Preparacion de los extractos”.
Luego, el CTF y la capacidad antioxidante de los extractos se determinaron segun lo

descrito en “3.2.9 Contenido total de fenoles (CTF)” y “3.2.10 capacidad antioxidante”.

3.9 Analisis estadistico

Las determinaciones cualitativas se realizaron por duplicado, mientras que, los ensayos
cuantitativos se llevaron a cabo por triplicado, salvo que se mencione lo contrario. Los
datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de uno y dos factores con un
nivel de significancia (a) de 0,05. El ANOVA de un factor se realizé para evaluar el efecto
del tiempo y tipo de vegetal sobre las BAL, pH, CTF, DPPH y CUPRAC. El ANOVA de
dos factores se utiliz6 sobre las variables CTF, DPPH y CUPRAC para evaluar la
existencia de efectos del tipo de fermentacion, el tiempo y su interaccion, particionando

por el tipo de extracto y vegetal. Las diferencias significativas entre las medias se
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determinaron mediante la prueba de Tukey (p<0,05). El software estadistico InfoStat se

utilizé para el analisis estadistico.
En el caso del andlisis sensorial se realiz6 un analisis estadistico especifico:

En primer lugar, se determiné el promedio de las puntuaciones de aceptabilidad de cada
atributo (acidez y salado), en forma independiente para cada producto fermentado (AKU,
RBU, RCU). Se estim¢ el indice de aceptacion de cada producto, mediante el porcentaje
de panelistas que evaluaron con una puntuacién =5 en la escala heddnica cada atributo.
Luego, a partir de los datos obtenidos de la escala JAR, se calcul6 el porcentaje de
panelistas que seleccionaron los diferentes niveles en dicha escala para cada atributo
(salado y acidez), reduciendo la escala de 5 a 3 puntos: “demasiado débil”
(puntuacion=1 y 2) “JAR” (puntuacion=3), y “demasiado fuerte” (puntuacion= 4 y 5)
siguiendo las recomendaciones de (Li et al.,, 2014). Se realiz6 un ANOVA para
determinar diferencias significativas y una prueba de Tukey para evaluar las diferencias

entre las medias (a < 0,05).

Por otro lado, se realizé un andlisis de penalizacion para identificar disminuciones en la
aceptabilidad global del producto asociadas con los atributos sensoriales que no se
encuentran en niveles 6ptimos (Iserliyska et al., 2017). Este andlisis se realiz6 para cada
producto (AKU, RBU y RCU) y atributo (salado y acidez), de forma independiente. Los
consumidores se dividieron en tres grupos segun la respuesta dada a cada atributo JAR
(es decir, “demasiado débil/ débil” (puntuacion 1y 2), “justo” (puntuacion 3) y “fuerte/
demasiado fuerte” (puntuacién 4 y 5)). Se calculd el porcentaje de consumidores en
cada una de las 3 categorias y se estimaron las puntuaciones medias correspondientes
de aceptacion global en cada grupo: “demasiado débil” (Mad), JAR (Mjar), “demasiado

fuerte” Mq.. Luego, las penalizaciones se calcularon de la siguiente manera:

Penalizacion dd = Mjsgp — Mgq

Penalizacion df = Mjagr — Mgy

Por ultimo, se determind la desviacibn de cada observacion de JAR para los dos
atributos valorados (salado y acidez) siguiendo la metodologia propuesta por (Gacula et
al. (2007). Durante este andlisis se generaron dos conjuntos de datos, un grupo de

valores que se encuentran por debajo de la categoria JAR y otro que comprende las
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puntuaciones por encima de la misma. Se realiz6 un ANOVA bidireccional en cada

conjunto de datos para separar los productos en grupos significativos (a < 0,05).
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Resultados y Discusion

4.1 Protocolo de aislamiento y seleccion de BAL

Se realizd el aislamiento y seleccion de BAL autdctonas a partir de fermentaciones

espontaneas de Brassica, respetando el siguiente protocolo (Fig. 24):

Vegetales \b'd )

fermentados
espontaneamente

h 4

Aislamiento durante
el proceso de
fermentacién

Catalasa positiva y
Gram negativos

Catalasa negativa y
Gram positivos

pEscARTAR €9 r : N\

Preseleccién aleatoria

| ./

( A o
ENSAYOS S
TECNOLOGICOS | °

< J
A4
'Y N
ToleranciaapH 3,5y
3% de NaCl
- J

i

Tolerancia al N
ac. galico, 4c. tanico Actividad pectinasa Actividad tanasa
y fenol*

Produccién de
exopolisacaridos

$

DESCARTAR 8 SELECCIONAR

Figura 24: Esquema general del aislamiento y estudio de las propiedades tecnoldgicas de las
cepas. ‘La tolerancia a fenol no fue una condicién sine qua non para el grupo de BAL
heterofermentativas estrictas debido a su elevada sensibilidad.
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4.2 Parametro de fermentacion

El recuento de BAL y el pH se utilizaron para monitorear la evolucion del proceso de
fermentacion. En la fermentacion espontanea de AK, RB y RC se observé la misma
tendencia, un incremento de la poblacién de BAL acompafiado de un descenso de pH
durante la etapa inicial del proceso (Fig. 25a-c). Mientras que, en la matriz de PC las
BAL no se desarrollaron favorablemente y como consecuencia el pH no descendio; este
ensayo se finalizé con anterioridad (10 dias) por la presencia de microorganismos
deteriorantes (mohos y levaduras) (Fig. 25d). EI PC contiene una menor proporcion de
carbohidratos (2,18 g/100 g) que los otros vegetales Brassica utilizados (AK: 3,23 g/100
g; RB: 5,8 g/100 g; RC: 7,37 g/100 g) (USDA, 2019), razén por la cual pudo afectar el

desarrollo de las BAL.

En la matriz inicial de los cuatro vegetales se observé un pH similar, entre 6,0 a 6,5. Las
fermentaciones espontaneas de AK y RC exhibieron una disminucién similar en el pH.
En ambos, los valores mas bajos se observaron en el dia 4 y se mantuvieron estables
durante 30 dias (Figs. 25a y 25c). EI RB no exhibié una disminucién brusca del pH
durante el inicio de la fermentacion, sin embargo, a los 10 dias acanzé valores de
3,71+0,04, inferiores que los obtenidos en AK (4,13+0,08) y RC (3,99+0,01) (Figs. 25b
vs 25ay 25c).

Se determiné una poblacion de BAL inicial similar entre los cuatro vegetales (2,1-2,5 log
UFC/g). Estos valores son similares a los reportados previamente (Beganovi¢ et al.,
2014, Di Cagno et al., 2013). A excepcion del PC, las demés brasicaceas exhibieron su
méaximo recuento de BAL entre los dias 4 y 5 del proceso espontaneo. Luego, la
poblacion de BAL comenz6 a descender paulatinamente hasta el dia 30, alcanzando
valores comprendidos entre 5-6 log UFC/g en todos los vegetales, a excepcion del PC
donde se mantuvo al nivel inoculado (Fig. 25). Es escasa la bibliografia cientifica
encontrada sobre el procesameinto de esta especie; Harbaum et al. (2008) recomiendan
realizar un secado de las hojas al sol durante 2 dia para reducir el contenido de agua un
50% previo a la fermentacién. Mediante este tratamiento se incrementaria la
concentracion de carbhidratos y nutrientes disponibles en matriz y modificaria

posiblemente la evolucion de la fermentacion.
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Figura 25: Recuento total de BAL (-) y monitoreo de pH (---) en los vegetales Brassica, durante
la fermentacion espontanea de AK (a), RB (b), RC (c¢) y pak choi (d). Cada valor es la media +
desviacién estandar de dos mediciones.

4.3 Obtencion de cepas de BAL

Se aislaron 435 cepas durante el proceso de fermentacion espontanea a partir de los
cuatro vegetales utilizados. Los mayores porcentajes de los aislamientos se obtuvieron
con MRSV (41,4%) y MRS (40,3%), este es uno de los medios mas utilizados para el
aislamiento de BAL, principalmente del género Lactiplantibacillus (DeMan et al., 1972).
El MRSV exhibié un porcentaje similar de aislamiento que el MRS, la “insensibilidad” de
algunos géneros y especies de BAL a la vancomicina es considerada una resistencia
intrinseca (natural). Muchas especies pertenecientes a los géneros Lactobacillus
(antigua clasificacion) y Leuconostoc exhiben esta resistencia como consecuencia de la
ausencia del dipéptido D-alanina-D-alanina, que en estos microorganismos se sustituye
de forma natural por D-alanina-D-lactato (Elisha & Courvalin, 1995). Mientras que, los
menores porcentajes de aislamientos se obtuvieron con BE (14,19%) y MRSNacCl
(4,12%). En general, la gran mayoria de las BAL logran tolerar las variaciones de la
presion osmotica y se adaptan a los cambios de la concentracion de solutos en el medio,
sin embargo, el menor porcentaje de BAL se aisl6 con MRSNaCl (8% NacCl). Balatsouras
(1985) determiné que una concentracion de NaCl al 6% produce una inhibicién del
33,3% de las cepas mientras que, al 8% (NaCl) s6lo sobreviven un 10% de las mismas,
considerandose esta concentracion el limite superior para el crecimiento de BAL. Por
otro lado, el medio BE es recomendado para el aislamiento e identificacion presuntiva

de estreptococos del grupo D (Lindell & Quinn, 1975); los cuales, no se encuentran
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dentro de los principales géneros aislados a partir de frutas y vegetales fermentados

espontaneamente (Di Cagno et al., 2013).

El aspecto de las colonias en los medios de cultivos se observé muy diverso, algunas
de color blanco intenso, convexas y opacas, otras de color crema, planas y muy
brillantes (Fig. 26).

Figura 26: Morfologia de las colonias de BAL en agar MRS.

4.3.1 Identificacion presuntiva de los aislamientos

Las 435 cepas obtenidas de diferentes medios se purificaron mediante sucesivos
repiques y se sometieron a una identificacion presuntiva. Se conservaron 407 cepas por
duplicado y se descartaron 28 microorganismos que resultaron Gram negativos/catalasa
positiva/oxidasa positiva. Del total de cepas conservadas (407), 130, 110, 98 y 69 se
aislaron de AK, RC, RB y PC, respectivamente. Se observé un menor numero de BAL
asiladas desde PC, ya que este finaliz6 con anterioridad por la presencia de

microorganismos deteriorantes (mohos y levaduras).

La tincién de Gram permitié determinar la morfologia celular de las cepas aisladas. En
mayor proporcion se observé bacilos rectos, en parejas y/o en cadenas cortas o largas,
algunos mostraron morfologia de coco-bacilos, otros bacilos largos de pequefio grosor;
y en el menor porcentaje, bacilos con una ligera curvatura. Simultaneamente, se
determiné que la morfologia de los microorganismos acompafié las etapas de
fermentacion, observando los primeros dias bacterias con forma de coco y/o coco-
bacilos mientras que, en las etapas intermedias y finales presentaban estructuras de

bacilos caracteristicos.

Se realizé una preseleccion aleatoria y manual de 120 cepas, provenientes de los cuatro
vegetales fermentados abarcando todas las etapas de fermentacion (Fig. 27). Se obtuvo
un mayor porcentaje de cepas seleccionadas entre el dia 1y 5 (Fig. 27a), ya que durante
este periodo se alcanzé una mayor poblacion de BAL en todos los vegetales estudiados,
excepto en PC (Fig. 25). Las BAL seleccionadas abarcaron todos los dias de muestreos
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(1-5; 10, 15, 20, 25, 30) discriminado por cada vegetal fermentado, excepto para PC

donde el ensayo finaliz6 con anterioridad.
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Figura 27: Porcentaje de cepas seleccionadas aleatoriamente, a) en los distintos periodos de
fermentacion y b) por cada matriz vegetal fermentada espontaneamente (AK, RB, RC, PC).

Los resultados de produccién de CO, a partir de glucosa permitieron establecer dos
grandes grupos, discriminando el tipo de metabolismo como homofermentativo y
heterofermetativo, con 70 y 50 cepas respectivamente. Generalmente, la produccion de
chucrut se basa en un proceso microbiano secuencial que involucra BAL hetero y
homofermentativas, como Leuconostoc spp. y Wissella spp. en la etapa temprana y
Lactobacillus spp. (antigua clasificacién), Lactococcus lactis y Pediococcus spp. en las

fases posteriores (Di Cagno et al., 2016).

4.4 Estudio de las propiedades tecnoldgicas.

4.4.1 Evaluacion de la viabilidad

La concentracion de sal y pH son factores criticos en el desarrollo de la fermentacion de
vegetales. El NaCl induce la plasmodlisis en las células vegetales, liberando sales
minerales y nutrientes de la vacuola al medio externo, creando condiciones anaerébicas
para el desarrollo adecuado de las BAL. Luego, el pH influye en la conservaciéon y
desarrollo del aroma y sabor de muchas frutas y verduras fermentadas como repollo,
aceitunas, etc. (Muyanja et al., 2003; Rao et al., 2004). En este trabajo, se evalud la
tolerancia de las cepas frente a las condiciones imperantes durante la fermentacion: pH
3,5y 3,0% de NaCl. Los resultados cualitativos mostraron que el 75% de las cepas
(90/120) presentaron tolerancia al NaCl (3,0%, m/v) y pH 3,5 de forma conjunta (Fig.
28). Las BAL presentan ventajas sobre otras especies menos tolerantes, permitiéndole
su proliferaciéon y la produccién de acido lactico durante las primeras etapas de la

fermentacion, y consecuentemente la inhibicion del crecimiento de organismos no

100



Resultados y Discusion

deseables. Entre las cepas tolerantes (90), 58 y 32 presentaron un metabolismo
homofermentativos y heterofermentativas, respectivamente. Las condiciones impuestas
en este ensayo inhibieron en mayor proporcion el grupo de cepas heterofermentativas
(32/50) que a las homofermentativas (58/70). Entre las BAL heterofermentativas
estrictas, se encuentra el género Leuconostoc sp., el cual se caracteriza por su
sensibilidad a los 4cidos y su crecimiento se ve inhibido notablemente por un pH inferior
a 5,0 (Endo et al., 2020). No obstante, para compensar esta deficiencia, se sugiere
seleccionar cepas con resistencia a la acidez, mejorando de esta forma la utilidad de la

cepa como iniciador (Pefias et al., 2010).
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Figura 28: Propiedades tecnoldgicas evaluadas a la preseleccién de BAL: nimeros de cepas
que presentaron resultados positivos para cada ensayo realizado.

Los siguientes ensayos se realizaron con la preseleccion de 90 cepas de BAL.

4.4.2 Produccion de EPS

Actualmente, existe un mayor interés en la produccion de EPS por medio de las BAL
involucradas en la fermentacién de frutas y vegetales, ya que generan efectos positivos
sobre las caracteristicas sensoriales del alimento y la salud del consumidor. Los EPS
provocan cambios reolégicos en las matrices vegetales, modificando tanto la viscosidad
como la textura, mejorando la palatabilidad del alimento (Guérin et al., 2020). Ademas,
los EPS tienen una variedad de efectos que promueven la salud, como la reduccion del
colesterol, antitumorales, inmunomoduladores, propiedades antioxidantes, etc. (Chen &
Hang, 2019). Por lo tanto, la eleccién de cultivos iniciadores productores de EPS ofrece
varias ventajas sobre los que no producen. En este estudio, se detecto la produccién de
EPS en forma cualitativa en 74/90 cepas (Fig. 28), las cuales exhibieron una coloracion
negra en el medio suplementado con rojo Congo (Fig. 29). En la produccion de EPS, los
géneros de BAL mas representativos son Streptoccocus, Lactiplantibacillus,

Leuconostoc y Pediococcus (Patel & Prajapati, 2013).
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Figura 29: Cepas de BAL productoras de EPS en agar BHI suplementado con rojo Congo.

4.4.3 Tolerancia a distintos compuestos fendlicos

Se determiné el efecto del 4cido tanico, acido galico y fenol, de forma individual, sobre
el crecimiento de las cepas (90). La tolerancia de las BAL se observé variable frente a
los distintos compuestos, 80, 75y 73 cepas presentaron tolerancia al acido galico, acido
tanico y fenol, respectivamente (Fig. 28). Se observo que las cepas heterofermentativas
presentaron mayor sensibilidad al fenol (17/73) que las homofermentativas (56/73). Las
especies heterofermentativas estrictas como los Leuconostoc sp. son predominantes en
las primeras etapas del proceso, luego la poblacién disminuye a medida que avanza la
fermentacion y los Lactiplantibacillus sp. aumentan notablemente en las siguientes
etapas (Di Cagno et al., 2013). Este comportamiento se puede atribuir a la baja
resistencia que exhiben las especies heterofermentativas (ej. Leuconostoc) frente a los
compuestos fendlicos, ya que estos ha valores de pH bajos incrementan su actividad
antimicrobiana. Algunas especies de BAL, tales como L. brevis, L. fermentum y L.
plantarum metabolizan los &cidos fendlicos por descarboxilacién y/o reduccion; siendo
este el principal mecanismo utilizado para la desintoxicacion de compuestos nocivos
encontrados en sustratos de plantas (Rodriguez et al., 2009). Sin embargo, la tolerancia
de las BAL a los &cidos fendlicos y su capacidad para metabolizarlos no solo es
dependiente de la especie, sino también de la cepa (Cuevas et al., 2010). La
biotransformacion de los compuestos fendlicos es uno de los metabolismos mas
relevantes de las BAL durante la fermentacion de vegetales. Bajas concentraciones de
polifenoles estimulan el crecimiento de las BAL mientras que, concentraciones elevadas
afectan la viabilidad y retardan el metabolismo de los carbohidratos (Rodriguez et al.,
2009). Por este motivo, es recomendable que las cepas de BAL seleccionadas para
conformar los inéculos iniciales en matrices vegetales toleren altas concentraciones de
fenoles, para poder alcanzar un desarrollo y actividad optima durante el proceso de
fermentacion. Diferentes especies prevalentes en matrices vegetales han desarrollado
el metabolismo de los polifenoles como un mecanismo de detoxificacion y
mantenimiento del balance energético, alcanzando una alta tolerancia a estos

compuestos (Rodriguez et al., 2009). El metabolismo de los polifenoles cumple una
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funcion bioldgica para las BAL, pero sus efectos en el consumidor dependen de los
productos obtenidos mediante el metabolismo microbiano. La biodisponibilidad de
polifenoles producen efectos beneficios sobre la salud del consumidor, ya que exhiben
actividad antioxidante e inmunomodulante (Shahidi & JuDong, 2018), propiedades

esperadas de un alimento funcional.

4.4.4 Actividad pectinasa

La actividad pectinasa se exhibié en 71/90 cepas usando el ensayo en placa con una
tincion posterior de rojo Congo (Figs. 28 y 30). La hidrdlisis de la pectina se identificd
por la presencia de zonas claras alrededor de las colonias, como consecuencia de la
interaccion del rojo Congo con las unidades (1—4)-B-D-glucanos, (1—4)-B-D-xilano y
(1—4)-a D-poligalactopironosil acido urénico (Vidhyasagar et al., 2013).

Figura 30: Actividad pectinasa de las BAL. 1: cepa con actividad positiva, 2: cepa con actividad
pectinasa negativa.

La principal fuente de pectinasas industriales son los microorganismos, de los cuales, el
50% son originadas por hongos y levaduras y el 35% por bacterias; mientras que solo
el 15% es de origen vegetal y animal (Anisa & Girish, 2014). Estas enzimas contribuyen
al ablandamiento de los tejidos vegetales y permiten la liberacion de compuestos
nutritivos. Las pectinasas microbianas descomponen las pectinas presentes en los
tejidos vegetales en &cido galacturonico, provocando un aumento de las fuentes de
carbono (Chatterjee et al., 2016). Las enzimas extracelulares microbianas se
caracterizan por ser estables en un amplio rango de temperatura y pH (Garg et al.,
2016), generando como consecuencia una ventaja energética de estos
microorganismos para su desarrollo durante el proceso de fermentacion de los

alimentos.
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4.4.5 Actividad tanasa

Los taninos son polifenoles solubles en agua y pueden estar presentes en una variedad
de alimentos de origen vegetal. Estos compuestos tienen la capacidad de unirse a las
proteinas formando complejos no digeribles (Jiménez et al., 2014). Aungue los taninos
tienen efectos téxicos sobre varios organismos, algunas BAL son resistentes y tienen la
capacidad de degradarlos en compuestos mas sencillos, como el acido galico (Olivas-
Aguirre et al., 2015). En este estudio, 49 cepas exhibieron actividad tanasa mediante el
ensayo realizado en placa (Fig. 28). Estos microorganismos lograron fermentar la
glucosa, obtenida mediante la hidrélisis del &cido tanico, provocando un cambio de color
en el medio circundante a la colonia debido al descenso de pH (de violeta a amarillo)
(Fig. 31).

Figura 31: Método cualitativo de actividad tanasa de BAL. 1: cepa sin actividad; 2: cepa con
actividad positiva, el medio vira a amarillo por la fermentacion de la glucosa obtenida de la
hidrélisis del acido tanico.

Se han reportado distintas especies de BAL con actividad tanasa pertenecientes a los
géneros: Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Pediococcus y Oenococcus (Aguilar,
Rodriguez, Gutiérrez-Sanchez, Augur, et al., 2007). L. plantarum es una de las especies
mas frecuentemente aislada en productos vegetales fermentados y es productora de
tanasa, esta enzima se caracteriza por presentar el 50% de actividad entre 4 y 60 °C y
es estable en un rango de pH 4,5-8,0 (Jiménez et al., 2014); estos valores concuerdan

con las condiciones imperantes durante la fermentacion vegetal.

Si bien, la produccion de tanasa se aplica mayormente en la produccién de bebidas (te,
café, vinos) como agente clarificante, también se recomienda que esté presente en la
elaboracion de vegetales fermentados como el chucrut, kimchi, etc. (Aguilar et al., 2007).
La actividad tanasa bacteriana presente en la matriz vegetal consigue disminuir la
formacion de compuestos antinutricionales e incrementar la disponibilidad de

carbohidratos, favoreciendo el desarrollo de BAL durante el proceso de fermentacion.

Sobre la base del estudio de las propiedades tecnolégicas se obtuvieron 45 cepas que

exhibieron resultados positivos para el ensayo de viabilidad (NaCl 3%; pH 3,5),
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tolerancia a los polifenoles estudiados, produccion EPS, actividad pectinasa y tanasa.
Sin embargo, la tolerancia a fenol no fue una condicién sine qua non para el grupo de

BAL heterofermentativas debido a su sensibilidad ya mencionada.

4.5 Determinacion de factores de virulencia y/o rasgos negativos

Las BAL histéricamente se han utilizado en la elaboracion de distintos productos y por
ese motivo son consideradas inocuas para su incorporacion a alimentos y han recibido
el estatus de GRAS y QPS otorgado por la FDA y EFSA, respectivamente. Las BAL, a
excepcion de los enterococos, rara vez producen infecciones y ocurre cuando, la
inmunidad esta disminuida por alguna causa subyacente (Franz et al., 2010).
Actualmente, nuevas cepas destinadas a la biotecnologia de alimentos, tanto para
consumo humano como para el uso en animales, deben superar las pruebas de
seguridad propuestas por la FDA. Incluso cuando la uniformidad en los procedimientos
de pruebay los criterios clave de seguridad no se han establecido en todo el mundo, la
caracterizacion de seguridad de nuevas cepas generalmente se enfoca en las
caracteristicas tales como resistencia antibiética (transferible), hemdlisis, actividad

gelatinasa y produccién de aminas biogénicas (Ji et al., 2013).

4.5.1 Actividad gelatinasa y hemolitica
Las 45 cepas de BAL no mostraron actividad gelatinasa ni hemolitica; condicién sine

qua non para su utilizaciébn como starter en la industria alimentaria.

4.5.2 Produccion de aminas bidgenas

Las AB exdgenas derivan de la descarboxilacion bacteriana de los aminoacidos
correspondientes, a través de enzimas descarboxilasas, y pueden generar diferentes
reacciones en los consumidores. La histamina y la cadaverina se forman a partir de la
histidina y la lisina, mediante la actividad de la histidina descarboxilasa y la lisina
descarboxilasa, respectivamente; mientras que, la tirosina se convierte en tiramina por
la tirosina descarboxilasa (Silla Santos, 1996). En este estudio, se evalué de forma
cualitativa la produccién de histamina, cadaverina y tiramina por parte de las BAL
seleccionadas (Fig. 32). Se determind que las cepas no exhibieron produccion de

tiramina ni cadaverina, sin embargo, todas resultaron positivas para histamina.

Por lo general, las BAL producen AB para sobrevivir durante la fermentacion de
alimentos como queso, salchichas y vegetales fermentados (Barbieri et al., 2019). No
obstante, los resultados positivos para histamina no necesariamente implican que las
cepas de BAL exhiban este comportamiento en la matriz a fermentar, ya que existen

diferentes factores (NaCl, glucosa, temperatura, etc.) que condicionan la produccion de
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AB (Bover-Cid et al., 2014). Estudios previos han examinado el contenido de AB en
chucrut comercial y los resultados varian ampliamente, dependiendo de las condiciones
de fermentacién y el tratamiento posterior al proceso (pasteurizacion y esterilizacién).
En el futuro, se deberia evaluar la concentracion de histamina en los productos
fermentados para determinar su nivel de toxicidad. Recientemente, la EFSA (2011)
realizé una evaluacion cualitativa del riesgo de AB en alimentos fermentados en la Unidn
Europea, indicando las concentraciones que podrian inducir efectos adversos en los

consumidores.

Figura 32: Prueba de produccién de AB de las cepas seleccionadas. Colonias amarillas:
produccion negativa; colonia violeta: produccién positiva.

4.6 Segunda seleccién de las cepas

Se realiz6 una segunda seleccion de 15 cepas de BAL sobre la base de los resultados
obtenidos de las propiedades tecnoldgicas y la ausencia de factores de virulencia (a

excepcion de la produccién de histamina).

4.7 ldentificacidn molecular de las BAL seleccionadas

La identificacion genotipica de las cepas seleccionadas se realiz6 mediante la
amplificacién del gen que codifica para ARNr 16S y su posterior secuenciacion. La
identificacion de las secuencias se determiné mediante las herramientas BLAST y
SegMach de la base de datos GenBank y RDP, respectivamente. Se obtuvo que, de las
15 BAL, cuatro pertenecieron al género Leuconostoc: las cepas RCTw1.1 y AKTw35 se
identificaron como Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii; mientras que, RCTw13 y
RBTw100 mostraron similitud con Ln. mesenteroides ssp. dextranicum (Taba 8). Es
necesario sefialar que Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii ha sido aceptada como
nueva subespecie desde 2017, después del andlisis de su secuencia genOmica
completa, y actualmente la cepa DRC-1506 se encuentra comercializada a través de
Daesang Company, el propietario de la patente (Jeon et al., 2017). La cepa Ln.
mesenteroides ssp. jonggajibkimchii DRC-1506 se recomienda como starter en la

elaboracion de kimchi debido al desarrollo de propiedades sensoriales
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significativamente excelentes en comparacion con a la fermentacion espontanea. Por
otro lado, las 11 BAL restantes pertenecieron al género Lactiplantibacillus donde, una
(AKTw332), cuatro (RCTw106, AKTw180, RBTw256, AKTw335) y seis cepas
(RBTw102, AKTwlll, RCTw112, RBTw249, PCTw261 y PCTw270) se identificaron
como L. pentosus, L. plantarum y L. argentoratensis, respectivamente (Tabla 9). Entre
los principales géneros involucrados en la produccion de chucrut, se encuentra
Leuconostoc spp. en la fase temprana y Lactiplantibacillus spp. en las fases posteriores
(Di Cagno et al., 2016). Todas las secuencias se cargaron en la base de datos, en la

Tabla 9 se observan los nUmeros de acceso a GenBank asignado a cada una.

Tabla 9: Identificacion molecular de las 15 cepas de BAL seleccionadas.

Cepa ( glnof\gNr Taxones estrechamente Identidad N° acceso-
ID 9 16S) relacionados (%) GenBank

Leuconostoc mesenteroides
RCTw1.1 1219 ) o - 100 MT702992
ssp. jonggajibkimchii DRC-1506

Ln. mesenteroides ssp.
RCTw13 1293 100 MT178433
dextranicum NCFB-529

Ln. mesenteroides ssp.
AKTw35 1314 ) o . 100 MT178434
jonggajibkimchii DRC-1506

Ln mesenteroides ssp.
RBTw100 1254 100 MT178435
dextranicum NCFB-529

Lactiplantibacillus

RBTw102 1367 99,06 MT178436
argentoratensis DSM-16365
RCTw106 1248 L. plantarum NRRL-B-14768 98,45 MT178437
RCTwl1ll 1247 L. argentoratensis DSM-16365 97,11 MT178438
AKTw112 1266 L. argentoratensis DSM-16365 97,78 MT178439
AKTw180 1322 L. plantarum NRRL-B-14768 100 MT178440
RBTw249 1308 L. argentoratensis DSM-16365 97,70 MT178441
RBTw256 1341 L. plantarum NRRL-B-14768 99,85 MT178442
PCTw261 1366 L. argentoratensis DSM-16365 99,49 MT178443
PCTw270 1325 L. argentoratensis DSM-16365 98,19 MT178444
AKTw332 1319 L. pentosus JCM-1558 98,63 MT178445
AKTw335 1345 L. plantarum NRRL-B-14768 99,18 MT178446
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4.8 Caracterizacion tecnoldgica de las BAL seleccionadas

4.8.1 Prueba de antagonismo

Las cepas de BAL seleccionadas exhibieron compatibilidad entre si, ya que ninguna
logré inhibir el crecimiento de la otra. Esta condicién se debe cumplir entre las cepas
gue van a conformar los cultivos iniciadores, para garantizar su desarrollo durante el

proceso de fermentacion.

4.8.2 Produccion de bacteriocinas

En los ultimos afios, se ha explorado el potencial de las BAL como bioconservadoras
naturales en matrices vegetales, debido a la produccién de diversos metabolitos, entre
los cuales se encuentran las bacteriocinas. Estas se definen como péptidos
antimicrobianos de origen ribosomal que son secretados al medio extracelular y tienen
la capacidad de inhibir el crecimiento de otros microorganismos (Mokoena, 2017). Una
de las propiedades tecnol6gicas esperadas en un cultivo iniciador es la produccion de
este tipo de compuestos antimicrobianos (Blajman & Zarate, 2020). Se evalu6 la
actividad de los SLC de las cepas seleccionadas frente a diferentes microorganismos
blancos, tanto bacterias patégenas Gram positivas como negativas. Las cepas
pertenecientes al género Leuconostoc no exhibieron actividad frente a ninguna cepa
blanco evaluada. Mientras que, algunas de las cepas de Lactiplantibacillus solo
mostraron actividad frente a patégenos Gram positivos (Tabla 10). Las cepas L.
argentoratensis RBTw102, AKTw11l2 y RBTw249 exhibieron actividad frente a
diferentes cepas de L. monocytogenes y L. innocua. Mientras que, las cepas L.
plantarum RCTw106 y L. pentosus AKTw332 solo mostraron actividad frente a cepas de
L. monocytogenes. Luego, las cepas L. argentoratensis RBTw11ll, PCTw261 y
PCTw270, y L. plantarum RBTw256 y AKTw335 exhibieron solo actividad inhibitoria
frente a cepas de L. innocua. Por otro lado, ninguna de las BAL exhibi6 actividad frente
a las cepas St. aureus ssp. aureus ATCC 25923, E. feacalis ATCC 29212, Micrococcus
luteus ATCC 15307, Ps. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli ATCC 35218.

Los patégenos, tales como Listeria sp. y E. coli, pueden estar presentes en el vegetal
fresco o introducirse a la matriz a fermentar por transferencia cruzada, por ejemplo,
mediante la manipulacion del operario. Entre los patbgenos mencionados, la presencia
de L. monocytogenes en los alimentos es un tema que preocupa a la industria
alimentaria, ya que estos microorganismos se caracterizan por desarrollarse en
ambientes hostiles, donde valores de temperatura y pH bajos no afectan su desarrollo
(Sangeetha Mahadevaiah & Gopal, 2014). Por lo tanto, la seleccién de cepas con

actividad antilisteria incrementaria la inocuidad y/o seguridad del alimento fermentado.
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Tabla 10: Actividad de las BAL frente a cepas de L. monocytogenes y L. innocua.

(7] (7] (2] (2] *
(&) (&) (O] (O] ",‘\
= = c c ©
(&) (&) (O] (]
(o) (o) > > © = o
e e S o e © = o)
Cepas ) ) o= ) g g S
o o O < o (&) (&) o m
e S x S0 S * 2 2 20
€8 €3 g0 EY £ £ €0
. O . O . = o)) i . =
-1 0 ] — <C - — | —1 <C
. RCTw1.1 - - - - - - -
? RCTw13 - - - - - - -
g g
§ »  AKTw35 - - - - - - -
3 RBTW100 - - - - - - -
RBTw102 + d+ - - - d+ -
RCTw106 + - - - - - -
RCTw111 - - - - d+ - -
g AKTW112 d+ - - - + - -
§ AKTwW180 - - - - - - -
8  RBTW249 ; - + + + + ]
k RBTw256 - - - - + + i
=
‘g PCTw261 - - - - d+ d+ +
-
PCTw270 - - + - d+ d+ +
AKTw332 + + + + - - -
AKTwW335 - - - - + + -

+: halo < 15 mm, d: difuso.
*Las cepas fueron donadas por el Lic. Pablo Ledesma (Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco).
**Provienen del Laboratorio de Biotecnologia Bacteria-Universidad Nacional de la Patagonia San Juan Bosco.

4.8.3 Deteccidén molecular de las bacteriocinas

Se realiz6 la deteccidn de genes de bacteriocinas a las cepas que exhibieron actividad
antimicrobiana contra alguna bacteria blanco. Se realizé un andlisis de PCR utilizando
seis pares de cebadores especificos para genes de plantaricinas individuales, mas
frecuentemente encontrados en el género Lactiplantibacillus. Se determind que seis
cepas exhibieron todos los genes estudiados, pInA, pInC, pInN, pInJ, pInK'y pInEF (Tabla
11). Luego, las cepas PCTw261, AKTw332 y AKTw335 amplificaron todos los genes
pln, excepto pInJ. Mientras que, en la cepa RCTw106 no se detectd ninguno de los

genes evaluados, esto sugiere que puede producir alguna otra plantaricina diferente.
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Tabla 11: Deteccion de genes de plantaricina en cepas de Lactiplantibacillus spp. con actividad
antimicrobiana.

Cepas plnA pInC  pInN pind pInK pInEF
RBTw102 + + + + + +
RCTw106 - - - - - -
a RCTw11l + + + + + +
?} AKTw112 + + + + + +
% RBTw249 + + + + + +
'é; RBTw256 + + + + + +
igs. PCTw261 + + + - + +
i.% PCTw270 + + + + + +
AKTw332 + + + - + +
AKTw335 + + + - + +

+: presencia; -: ausencia

Las plantaricinas Ay C pertenecen al operon pInABCD, involucrado en la produccion de
bacteriocinas en L. plantarum (Omar et al., 2008). La plantaricina C pertenece a la gran
familia de péptidos antimicrobianos o lantibiéticos (clase I); su modo de accion se debe
a la interaccion con el lipido Il, precursor de la biosintesis de la pared celular
(Wiedemann et al., 2006), reconociendo diferentes sitios de la molécula y produciendo
la formacion de poros en la membrana. Mientras que, la plantaricina A es considerada
un intermedio evolutivo entre una ferormona y bacteriocina, ya que actla como un
péptido inductor y presenta actividad antimicrobina mediada por la formaciéon de una
estructura a-hélice fuertemente anfifilica (Pintos et al., 2011). En este trabajo se detectd
en nueve cepas la presencia de los genes plnA y pInC (Tabla 11). Omar et al. (2008)
evaluaron la presencia de pInA, pInB, pInC y pInD en cepas de L. plantarum aisladas de
diversos origenes y obtuvieron variabilidad en las detecciones, sin embargo, solo 1/28
cepas estudiadas amplificaron los cuatro genes. Mientras que, Portilla et al. (2016)
deterimanro la presencia del gen pInA en 2/6 cepas de L. plantarum aisladas de una

matriz lactea.

El gen pInN, localizado en el operon pInMNOP, se detectdé en 9/10 cepas estudiadas
(Tabla 11). Trabajos previos han reportado la presencia de este gen en cepas de L.
plantarum aislados de diversos origenes (Omar et al., 2008; Portilla et al., 2016). Esta
plataricina se puede clasificar en la subclase lla, ya que se sintetizan como precursores
con una secuencia lider N-terminal, conocida como secuencia lider del tipo “doble
glicina”, la cual es escindida por un transportador ABC y una proteina accesoria, durante

el proceso de secrecion al medio extracelular del péptido activo (Drider et al., 2006). La
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secuencia lider desempefia un doble papel, ya que actia como una sefial de
reconocimiento para su exportacién y protege a la célula productora, al mantener

inactiva a la bacteriocina recientemente sintetizada (Drider et al., 2006).

Las plataricnas J/K y EF se clasifican dentro de la subclase lIb, ya que son bacteriocinas
formadas por dos péptidos (Portilla et al., 2016). Se detectaron seis cepas que
exhibieron los genes que codifican la plantaricina J/K; mientras que, nueve dieron
positivo para pInK (Tabla 11). Se han informado variaciones en este operon, incluida la
ausencia de pInK y la presencia de un gen plnJ y viceversa, en diferentes cepas de L.
plantarum (Rojo-Bezares et al., 2008; Omar et al., 2008). Por otro lado, se determin6
que nueve cepas de Lactiplantibacillus spp. amplificaron el gen pInEF. El operon pInEFI
incluye los genes pInEF y pinl, los cuales codifican para una bacteriocina de dos
péptidos y una proteina de inmunidad, respectivamente (Tai et al., 2015). Si bien, en
este trabajo no se determind la presencia del gen plInl, estudios previos sugieren también
un alto grado de variabilidad en los resultados obtenidos a partir de cepas de L.
plantarum (Omar et al., 2008). Las plantaricinas J/K y EF exhiben un mecanismo de
accion similar, ambas producen la formacién de poros en la membrana citoplasmatica
de las células blanco. Sin embargo, los poros formados presentan diferente selectividad
ionica, ya que la plantaricina EF permite el paso de cationes monovalentes en contraste
con la plantaricina J/K que es selectiva para compuestos aniénicos (Moll et al., 1999).
Esta actividad complementaria combinada de EF y J/K garantizan una eficiente actividad

bactericida.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la amplia presencia de varios
genes de plantaricina en cepas de Lactiplantibacillus spp. aisladas de vegetales
fermentados. La produccién de varias bacteriocinas por la misma cepa juega un papel
importante en la competencia de nicho, ya que cada bacteriocina puede diferir en su

modo de accibn, variando el espectro de inhibicion.

4.8.4 Capacidad de acidificacion

La primera y principal funcion de las BAL es la formacién de &cidos organicos,
principalmente &cido lactico a una velocidad conveniente para asegurar una
fermentacion exitosa (Di Cagno et al., 2016). Por este motivo, se determiné la capacidad
de acidificacion de las BAL sobre una matriz de RB, ya que presentaba una
concentracion de carbohidratos intermedia entre los otros dos vegetales (AK 'y RC). Se
realizaron dos ensayos, el primero con las cepas de Leuconostoc spp. y el segundo con
los 11 Lactiplantibacillus spp. Se monitore6 el pH durante 5 dias (120 h) y se compararon

los valores obtenidos entre las cepas pertenecientes a un mismo género, en cada caso
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se utilizé una fermentacion espontanea como control (s/indculo) (Figs. 33 y 34). En el
tiempo inicial de ambos ensayos (0 h), no se observaron diferencias significativas entre
las cepas (Figs. 33a y 34a). En el caso de los Leuconostoc spp., la cepa Ln.
mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100 exhibié un descenso significativo de pH a
las 8 h de haber iniciado el proceso, en comparacién con las otras cepas y el control
(Fig. 33b) (p=<0,05). Mientras que, las cepas Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii
RCTwl.1y AKTw35 exhibieron un descenso significativo del pH a las 24 h (p<0,05) (Fig.
33c). La cepa Ln. mesenteroides ssp. dextranicum RCTw13 mostré menos capacidad
de acidificacion de la matriz vegetal, exhibiendo valores de pH inferiores al control
después de 72 h (p<0,05). Se determind que los fermentos inoculados con las cepas
Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii RCTw1.1 y Ln. mesenteroides ssp. dextranicum
RBTw100 exhibieron valores de pH inferiores al resto, a partir de las 32 h del proceso
(p<0,05). Aunque las comparaciones con los datos reportados en la literatura se
dificultan, ya que se usaron diferentes medios y concentracién de inoculo, estudios
previos determinaron un descenso de pH drastico al incorporar cepas de Ln.
mesenteroides al iniciar el proceso de fermentacion en matrices vegetales (Gardner et
al., 2001; Jagannath et al., 2012).

Por otra parte, se observé que las cepas pertenecientes al género Lactiplantibacillus
spp. mostraron un comportamiento mas homogéneo, exhibiendo un menor poder de
acidificacion en comparacion con las cepas de Leuconostoc estudiadas (Fig 33 vs 34).
Se determind una mayor diferenciacion entre los Lactiplantibacillus luego de las 72 h del
ensayo, las matrices inoculadas con las cepas L. argentoratensis RBTw102 y L.
plantarum AKTw180 exhibieron un menor valor de pH (=4,4) (p<0,05). Posteriormente,
estas cepas alcanzaron un valor de pH <4,1 a las 96 h del proceso y no mostraron
diferencias significativas con L. plantarum RCTw106 y L. argentoratensis AKTw112. Al
finalizar el ensayo, el pH alcanzado con las cepas L. argentoratensis RBTw249,
RCTw11l y PCTw261 no exhibieron diferencias significativas con la fermentacion
espontanea (p>0,05) (pH=4). Mientras que, el resto de las BAL (L. argentoratensis
RBTw102, AKTw112 y PCTw270; L. plantarum RCTw106, AKTw180, RBTw256 y
AKTw335; L pentosus AKTw332) alcanzaron valores de pH <4, sin exhibir diferencias
significativas entre ellas (p>0,05). Gardner et al. (2001), evaluaron la capacidad de
acidificacion de cuatro cepas de Ln. mesenteroides, Pediococcus acidilactici, L.
plantarum y Levilactobacillus brevis en matrices vegetales; como se mencion6
anteriormente se observé que Ln. mesenteroides exhibio una rapida acidificacion (24 h)
del medio en comparacion con el resto y recién a las 72 h no se determinaron diferencias

significativas en la tasa de acidificacion alcanzada entre estas cepas. Esto demuestra
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un comportamiento similar al obtenido en este estudio, las cepas de Leuconostoc spp.

exhibieron mayor velocidad de acidificacion de la matriz comparado con
Lactiplantibacillus spp. Los microorganismos patégenos, generalmente, no pueden
multiplicarse en ambientes con alto contenido de acido. Un pH de 4,0 es un objetivo
seguro, el cual debe alcanzarse lo mas rapido posible durante la fermentacion para
evitar el crecimiento de bacterias que pueden producir toxinas o sabores desagradables

en el alimento (Blajman & Zarate, 2020).
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Figura 33: Capacidad de acidificacion de las cepas perteneciente al género Leuconostoc spp.
en la matriz vegetal, monitoreada en diferentes tiempos. Cada valor es la media + desviacion
estandar de dos mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error, indican que no
hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias. s/i: sin indculo.
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Figura 34: Capacidad de acidificacion de las cepas perteneciente al género Lactiplantibacillus
spp. en la matriz vegetal, monitoreada en diferentes tiempos. Cada valor es la media +
desviacion estandar de dos mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error,
indican que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias. s/i: sin inoculo.
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4.8.5 EPS con el método de la gota

Se evalué nuevamente la produccién de EPS, pero utilizando el método de la gota.
Todas las cepas exhibieron produccion de EPS, sin embargo, se observd un
comportamiento diferente entre los géneros. Las cepas pertenecientes a Leuconostoc
spp. exhibieron una textura viscosa (Fig. 35a), mientras que, los microorganismos
correspondientes a Lactiplantibacillus spp. presentaron un aspecto mas liviano (Fig.
35b) con una mayor difusién en el medio. Reportes previos describen el aislamiento de
cepas productoras de EPS a partir de vegetales fermentados como, kimchi, chucrut y
chinese pao cai; los cuales exhiben propiedades bioldgicas como respuestas
antinflamatorias, anti-virales (in vitro) y reduccion la actividad de la a-amilasa, entre otras
(Angelin & Kavitha, 2020).

La produccién de EPS por parte de las BAL seleccionadas para conformar el starter es
imprescindible, ya que prolonga la vida util, mejorando el sabor, la textura del producto
final y pueden presentar potenciales efectos beneficiosos para la salud. El potencial
biolégico del EPS depende de su naturaleza quimica, la cual esta influenciada por las
condiciones de fermentacién empleadas en el cultivo bacteriano (Angelin & Kavitha,
2020).

Figura 35: Produccién de EPS con el método de la gota. a) cepa Ln. mesenteroides ssp.
jonggajibkimchii RCTw1.1; b) L. pentosus AKTw332.

4.8.6 Efecto de la sacarosa en la solidificacion de leche fermentada

Reportes previos han utilizado este ensayo como un estudio complementario para
detectar la produccion de EPS, tales como el dextrano, en cepas pertenecientes al
género Leuconostoc spp. y Weissella spp. (Bejar et al., 2013; Kim et al., 2008; Wang et
al., 2019); por consiguiente, solo se evaluaron las BAL seleccionadas pertenecientes a
este grupo. La produccién de este grupo de EPS se detectd en las cuatro cepas de

Leuconostoc spp. cuando se realizo la prueba de solidificacion de la leche (sin lactosa)
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en todas las concentraciones de sacarosa analizadas. Las mismas exhibieron una
solidificacion total de la leche con el mayor porcentaje de sacarosa utilizado (12%).
Mientras que, con el resto de las concentraciones de sacarosa (3%, 6% y 9%) se
observé una solidificacion parcial (Fig. 36, Tabla 12). Estos resultados son comparables
con estudios previos, donde evaluaron la produccién de EPS de las cepas Weissella
spp. (Bejar et al., 2013; Kim et al., 2008) y Ln. mesenteroides (Wang et al., 2019), y
determinaron que el grado de solidificacion de la leche dependié de la concentracién de
sacarosa agregada.

Tabla 12: Contribucion de los EPS producidos por las cepas seleccionadas de Leuconostoc spp.
en la solidificacion de la leche suplementada con diferentes porcentajes de sacarosa.

Sacarosa Solidificacion de la leche
(%) RCTw1.1 RCTw13 AKTw35 RBTw100
3 ++ ++ ++ ++
6 ++ ++ ++ ++
9 ++ ++ ++ ++
12 +++ +++ +++ +++

parcial ++, total +++

Figura 36: Efecto de EPS producidos por la cepa Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii
RCTw1.1 en la solidificacién de la leche sin lactosa. a: control negativo; b: 3%; c: 6%; d: 9%y e:
12% de sacarosa.

4.8.7 Actividad dextransacarasa.

Se evalud la actividad dextransacarasa en las cepas de Leuconostoc spp. de forma
cualitativa e indirecta, a través de la deteccion de azlcares reductores. Este estudio se
realizo solo con las cepas de Leuconostoc spp., ya que este género es el que despierta
mayor interés en cuanto a su produccion de dextrano de forma industrial (Kothari et al.,

2014). Las 4 cepas exhibieron actividad después de 12 h de incubacion, no obstante,
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se determino diferencias entre las mismas. La cepa Ln. mesenteroides ssp. dextranicum
RBTw100 presentd mayor actividad dextransacarasa exhibiendo un color mas intenso
en la reaccién, luego continué la cepa Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii
RCTwl.1, mientras que Ln. mesenteroides ssp. dextranicum RCTwl1l3 y Ln.
mesenteroides ssp. jonggajibkimchii AKTw35 presentaron coloracibn mas débil.
Reportes previos han mencionado la presencia de dextrano en el jugo o salmuera del
chucrut (Kothari et al., 2014). La produccién de dextrano por parte de las BAL que
conformen el cultivo iniciador ejerceria un efecto modulador sobre la composicion de la
microbiota del colén, proporcionando beneficios para la salud del huésped; exhibiendo
de esta manera una actividad prebiética (Das et al., 2014; Kothari et al., 2014; Olano-
Martin et al., 2000).

4.8.8 Tolerancia a las condiciones imperantes durante la fermentacion.

Se evalud la tolerancia de las cepas de Lactiplantibacillus spp. a las condiciones
imperantes durante la fermentacién (0,5% fenol v/v, pH 4, fructosa 20 g/l), de manera
cualitativa, como un indicador adicional de supervivencia durante la fermentacién. En
este ensayo se exceptuaron las cepas de BAL heterofermentativas estrictas; ya que este
grupo no toleré6 previamente la concentracién establecida de fenol, exhibiendo una
mayor sensibilidad a las condiciones impuestas. La fructosa es el principal hidrato de
carbono de los diferentes vegetales Brassica, seguido por la glucosa y en menor
proporcion se encuentra la sacarosa (Rosa et al., 2001). Las especies de la familia
Brassicaceae son generalmente ricas en polifenoles (Jahangir et al.,, 2009), sin
embargo, estos compuestos pueden exhibir efecto bacteriostatico contra cepas de BAL.
En este estudio, todas las cepas crecieron en placa bajo las condiciones impuestas, a
excepcion de L. argentoratensis RCTw106. Estos resultados reflejan el potencial de

supervivencia de los lactobacilos durante el proceso de fermentacion.

4.9 Seleccién de cepas para conformar los cultivos iniciadores mixtos

Luego de realizar la caracterizacion tecnoldgica, se procedié a realizar la seleccion de
BAL para conformar los cultivos iniciadores. Entre las cuatro cepas de Leuconostoc, se
seleccionaron la cepa Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii RCTwl1l.1 y Ln.
mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100, ya que exhibieron mayor capacidad
acidificante y actividad dextransacarasa, a diferencia del resto. Por otro lado, se
seleccionaron tres cepas de Lactiplantibacillus, las cepas L. plantarum AKTw180 y L.
argentoratensis RBTw102 por su capacidad acidificante, y esta ultima también por su
actividad inhibitoria frente a cepas de L. innocua y L. monocytogenes y exhibir diversos

genes de plantaricinas. Ademas, se seleccioné la cepa L. pentosus AKTw332 por exhibir
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actividad antibacteriana frente a las cuatro cepas L. monocytogenes y presentar
diversos genes de plantarina (Tabla 9). Si bien, la cepa L. argentoratensis RBTw249
exhibié actividad inhibitoria frente a cuatro cepas blanco, esta present6 una capacidad
de acidificacion significativamente similar al fermento espontaneo, por este motivo no
se selecciond para conformar el starter. Por otro lado, los resultados cualitativos de EPS
(solidificacion de la leche suplementada con sacarosa) no lograron exhibir diferencias

entre las cepas pertenecientes al género Leuconostoc.
4.10 Fermentacién controlada: disefios experimentales.

4.10.1 Modelos brasicaceas.

En la fermentacion controlada sélo se utilizd6 AK, RB y RC. Si bien, el PC también se
utilizé para el aislamiento de BAL durante la fermentacién espontanea, este vegetal se
eliminé para los ensayos posteriores, ya que en todos los casos se observé alteraciones
durante el proceso de fermentacién. La matriz del PC exhibié un descenso de pH lento,
donde contaminantes que de otra manera habrian sido inhibidos proliferaron, tales como

levaduras y mohos, alterando el transcurso de la fermentacion.

4.10.1.1 Parametros de fermentacion
El AK, RB y RC se fermentaron individualmente mediante dos tipos de procesos:
espontaneo y controlado, utilizando para este Ultimo dos cultivos iniciadores

conformados con las BAL seleccionadas (Tabla 13).

Tabla 13: Cultivos iniciadores mixtos conformados por las BAL seleccionadas.

Cultivo )
- Cepas de BAL seleccionadas log UFC/g
iniciador
Ln. mesenteroides ssp. jonggajibkimchii RCTw1.1 =5
L Ln. mesenteroides ssp. dextranicum RBTw100 =5
L. argentoratensis RBTw102 =5
2° L. plantarum AKTw180 =5
L. pentosus AKTW332 =5

Se realiz6 el recuento de BAL y el control de pH para monitorear la evolucion en ambos
procesos. La fermentacién espontanea y controlada exhibieron un comportamiento
similar en los diferentes vegetales con algunas diferencias (Fig. 37). En la fermentacién
espontanea, se determinaron recuentos de BAL de =3,5 log UFC/g con un pH de =6 al
inicio del proceso. Estos valores concuerdan con los mencionados por Di Cagno et al.

(2013), los cuales describen que las BAL conforman una pequefia parte de la microbiota
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autoctona de los vegetales y frutas, entre 2 a 4 log UFC/g. Posteriormente, el recuento
de BAL se increment6 rapidamente y después de tres dias alcanz6 un nivel maximo de
=7,8 log UFC/g, mientras que los valores de pH descendieron a =4,5 en los diferentes
vegetales. Las BAL convierten los carbohidratos presentes en las verduras en 4cido
lactico, lo que disminuye el pH de los productos fermentados (Di Cagno et al., 2016).
Luego de 10 dias de proceso, se observé que el recuento de BAL descendié
rapidamente a =6 log UFC/g (p<0,05) y se mantuvo estable hasta el final del ensayo
(p>0.05), tanto en AK (Fig. 37a) como RB (Fig. 37b). Mientras que, en RC el recuento
de BAL disminuyé significativamente recién a los 20 dias de fermentacidn, con valores
finales de =5 log UFC/g (Fig. 37c). Di Cagno et al. (2013) reportaron que la rapida
disminucion de las BAL es el resultado de su sensibilidad a las condiciones acidas. Se
determin6 un descenso similar de los valores de pH en AK y RB; los valores mas bajos
se observaron a los cinco dias de fermentacién (pH=4,3) y se mantuvieron estables
durante 30 dias (p>0.05) (Figs. 37a y 37b). Sin embargo, la fermentacién de RC no
mostré una disminucién rapida del pH; el valor mas bajo se alcanz6 a los 15 dias
(pH=3,9) de incubacion y se mantuvo estable al igual que en el caso del AK y RB (Fig.
37c). Estas variaciones observadas en las fermentaciones espontdneas de estos
vegetales es consecuencia de los microorganismos autdctonos responsables de la

evolucién del proceso (Di Cagno et al., 2013).

En la fermentacion controlada, los microorganismos epifitos se redujeron previamente
a través de un tratamiento térmico. Posteriormente, se afiadié el primer cultivo iniciador
mixto conformado por cepas seleccionadas pertenecientes al género Leuconostoc (=5
log UFC/g). Después de tres dias de incubacion a 18 °C, cuando los valores de pH
disminuyeron a =4,0, se adicion6 el segundo in6éculo compuesto por las cepas
seleccionadas del género Lactiplantibacillus (=5 log UFC/g). Al igual que la fermentacion
espontanea, en el dia 3 del proceso controlado se observé un incremento de BAL >8,0
log UFC/g. Luego, se observaron disminuciones graduales de las BAL en los tres
vegetales a medida que avanzo el proceso, alcanzando un valor final de =4,8 log UFC/g
(p<0,05).

El valor de pH inicial no exhibié diferencias significativas en los dos tipos de
fermentacion para cada vegetal (p>0,05). Mientras que, a las 24 h del proceso, el pH
descendi6 significativamente en la fermentacion controlada (p<0,05), alcanzando
valores constantes a los 10 y 15 dias para los dos tipos de repollos (RB y RC) y AK,
respectivamente (p>0,05). Estas diferencias entre los procesos se podrian atribuir a la
implementacion de cultivos iniciadores en el proceso controlado, seleccionados por su

capacidad de acidificacion. Trabajos previos reportaron una caida significativa de los

119



Resultados y Discusion

valores de pH cuando Ln. mesenteroides se utilizO como iniciador en fermentaciones
vegetales (Gardner et al.,, 2001). Al final del proceso espontaneo y controlado, los
valores de pH obtenidos en el AK y RC no mostraron diferencias significativas (p>0.05)
(Figs. 37a y 37c); mientras que, en RB se determinaron diferencias entre los mismos
(p<0,05) (Fig. 37b). Se debe considerar que el pH es uno de los factores mas
importantes que afecta la fermentacion de los alimentos, una elevada tasa de
acidificacion se asocia con una mayor seguridad alimentaria, ya que influye
directamente sobre el desarrollo de los microorganismos. A su vez, el pH también esta
relacionado con la degradacion de los compuestos fitoquimicos y estabilidad en los
mismos, consecuentemente vinculado a la capacidad antioxidante del alimento

fermentado (Hur et al., 2014).
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Figura 37: Recuento total de BAL (bacteria acido lacticas) (-) y monitoreo de pH (---) en los
vegetales Brassica, durante la fermentacién espontanea (x) y controlada (o) de AK (a), RB (b) y
RC (c). Cada valor es la media + desviacion estandar de dos mediciones.
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4.10.1.2 Contenido total de fenoles

Se estudid la variacion del CTF presente en los extractos acuosos y metandlicos de AK,
RB y RC durante las fermentaciones controladas y espontaneas. Los extractos acuosos
mostraron valores mas elevados de CTF que los metandlicos, independientemente del
vegetal (Figs. 38 y 39) y tipo de fermentacion realizada. Este comportamiento se puede
explicar considerando que, en la extraccién de los fenoles a partir de un material vegetal,
el tipo de disolvente empleado determina la clase de compuestos a extraer y la
capacidad de extraccion de compuestos fendlicos depende principalmente de la
polaridad del disolvente como de la temperatura utilizada (Hosseini et al., 2016). Entre
los disolventes utilizados, el agua resulté més eficaz que el metanol, ya que presenta
mayor polaridad (el momento dipolar del agua y el metanol es de 1,95 y 1,65 D,
respectivamente), ademas durante la extraccion acuosa se utilizé una temperatura mas
elevada que en la metandlica (105 °C y 37 °C, extracto acuoso y metandlico,
respectivamente). EI aumento de la temperatura durante la extraccion produce una
disminucion en la viscosidad del solvente que acelera el movimiento de las moléculas,
lo que conduce a una mayor disolucién de los polifenoles e incrementando del
coeficiente de difusién (Yang et al., 2009). Ademas, los extractos de RC exhibieron un
mayor CTF que el AKy el RB (p<0,05). Estas diferencias observadas entre los vegetales
estudiados concuerdan con los valores de CTF reportados en trabajos previos de Tabart
et al. (2018), Vicas et al. (2013) y Seong et al. (2016), quienes determinaron 1851 mg
GAE/100 g PS en RC, 980-1220 mg GAE/100 g PS en RB y 347,46 mg GAE/100 g PS

en AK, respectivamente.

El AK y el RB exhibieron un comportamiento similar en ambos tipos de fermentacion, el
CTF de los extractos acuosos (Figs. 38a y 38b) y metandlicos (Figs. 39a y 39b)
incrementaron significativamente hasta los cinco dias de fermentacion. Luego, los
valores disminuyeron ligeramente (p<0,05) en AK, mientras que, permanecieron
relativamente estables en el RB para ambos tipos de fermentacién. Zubaidah et al.
(2020) reportaron una tendencia similar, observaron un incremento del CTF en el dia 5
de una fermentacion controlada de RB inoculada con cepas de Ln. mesenteroides y L.
plantarum. La fermentacion controlada de AK exhibié un CTF mayor a la fermentacién
espontanea al final del proceso en ambos extractos (p<0,05) (Fig. 38a y 39a). En
cambio, en el RB no se observaron diferencias significativas entre los valores finales de

CTF en ambas fermentaciones para ambos extractos (Figs. 38b y 39b).
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Figura 38: Contenido total de fenoles obtenidos en extractos acuosos de AK (a), RB b) y RC (c)
durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media + desviacion
estandar de tres mediciones.

En cuanto al RC, los extractos metandlicos mostraron un leve incremento del CTF
durante el primer dia (p<0,05) y luego se mantuvieron relativamente estables hasta el
final del proceso en la fermentacién espontanea (Fig. 39c). Para la fermentacién
controlada los valores de CTF mostraron una tendencia ascendente pero no significativa
(p>0,05). En los extractos acuosos de ambas fermentaciones, se determind un leve
aumento del valor del CTF en el primer dia del proceso. Luego, en la fermentacién
espontanea los valores del CTF se mantuvieron relativamente estables hasta el final del
ensayo (Fig. 38c); mientras que, en la fermentacion controlada descendieron hasta el

dia 15 y luego se mantuvieron estables hasta finalizar el proceso. A diferencia de los
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otros vegetales, en ambos tipos de extractos, la fermentacion espontdnea del RC
presentd mayor CTF que la fermentacién controlada al final de los ensayos (p<0.05)
(Fig. 38c y 39c). La variacion del CTF observadas entre ambos tipos de fermentaciones
podria depender de la actividad enzimatica de las BAL involucradas en cada proceso y
de la capacidad de metabolizar los compuestos fendlicos de alto peso molecular,
consecuentemente, obteniendo una reducciéon del CTF en la matriz fermentada de forma

controlada (Hunaefi et al., 2013).
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Figura 39: Contenido total de fenoles obtenidos en extractos metandlicos de AK (a), RB (b) y

RC (c) durante la fermentacién espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media %
desviacion estadndar de tres mediciones.
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Los resultados obtenidos sugieren que el incremento de los acidos organicos y la
hidrélisis enzimética de las BAL durante la fermentacion podrian estar implicados en la
degradacién de los compuestos fendlicos, donde la extensidn de esta actividad depende
del tipo de fermentacion y del vegetal utilizado. La mayoria de los polifenoles estan
presentes en los alimentos como ésteres, glucésidos o polimeros, compuestos que no
se pueden absorber a través de las paredes del intestino delgado. No obstante, durante
la fermentacién, los polifenoles pueden transformarse en agliconas, por la accién de las
enzimas de las BAL, siendo estas moléculas bioldgicamente mas activas (Hur et al.,
2014). Ademas, las pectinasas pueden cambiar la textura del tejido vegetal durante la
fermentacion (Seong et al., 2016), lo que permite una mayor liberaciébn de compuestos

fendlicos para su posterior transformacion.

4.10.1.3 Capacidad antioxidante segun el método de reduccion de DPPH

El ensayo de captacion de radicales DPPH es un método basado en la transferencia de
electrones y es el mas utilizado para determinar la actividad antioxidante (Apak et al.,
2016; Shahidi & Zhong, 2015). Se evalud la actividad antirradical de los extractos
acuosos (Fig. 40) y metandlicos (Fig. 41) de los vegetales estudiados contra el radical
DPPH, diferenciando el tipo de fermentacion. En la fermentacién controlada, los
extractos metandlicos presentaron un poder reductor significativamente menor que los
acuosos, en todos los vegetales ensayados (p<0,05). Mientras que, el proceso
espontdneo no mostrd diferencias significativas entre los extractos acuosos y

metandlicos, durante el periodo de fermentacion (p>0,05) (Fig. 40 vs Fig 41).

Al finalizar la fermentacién controlada, el RC present6 una mayor capacidad antioxidante
en comparacion con los otros vegetales, 567,53+16,80 mg EAA/100 g PS vy
438,51+14,66 mg EAA/100 g PS en los extractos acuosos (Fig. 40c) y metandlicos (Fig.
41c), respectivamente. Por otra parte, el AK alcanzé valores maximos de 199,58+7,76
mg EAA/100 g PS y 147,59+4,35 mg EAA/100 g PS en los extractos acuosos y
metandlicos, respectivamente (Figs. 40a y 41a). Mientras que, el RB exhibi6é valores
similares al AK, 202,87+7,24 mg EAA/100 g PS y 172,60+7,64 mg EAA/100 g PS en
extractos acuosos y metanolicos, respectivamente (Figs. 40b y 41b). Upadhyay et al.,
(2016) reportaron que el RC fresco exhibié una mayor actividad antioxidante comparado
con otros vegetales Brassica estudiados, tales como el RB. Los valores obtenidos en
este ensayo establecieron que esta diferencia entre los vegetales continia después del

proceso de fermentacion.
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Figura 40: Actividad antioxidante (ensayo DPPH) en extractos acuosos de AK (a), RB (b) y RC
(c); durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media + desviacién
estandar de tres mediciones.

Por otra parte, se determiné que independientemente del tipo de extracto, la
fermentacion controlada exhibié6 mayor capacidad antioxidante que la fermentacién
espontdnea en AK (40ay 41a) y RB (40b y 41b) (p<0,05). Los extractos acuosos del RC
también mostraron el mismo comportamiento (Fig. 40c); mientras que, los extractos
metandlicos no mostraron diferencias significativas entre las fermentaciones (p>0,05)
(Fig. 41c). En la fermentacién controlada, la actividad antioxidante aumento
continuamente hasta el dia 5 y luego se mantuvo estable en todos los vegetales.
Zubaidah et al. (2020) reportaron una tendencia similar durante la fermentacion
controlada del RB, destacando el aumento de la actividad antioxidante en el dia 5 del

proceso de fermentacion al utilizar diferentes combinaciones de cepas de Ln.

125



Resultados y Discusion

mesenteroides y L. plantarum. No obstante, en la fermentacion espontanea se
observaron variaciones segun el tipo de extracto y vegetal. La actividad antioxidante de
los extractos acuosos de las tres coles no mostré diferencias significativas durante el
periodo de fermentacién (Fig. 40); sin embargo, en los extractos metandlicos aumento
hasta el dia cinco y luego se mantuvo estable en el RB, mientras que AK y RC no
mostraron diferencias significativas durante el proceso espontaneo (Fig. 41).
Kusznierewicz et al. (2008) informaron que, durante la fermentacion espontanea del RB,
la actividad antioxidante aumenté moderadamente y alcanzé una meseta después de
10 dias.
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Figura 41: Actividad antioxidante (ensayo DPPH) en extractos metandlicos de AK (a), RB (b) y

RC (c); durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media *
desviacién estandar de tres mediciones.
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4.10.1.4 Capacidad antioxidante segun el método CUPRAC

El ensayo CUPRAC es una variante del método FRAP, consiste en un método basado
en la transferencia de electrones (Apak et al., 2016). Mediante el ensayo CUPRAC se
obtuvieron valores EAA superiores que con el método DPPH, en todos los casos (Figs.
40 y 41 vs. Figs. 42 y 43). Estas diferencias estan relacionadas con la capacidad de
cada meétodo; el CUPRAC mide simultdneamente los antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos de las muestras, mientras que el ensayo DPPH solo detecta moléculas

solubles en solventes organicos como los alcoholes (Apak et al., 2016).

En ambas fermentaciones, los extractos acuosos de RB y RC exhibieron una capacidad
antioxidante significativamente mayor que la obtenida con los extractos metandlicos
(Figs. 42b vs. 43b, 42c vs. 43c) (p<0,05). Mientras que, el AK no mostré diferencias
entre extractos (Figs. 42a vs 43a) (p>0,05). Boga et al. (2011) utilizaron el método
CUPRAC para evaluar la actividad antioxidante del RC, determinaron que los extractos

acuosos exhibieron un mayor nivel de antioxidantes que los extractos etandlicos.

La capacidad antioxidante de los extractos acuosos y metandlicos del AK se increment6
significativamente durante el primer dia y disminuy6 hasta los 15 dias; posteriormente,
los valores se mantuvieron relativamente estables hasta el dia 30, en ambos tipos de
fermentaciones (Figs. 42a y 43a). Sin embargo, la fermentacién controlada exhibié una
mayor actividad antioxidante que la fermentacion espontanea (p<0,05) para ambos tipos

de extractos, al final del proceso.

En ambas fermentaciones, los extractos acuosos y metandlicos del RB mostraron un
incremento de la actividad antioxidante hasta el dia cinco; luego, los extractos acuosos
se mantuvieron estables hasta los 30 dias del proceso; mientras que los extractos
metandlicos continuaron aumentando hasta el final del proceso (Figs. 42by 43b). EI RB
no mostrd diferencias significativas en las actividades antioxidantes entre los dos tipos

de fermentacion.

La capacidad antioxidante del RC exhibié un patron diferente entre los extractos (Figs.
42c vs. 43c). En la fermentacion espontanea, la capacidad antioxidante de los extractos
metandlicos aumento significativamente hasta el dia 10 y luego se mantuvo estable
hasta el final de proceso. Mientras que, en la fermentacion controlada los valores se
incrementaron levemente hasta el final del proceso (Fig. 43c). De la misma manera, los
extractos acuosos mostraron un patron diferente entre ambos tipos de fermentaciones
(Fig. 42c¢). En la fermentacion controlada, la actividad antioxidante aumento levemente
hasta los 10 dias y se mantuvo estable al final del proceso; mientras que, la fermentacién

espontanea no presento diferencias significativas a lo largo del ensayo.
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(b) y RC (c); durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media
desviacion estandar de tres mediciones.

4.10.2 Modelos combinados, brasicaceas y U. pinnatifida

El alga U. pinnatifida es consumida desde tiempos ancestrales, se conoce como
“wakame” en Japon, “qundai-cai” en China y “miyeuk” en Corea del Sur. La principal
forma de conservarla es deshidratada, utilizando diferentes procesamientos segun la
cultura de cada region (Nisizawa et al., 1987). La posibilidad de fermentar algas es un
concepto relativamente nuevo, ya que la mayoria de los productos fermentados
consisten en alimentos terrestres, tales como vegetales, frutas y lacteos. Actualmente,

en internet se puede encontrar una gran variedad de recetas de chucrut con agregados
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de algas; no obstante, estos productos consisten principalmente en repollo y contienen
cantidades extremadamente pequefias de algas, alrededor de una cuchara por cabeza
de col, probablemente incorporada para generar notas de sabor. Investigadores
pertenecientes a nuestro grupo de trabajo intentaron fermentar lamina de U. pinnatifida
con indculos iniciales mixto, utilizando cepas de BAL pertenecientes al cepario de LBB-
Facultad de Cs. Naturales y Cs. Salud-UNPSJB (Sede Trelew), sin embargo, no
obtuvieron una evolucién favorable del proceso (datos no publicados). Por otro lado, en
la literatura cientifica son escasos los reportes sobre productos fermentados, tal como
chucrut, que contenga niveles significativos de algas. El principal motivo, es que las
algas marinas contienen polisacaridos, principalmente alginato y fucoidano, que no se
consideran sustratos ideales para fermentar (Brochu, 2018). Sin embargo, las algas
pardas se caracterizan por presentar una mayor diversidad y cantidad de minerales y
vitaminas que los vegetales (Nuno et al., 2019). En este trabajo, se desarrollaron tres

modelos de chucrut y U. pinnatifida lacto-fermentado para abordar esta tendencia.

4.10.2.1 Pardmetros de fermentacion

El recuento de BAL y pH se monitore6 durante la fermentacién controlada y espontanea
de los diferentes modelos combinados de U. pinnatifida y Brassica: AKU, RBU y RCU
(Fig. 44). En la fermentacion espontanea, los distintos modelos exhibieron un recuento
de BAL de =4 log UFC/g al inicio del proceso. Mientras que en las fermentaciones
controladas se comenzd con un recuento de BAL de =5 log UFC/g (p<0,05), ya que se
adicion6 el primer inéculo mixto con cepas seleccionadas de Leuconostoc spp. (=5 log
UFC/g). Luego, cuando los valores de pH se encontraron préoximos a 4,0 (dia 3), se
afadié el segundo indculo con cepas de Lactiplantibacillus spp. (=5 log UFCI/g),

siguiendo con las recomendaciones de (Jagannath et al., 2012).

La fermentacién controlada y espontanea de AKU exhibieron un incremento significativo
del recuento de BAL =7,8 log UFC/g en el dia tres; este valor se mantuvo constante
hasta el dia 5 y 10, respectivamente en cada proceso. Luego, en la fermentaciéon
espontanea la poblacion de BAL continué descendiendo hasta el dia 15 y se mantuvo
estable hasta finalizar el ensayo; mientras que, en el proceso controlado, los recuentos
de BAL descendieron significativamente en dos etapas, a los 15y 25 dias, y luego se
mantuvieron sin cambios hasta los 30 dias (Fig. 44a). La poblacién de BAL a los 30 dias
no mostré diferencias significativas entre los dos tipos de fermentacion (=6 log UFC/g)
(p>0,05).

Los dos tipos de fermentaciones de RBU exhibieron un incremento de la poblacién de

BAL en el dia 3 del proceso. Luego, en la fermentacion controlada, el recuento de BAL
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continué incrementando hasta el dia 10, alcanzando valores de 8,10 log UFC/g y
posteriormente comenz6 a descender gradualmente hasta el final del proceso. Mientras
que, en la fermentacién espontanea, se observd una caida significativa de la poblacion
de BAL a partir del dia 20 y los valores se mantuvieron estables hasta completar el
proceso. Al finalizar el ensayo, se determin6 que la fermentacién espontanea de RBU

mostrd un valor de recuento de BAL mayor que el proceso controlado, 7,1 y 5,9 log

UFC/g, respectivamente (p<0,05) (Fig. 44Db).
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Figura 44: Recuento total de BAL (-) y monitoreo de pH (---) en chucrut, durante la fermentacion
espontanea (x) y controlada (o) de AKU (a); RBU (b) y RCU (c). Cada valor es la media +
desviacién estandar de dos mediciones.

Por ultimo, en el modelo RCU se observd una tendencia similar entre las fermentaciones

(Fig. 44c). Los valores de recuentos de BAL se incrementaron significativamente el dia

3 (=7,9 log UFC/g) y se mantuvieron estables hasta la mitad del ensayo. Luego, se
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determin6 una disminucion significativa de la poblacion de BAL el dia 20 (p<0,05) y se
mantuvo estable hasta finalizar el ensayo. La poblacién de BAL a los 30 dias mostré
diferencias significativas entre los dos tipos de procesos, 6,5y 5,8 log UFC/g para el

espontaneo y controlado, respectivamente (p<0,05).

Reportes previos exhiben recuentos maximos de BAL hasta el dia 7 de la fermentacion
y después la poblacién comienza a disminuir lentamente (Brochu, 2018; Kim et al.,
2019); una tendencia similar a la que se observd en este trabajo en los modelos
combinados con U. pinnatifida. Brochu (2018) fermenté RB con diferentes
concentraciones de algas marinas y NaCl al 2,5% durante 60 dias a 20 °C, la matriz se
inoculé con Lactiplantibacillus plantarum (10°® UFC/g) y Leuconostoc mesenteroides
(~10* UFC/g); en el tratamiento con 25% de algas marinas obtuvieron un recuento de
BAL de =2 log UFC/g luego de 28 dias de fermentacion. Ademas, Brochu (2018)
menciona que las especies de algas marinas tienen un efecto significativo en los
recuentos de BAL en el chucrut, a mayor concentracion de algas menor es el desarrollo
de este tipo de microorganismos. No obstante, se determiné que bajo las condiciones
impuestas para la fermentacion realizada en este trabajo (3,0% NacCl, 18 °C, 80%
Brassica, 20% U. pinnatifida, cultivos iniciadores mixtos seleccionados), no afecto
significativamente el crecimiento de las BAL, ya que muestra valores similares a los

obtenidos en la fermentacién de Brassica (sin alga), descripto previamente.

El pH, como se mencioné anteriormente, es un indicador clave utilizado para controlar
la fermentacion, ya que el acido es el producto principal en una fermentacion lactica. En
cuanto a los valores de pH monitoreados en ambas fermentaciones, se observé que no
hay diferencias significativas al inicio de los procesos para los modelos estudiados
(pH=6) (p>0,05). En ambos procesos, el pH disminuy6 rapidamente durante los primeros
3 dias de fermentacion, lo que probablemente corresponda a una mayor concentracion
de azUcares presentes en las matrices vegetales. No obstante, luego de 24 h, se
determiné un descenso significativo del pH solo en la fermentacién controlada de AKU,
RBU y RCU, con valores de 5,11+0,18, 4,94+0,11 y 4,62+0,04, respectivamente
(p<0,05) (Fig. 44). Se determin6 que, en la etapa inicial de la fermentacion, el proceso
controlado exhibié un descenso de pH superior al espontaneo, en todos los casos
(p<0,05). Este rapido descenso inicial es fundamental, ya que garantiza la inocuidad del
alimento fermentado (Di Cagno et al., 2016). En la fermentacion controlada de AKU, el
pH continu6é descendiendo significativamente hasta el dia 10 y luego los valores se
mantuvieron estables hasta el dia 30 (3,68+0,06), mientras que, en el proceso
espontaneo la estabilidad se logré el dia 15 (3,98+0,04) (Fig. 44a). En RCU, el descenso

de pH se presenté en forma gradual en ambas fermentaciones, alcanzando valores de
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pH de 3,72+0,01 y 4,04+0,06 en el proceso controlado y espontaneo, respectivamente
(Fig. 44c). En la fermentacion controlada de AKU y RCU se obtuvieron valores de pH
menores en comparacién con el proceso espontaneo, durante todo el periodo evaluado
(p<0,05). En el caso del RBU, la estabilidad del pH se logré el dia 15 y 20 en la
fermentacion controlada y espontanea, respectivamente (Fig. 44b). No obstante, luego
del dia tres, los valores de pH no mostraron diferencias significativas entre los procesos,
alcanzando valores de 3,63+0,04 y 3,70+0,01 para la fermentacion controlada y

espontanea, respectivamente (p>0,05).

Trabajos previos demostraron que a mayor concentracion de alga en el chucrut, menor
es el descenso del pH durante el proceso de fermentacion (Brochu, 2018). En las
fermentaciones controladas de AKU, RBU y RCU, se observé que a partir del dia 10
todos los productos lograron alcanzar un pH<4,0, valor que exige el CAA (Art. 976) para

los productos denominados “chucrut”.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este estudio indican que las condiciones
impuestas para la fermentacion y los cultivos iniciadores autdctonos seleccionados
garantizan un proceso de fermentacién 6ptimo, tanto para los vegetales Brassica (AK,

RB y RC) como para los modelos combinados con U. pinnatifida (AKU, RBU y RCU).

4.10.2.2 Contenido total de fenoles

Se determiné la evolucién del CTF de los extractos acuosos y metandlicos de AKU, RBU
y RCU durante la fermentacién controlada y espontanea. Se observé que, a pesar de
incorporar un 20% de alga en el chucrut, se mantuvieron las mismas tendencias
exhibidas para los modelos de brasicaceas (sin alga). El modelo RCU exhibié un valor
de CTF mayor que el RBU y AKU, independientemente del tipo de fermentaciéon y
extracto (p<0,05) (Figs. 45c y 46¢). Luego, los extractos acuosos de los diferentes
modelos mostraron un valor de CTF mayor que los extractos metandlicos, independiente
del tipo de fermentacién (p<0,05) (Figs. 45 vs 46).

La fermentacion esponténea y controlada de AKU exhibieron un patrén similar a lo largo
del proceso evaluado. Los valores de CTF de los extractos acuosos se incrementaron
hasta el dia tres, alcanzando valores de 1087,63+18,39 y 1038,56+10,87 mg EAG/100g
PS en la fermentacion espontanea y controlada, respectivamente. Luego, estos valores
descendieron gradualmente en ambas fermentaciones; no obstante, el proceso
espontdneo exhibi6 un valor de CTF mayor que el controlado, 853,51+15,05 y
761,87+14,21 mg EAG/100 g PS, respectivamente (p<0,05) (Fig. 45a).
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Figura 45: Contenido total de fenoles obtenidos en extractos acuosos de AKU (a), RBU (b) y
RCU (c) durante la fermentacién espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media +
desviacién estandar de tres mediciones.

En el modelo RBU, la fermentacibn controlada y espontanea mostraron un
comportamiento similar (Fig. 45b), los valores de CTF de los extractos acuosos
incrementaron significativamente hasta el dia tres (1042,10+10,87 y 940,42+15,89 mg
EAG/100 g PS, respectivamente) y se mantuvieron estable hasta el dia 15 y 20,
respectivamente. Luego, el CTF descendié gradualmente hasta finalizar el ensayo,
alcanzando valores de 842,87+15,05 y 781,38+11,71 mg EAG/100 g PS en la
fermentacion controlada y espontanea, respectivamente. Los extractos acuosos de RBU
obtenidos durante a fermentacion controlada exhibieron un mayor CTF que el

espontaneo, en todo el periodo evaluado (p<0,05).
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Por otro lado, la fermentacion controlada y espontanea del RCU exhibieron diferentes
comportamientos (Fig. 45c¢). En la fermentacion controlada, los extractos acuosos de
RCU incrementaron significativamente el CTF, alcanzando valores de 2216,63+71,90
mg EAG/100 g PS, en el dia uno; posteriormente no se observaron cambios
significativos en todo el proceso. Mientras que, en la fermentacion espontanea, los
extractos acuosos mostraron un incremento significativo hasta el dia tres, exhibiendo
valores de 2179,98+63,54 mg EAG/100 g PS. Luego, el CTF se mantuvo estable hasta
el dia 15y posteriormente comenzd a descender significativamente, alcanzando un valor
final de 1934,04+26,75 mg EAC/100g PS. Sin embargo, las diferencias obtenidas en el
CTF entre los fermentos no son significativas (p>0,05) durante todo el periodo, con

excepcién del dia uno.

Como se menciond anteriormente, se analizé la evolucion del CTF de los extractos
metandlicos de AKU, RBU y RCU durante los distintos procesos de fermentacion (Fig.
46).

Los extractos metandlicos de AKU no mostraron diferencias significativas entre la
fermentacion espontanea y controlada durante el ensayo (Fig. 46a). No obstante, al
inicio de ambos procesos, se observo un incremento significativo del CTF hasta el dia
tres, exhibiendo valores de 431,80+14,55 y 453,66+12,73 mg EAG/100 g PS en la
fermentacion espontanea y controlada, respectivamente (p<0,05). Luego, el CTF
comenz6 a descender paulatinamente a partir del dia 20, alcanzando valores de
416,04+18,65 y 357,83+15,46 mg EAG/100 g PS en el proceso espontaneo y

controlado, respectivamente.

Los extractos metanodlicos de RBU mostraron valores de CTF similares a los de AKU;
sin embargo, entre las fermentaciones no se presenté el mismo comportamiento (Fig.
46b). En la fermentaciéon controlada, los extractos metandlicos de RBU exhibieron un
incremento significativo del valor de CTF (575,23+£14,55 mg EAG/100 g PS) en el primer
dia del proceso (p<0,05). Posteriormente, el CTF se mantuvo estable hasta el dia 20 y
luego comenz6 a descender significativamente, alcanzando valores de 473,28+12,28
mg EAG/100 g PS (p<0,05). En el caso de la fermentacién espontanea, los extractos
metandlicos de RBU no mostraron diferencias significativas durante todo el proceso
(p>0,05), exhibiendo un valor de 437,91+8,64 mg EAG/100 g PS.

135



Resultados y Discusion

a 600 -
500 £ %
w
=t ? ? @ o b3 %
g 400 {8 |i: X
= Rk o 0
[0}
ﬁ 300
o
E
200 T r T : v :
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)
b 700 4
600
5]
g = 0 Q o
g %01 3 g 0O
- ¥ X 3 X % 2
@ 400 QX
5
om
E 300 4
200 -
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)
C 1100
1000 g
@ § E % i 2 0 a
X X
> 900+ ¥
=
% 800 -
g ?0055
600 T - . ’ g
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Figura 46: Contenido total de fenoles obtenidos en extractos metandlicos de AKU (a), RBU (b) y
RCU (c) durante la fermentacion espontédnea (x) y controlada (o). Cada valor es la media +
desviacion estandar de tres mediciones.

Por ultimo, los extractos metandlicos de RCU no mostraron diferencias significativas
entre el proceso espontaneo y controlado durante todo el periodo estudiado (p>0,05)
(Fig. 46¢). En ambas fermentaciones se observé un incremento significativo del CTF
durante el dia uno, exhibiendo valores de 916,98+11,82 y 976,79+27,29 mg EAG/100 g
PS en el proceso espontaneo y controlado, respectivamente. Luego, el CTF se mantuvo
contante durante todo el proceso, alcanzando valores finales de 912,47+20,01 y
966,50+14,55 mg EAG/100 g en el proceso espontaneo y controlado, respectivamente
(p>0,05).
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Se observo que independientemente del extracto, los CTF muestran un patron similar
en la fermentacion controlada, increment6 los primeros dias y, en muchos casos,
comenzo a descender significativamente en la etapa intermedia del proceso, donde se
monitored un elevado recuento de BAL. Hunaefi et al. (2013) reportaron la misma
tendencia durante la fermentacion controlada de RC con una cepa de L. plantarum.
Reportes previos mencionaron la capacidad de la cepa L. plantarum CECT 748T para
metabolizar diferentes compuestos fendlicos, tales como p-cumarico, cafeico, feralico
m-cumarico, gélico y protocatequiico (Rodriguez et al., 2008). En este caso, las cepas
utilizadas en el segundo in6culo L. plantarum AKTw180, L. argentoratensis RBTw102 y
L. pentosus AKTw332 exhibieron tolerancia al fenol, &cido gélico y tanico. Estas cepas
seleccionadas podrian tener implicancia en la degradacién de los polifenoles de la matriz
alimentaria (U. pinnatifida y Brassica), provocando consecuentemente una disminucion
del CTF e incremento de otros compuestos biol6gicamente méas activos, tales como los

aromaticos, dependiendo de la ruta metabdlica implicada (Hunaefi et al., 2013).

4.10.2.3 Capacidad antioxidante segun el método de reduccion de DPPH

Los vegetales y las frutas contienen una gran variedad de antioxidantes, incluyendo los
compuestos fendlicos, carotenoides, antocianinas y tocoferoles (Hur et al., 2014). Sin
embargo, la mayoria de los compuestos antioxidantes son los polifenoles, que actian
como agentes reductores, quelantes de metales e inhibidores de oxigeno singlete
(Pisoschi & Negulescu, 2011). En este trabajo, se utilizé el método de secuestro de
radicales libres DPPH para determinar la capacidad antioxidante de los extractos
acuosos y metandlicos de los modelos AKU, RBU y RCU (Figs. 47 y 48,

respectivamente), durante la fermentacion espontanea y controlada.

En la fermentacion controlada, los extractos acuosos y metanélicos de AKU exhibieron
un poder reductor significativamente mayor que en el proceso espontaneo (p<0,05)
(Figs. 47a 'y 48a). Se observo un incremento significativo de la capacidad antioxidante
de los extractos acuosos y metandlicos AKU hasta el dia 10 (p<0,05); luego se mantuvo
constante hasta finalizar la fermentacion controlada (p>0,05), alcanzando valores de
219,0846,72 y 204,32+5,13 mg EAA/100 g PS, respectivamente. Mientras que, en la
fermentacion esponténea los extractos acuosos y metandélicos de AKU no mostraron
cambios significativos durante todo el proceso, con valores de 110,65+8,79y 95,97+3,54
mg EAA/100 g PS, respectivamente (p>0,05).

Los extractos acuosos RBU exhibieron un incremento significativo de la capacidad
antioxidante en ambas fermentaciones; no obstante, el proceso contralado mostré un

mayor poder reductor que el espontaneo (p<0,05) (Fig. 47b). En la fermentacion
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controlada y espontanea, los extractos acuosos exhibieron un incremento significativo
del poder reductor hasta el dia 10 y tres, respectivamente (p<0,05). Luego, la capacidad
antioxidante se mantuvo sin cambios hasta completar el ensayo, alcanzando valores de
319,33+£12,31y 197,70+£13,59 mg EAA/100 g PS en el proceso controlado y espontaneo,
respectivamente (p>0,05). Por otro lado, los extractos metandlicos de RBU exhibieron
un comportamiento similar durante el proceso controlado y espontaneo (Fig. 48b). Se
determiné un aumento significativo del poder reductor en los extractos metandlicos
hasta el dia 15, luego no se observaron cambios hasta finalizar el ensayo, alcanzando
valores de 296,76+10,32 y 211,27+13,27 mg EAA/100 g PS, respectivamente. Al igual
gue en el extracto acuoso, la fermentacion espontanea exhibié un menor poder reductor

que el proceso controlado (p<0,05).

Por ultimo, los extractos acuosos y metanodlicos de RCU exhibieron un mayor poder
reductor que los modelos combinados de AKU y RBU (p=<0,05) (Figs. 47c y 48c). No
obstante, se observé un comportamiento diferente en la evolucion de la capacidad
antioxidante entre los extractos acuosos y metanélicos de RCU. En la fermentacién
controlada, los extractos acuosos de RCU mostraron un incremento significativo del
poder reductor hasta el dia 5 y posteriormente no se observaron variaciones; mientras
gue, en el proceso espontaneo se determind un leve incremento significativo recién en
el tltimo periodo del ensayo (dia 25). Se determind que, a partir del dia 20, los extractos
acuosos de RCU exhibieron diferencia significativa entre los dos tipos de
fermentaciones, alcanzando valores finales de 608,04+9,26 y 562,57+15,80 mg
EAA/100 g PS en el proceso controlado y espontaneo, respectivamente (p<0,05). Por
otro lado, los extractos metandlicos de RCU no presentaron diferencias significativas
durante el periodo de fermentacion ni entre los procesos realizados, exhibiendo valores
de 458,55+2,51 y 458,97+2,80 mg EAA/100 g PS en la fermentacion espontanea y

controlada, respectivamente (p>0,05).

Se observdé un comportamiento similar en los distintos modelos, la capacidad de
secuestro del radical DPPH se increment6 a medida que avanzo la fermentacién natural
e inoculada, excepto para los extractos metandlicos de RCU. Los resultados obtenidos
en este estudio durante la fermentacion de AKU, RBU y RCU concuerdan con lo
reportados por otros autores (Hur et al., 2014; Rodriguez et al., 2008; Brochu, 2018; Sun
et al., 2009). Ademés, en todos los casos, los procesos controlados exhibieron mayores
valores EAA que los espontaneos (p<0,05), excepto para los extractos metandlicos de
RCU. Hunaefi et al. (2013), reportaron que la inoculacién con L. plantarum exhibié un
efecto significativo en la actividad antioxidante al comparar estos valores con la

fermentacion natural de RC. Estas diferencias observadas entre ambas fermentaciones
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podrian corresponder a los cultivos iniciadores utilizados, ya que los polifenoles pueden
transformarse a formas agliconicas por la accién de las enzimas de las BAL,
produciendo moléculas con mayor actividad antioxidante (Hur et al., 2014). Las cepas
de L. plantarum poseen actividad tanasa capaz de hidrolizar los enlaces éster presentes
en los taninos hidrolizables, liberando poderosos compuestos antioxidantes como el
acido galico y el pirogalol (Hur et al., 2014). Ademas, las pectinasas pueden modificar
la textura de la col durante la fermentacién (Seong et al., 2016), lo que permite la

liberacion de compuestos fendlicos.
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Figura 47: Actividad antioxidante (ensayo DPPH) en extractos acuosos de AKU (a), RBU (b) y
RCU (c); durante la fermentacién espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media %
desviacion estandar de tres mediciones.
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Figura 48: Actividad antioxidante (ensayo DPPH) en extractos metandlicos de AKU (a), RBU (b)
y RCU (c); durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media +
desviacién estandar de tres mediciones.

4.10.2.4 Capacidad antioxidante segun el método CUPRAC

Se analizaron los cambios de la capacidad antioxidante de los extractos acuosos y
metandlicos de AKU, RBU y RCU segun el método CUPRAC durante la fermentacion
espontanea y controlada (Figs. 49 y 50, respectivamente). Al igual que se observé en
los modelos de brasicaceas, se obtuvieron valores de EAA mayores mediante el método
CUPRAC que los exhibidos por DPPH, en todos los casos (p<0,05).

Los extractos acuosos y metandlicos de AKU mostraron un comportamiento diferente

entre los dos tipos de fermentaciones (Figs. 49a y 50a). En el proceso controlado, los
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extractos acuosos exhibieron un incremento significativo hasta el dia 20 y luego

descendieron en la etapa final del ensayo, alcanzando valores de 477,56+16,86 mg

EAA/100 g PS; mientras que, los extractos metandlicos mostraron un aumento

significativo hasta finalizar la fermentacion, con valores de 779,94+14,64 mg EAA/100 g

PS. No obstante, en la fermentacion espontanea no se observaron diferencias

significativas durante el proceso (p>0,05), exhibiendo los extractos acuosos y
metanodlicos valores de 412,35+8,96 y 554,72+24,00 mg EAA/100 g PS,

respectivamente. Se determind que, la fermentacién controlada de AKU exhibié un

mayor poder reductor que la fermentacion espontanea para ambos extractos (p<0,05).
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Figura 49: Actividad antioxidante (ensayo CUPRAC) en extractos acuosos de AKU (a), RBU (b)
y RCU (c); durante la fermentacion espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media +

desviacién estandar de tres mediciones.
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En la fermentacion espontanea y controlada, los extractos acuosos de RBU
incrementaron la capacidad antioxidante hasta el dia tres (543,15+21,08 mg EAA/100 g
PS) y cinco (662,78+20,55 mg EAA/100 g PS), respectivamente (p<0,05) (Fig. 49b).
Luego, en el proceso espontaneo, la capacidad antioxidante se mantuvo contante hasta
los 30 dias, exhibiendo valores de 467,87+25,30 mg EAA/100 g PS (p>0,05). Mientras
gue, en la fermentacion controlada, se observé un descenso leve en el Gltimo periodo,
alcanzado valores finales de 631,10+28,46 mg EAA/100 g PS (p<0,05). Por otra parte,
los extractos metandlicos RBU también exhibieron un comportamiento diferente entre
las fermentaciones (Fig. 50b). En el proceso espontaneo, los extractos metandlicos
mostraron un incremento significativo de la capacidad antioxidante hasta el dia tres
(484,34+2,93 mg EAA/100 g PS) (p<0,05); luego, no se detectaron variaciones
significativas hasta finalizar el ensayo, alcanzado valores de 524,91+26,35 mg EAA/100
g PS (p>0,05). Mientras que, en la fermentacién controlada, los extractos metandlicos
de RBU exhibieron un incremento gradual hasta finalizar el ensayo, obteniéndose
valores de 737,54+24,93 mg EAA/100 g PS (p<0,05). Se observé que, la fermentacion
controlada mostré un mayor poder reductor con respecto al proceso espontaneo durante

todo el ensayo (p<0,05), tanto en los extractos acuosos como metandlicos de RBU.

Por dltimo, en el proceso controlado y espontaneo, los extractos acuosos de RCU
exhibieron un patréon similar durante el periodo de fermentacion (Fig. 49c¢); se determiné
un incremento significativo de la capacidad antioxidante en el dia uno (1993,93+37,95
mg EAA/100 g PS) y dia cinco (1695,42+4,74 mg EAA/100 g PS) del ensayo,
respectivamente (p<0,05). Luego, los valores se mantuvieron estables hasta el dia 30,
alcanzado valores de 1673,06+26,88 y 1788,22+63,24 mg EAA/100 g PS en la
fermentacion espontanea y controlada, respectivamente. En la fermentacion controlada,
los extractos acuosos exhibieron valores de EAA mayores que en la espontanea, pero
sélo en las etapas iniciales del proceso (p<0,05); luego, en los periodos intermedios y
finales, las diferencias exhibidas dejan de ser significativas (p>0,05). En el caso de los
extractos metanolicos de RCU, tanto en la fermentacion espontanea como la controlada
no se observaron diferencias significativas de la capacidad antioxidante durante el
proceso, exhibiendo valores finales de 1277,96+21,96 y 1180,46+36,89 mg EAA/100 g
PS, respectivamente (Fig. 50c). Por otro lado, los extractos metanélicos no mostraron
diferencias significativas de los valores de EAA entre las fermentaciones realizadas
(p>0,05).
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Figura 50: Actividad antioxidante (ensayo CUPRAC) en extractos metandlicos de AKU (a), RBU
(b) y RCU (c); durante la fermentacidn espontanea (x) y controlada (o). Cada valor es la media +

desviacién estandar de tres mediciones.

Se determind que, el modelo RCU exhibié una mayor capacidad antioxidante que el

RBU y AKU, independientemente del tipo de fermentacion, extracto y método utilizado

(DPPH/CUPRAC) (p=<0,05). Este comportamiento también se observé previamente en

los modelos de Brassica (sin U. pinnatifida). Estas diferencias corresponden a que,

como se menciond anteriormente, el RC fresco presenta una mayor cantidad de

compuestos antioxidantes en comparacién con otros vegetales Brassica (p<0,05)

(Upadhyay et al., 2016).
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4.10.3 Comparacion entre los modelos: brasicaceas y brasicaceas/U. pinnatifida

Se realiz6 una comparacion entre las fermentaciones controladas de los modelos
brasiciceas (AK, RB y RC) y Brassica suplementado con U. pinnatifida (AKU, RBU y
RCU) con el objetivo de evaluar tanto la evoluciéon de los procesos como, las variaciones

de la capacidad antioxidante y CTF de los mismos.

4.10.3.1 Modelo AK vs AKU

Se comparo la evolucion de la poblaciéon de BAL y el pH de modelos AK y AKU durante
la fermentacién controlada (Fig. 51). Se determiné que el agregado de un 20% de U.
pinnatifida a la matriz vegetal no afecto significativamente el desarrollo de las BAL; por
el contrario, al finalizar el ensayo, en el modelo AKU se obtuvo 6,0+0,1 log UFC/qg,
mientras que en el AK fue de 4,8+0,1 log UFC/g (p<0,05). Por otro lado, se observaron
pequefnas variaciones del pH entre AK y AKU en las etapas iniciales (p<0,05). Sin
embargo, ambos modelos alcanzaron valores de pH<4,0 en el dia 10 y luego, no se

observaron diferencias significativas entre los mismos (p>0,05).
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Figura 51: Comparacién entre los modelos AK (¢) y AKU (e): (a) recuento total de BAL y (b)
monitoreo de pH durante la fermentacién controlada. Cada valor es la media + desviacién
estandar de dos mediciones Letras iguales, situadas sobre las barras de error, indican que no
hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos comparados para cada
tiempo.

Luego, se comparé el CTF y la actividad antioxidante de los extractos acuosos y
metandlicos entre los modelos AK y AKU (Fig. 52). Se determiné que, los extractos
acuosos obtenidos del modelo AKU exhibieron mayores valores de polifenoles que el
AK durante los primeros dias del proceso (p<0,05); no obstante, a partir del dia cinco no
se observaron diferencias significativas entre los mismos, alcanzando valores finales de
761,87+14,21y 726,46+25,05 mg EAG/100 g PS, respectivamente (p>0,05) (Fig. 52a).
Luego, se determind que, a excepcion del dia inicial, los extractos metandlicos no
exhibieron una diferencia significativa entre los modelos AK y AKU exhibiendo valores
finales de 424,63+30,06 y 357,83+15,46 mg EAG/100 g PS, respectivamente(p>0,05)
(Fig. 52b).

144



Resultados y Discusion

Se compar6 la capacidad antioxidante mediante los resultados obtenidos con los
métodos DPPH y CUPRAC, entre los modelos AK y AKU. En el caso de los resultados
obtenidos con el ensayo DPPH, se determind que los extractos acuosos no mostraron
diferencias significativas entre AK y AKU en los distintos tiempos de la fermentacion
(p>0,05), exhibiendo valores finales de 199,58+7,76 y 219,08+6,72 mg EAA/100 g PS,
respectivamente (52c). Mientras que, los extractos metandlicos del AKU mostraron un
mayor poder reductor que el modelo AK, a partir del dia 10 hasta finalizar el proceso,
alcanzando valores de 204,32+5,13 y 147,59+4,35 mg EAA/100 g PS, respectivamente
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Figura 52: Comparacion entre los modelos AK (¢) y AKU (e): (a y b) CTF, (c y d) capacidad
antioxidante mediante el método DPPH y (e y f) CUPRAC obtenidos durante la fermentacion
controlada, en los extractos (a, c, e) acuosos y (b, d, f) metandlicos. Cada valor es la media +
desviacion estandar de tres mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error,
indican que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos
comparados para cada tiempo.
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Por dltimo, al analizar los resultados de CUPRAC, se observé que los extractos acuosos
del modelo AK mostraron mayor capacidad antioxidante que el AKU, alcanzando valores
finales de 676,43+37,19 y 477,56+16,86 mg EAA/100 g PS, respectivamente (p<0,05)
(Fig. 52e). Mientras que, los extractos metandlicos no mostraron diferencia significativa
entre los modelos en los distintos periodos estudiados (con excepcién del dia inicial),
exhibiendo valores de 726,36+30,98 y 779,94+14,64 mg EAA/100g g PS en AK y AKU,
respectivamente (Fig. 52f).

4.10.3.2 Modelo RB vs RBU

Se comparo la poblaciéon de BAL y los valores pH en los modelos RB y RBU, durante el
periodo de fermentacion (Fig. 53). En la etapa inicial de las fermentaciones, la poblacion
de BAL no mostré diferencias significativas entre los modelos estudiados (p>0,05); no
obstante, en las etapas intermedias se puede observar ciertas variaciones (p<0,05),
repercutiendo en el dia 30, donde el modelo RBU exhibié un mayor numero de BAL que
el RB, 5,8+0,1y 4,8+0,1 log UFC/g, respectivamente (p<0,05) (Fig. 53a). Sin embargo,
a pesar de las variaciones observadas en la poblacién de BAL, no se observaron
diferencias significativas con respecto a la evolucion del pH entre los modelos (p>0,05)
(Fig. 53b). Ambos modelos alcanzaron valores de pH <4,0 en el dia 10 del proceso y
luego se mantuvieron constante hasta finalizar el ensayo (p>0,05). Por lo tanto, se puede
decir que, la fermentacion controlada del RBU no exhibié variaciones significativas con

el agregado del 20% de lamina de U. pinnatifida al compararlo con el modelo RB.
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Figura 53: Comparacién entre los modelos RB () y RBU (e): (a) recuento total de BAL y (b)
monitoreo de pH durante la fermentacién controlada. Cada valor es la media + desviacion
estandar de dos mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error, indican que no
hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos comparados para cada
tiempo.

La evolucién del CTF de los modelos RB y RBU durante el periodo de fermentacion
controlada se muestran en las Figs. 54a y 54b. Se determiné que, los extractos acuosos
no mostraron diferencias significativas entre RB y RBU, exhibiendo valores finales de

847,67+37,51 y 842,87+15,05 mg EAG/100 g PS, respectivamente (p>0,05). Los

146



Resultados y Discusion

extractos metanolicos de RBU exhibieron mayores CTF que el RB hasta el dia 20
(p<0,05); mientras que, al finalizar el proceso no se determinaron diferencias
significativas entre los mismos, exhibiendo valores de 473,28+12,28 y 418,14+31,64 mg
EAG/100 g PS, respectivamente (p>0,05).
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Figura 54: Comparacion entre los modelos RB (¢) y RBU (e): (a y b) CTF, (c y d) capacidad
antioxidante mediante el método DPPH y (e y f) CUPRAC obtenidos durante la fermentacion
controlada, en los extractos (a, c, e) acuosos y (b, d, f) metandlicos. Cada valor es la media +
desviacion estandar de tres mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error,
indican que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos
comparados para cada tiempo.

Por otro lado, se compararon los resultados obtenidos con el método DPPH entre los
modelos, durante el proceso de fermentacion controlada (Figs. 54c y 54d). Los extractos
acuosos del modelo RBU exhibieron mayor poder reductor que el RB durante todo el
proceso (a excepcién del dia inicial), alcanzando valores finales de 319,33+12,31 y
202,87+7,24 mg EAA/100 g PS, respectivamente (p<0,05). EI mismo comportamiento
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se observd en los extractos metandlicos de RBU, los cuales presentaron una mayor
capacidad antioxidante que el RB, mostrando valores finales de 296,76+10,32 vy
175,30+3,82 mg EAA/100 g PS, respectivamente (p<0,05).

Por ultimo, se compararon los valores obtenidos con el método CUPRAC entre los
modelos durante el periodo de fermentacion controlada (Figs. 54e y 54f). Los extractos
acuosos de RB mostraron inicialmente una mayor capacidad antioxidante que el modelo
RBU (p<0,05). No obstante, al continuar el proceso de fermentacién no se observaron
diferencias significativas entre los modelos RB y RBU, exhibiendo valores finales de
694,48+21,87 y 631,10+£28,46, respectivamente (p>0,05) (Fig. 54e). Mientras que, los
extractos metanolicos de RBU mostraron una mayor capacidad antioxidante que el RB,
luego de haber iniciado la fermentacion controlada (p<0,05). Sin embargo, al finalizar el
proceso no se determinaron diferencias significativas entre los modelos RB y RBU,
alcanzando valores finales de 732,33+33,80 y 737,54+24,93 mg EAA/100 g PS,
respectivamente (Fig. 54f).

4.10.3.3 Modelo RC vs RCU

Se comenzé comparando la evolucion de la poblacion de BAL y pH entre los modelos
RC y RCU, durante la fermentacion controlada (Fig. 55). Los modelos comparados no
mostraron diferencias significativas en el ndmero de BAL durante el periodo de
fermentacion (p>0,05); sin embargo, en el dia 30, el RCU mostr6 una poblacién
significativamente mayor que el RC, 5,8+0,1 y 4,5+0,1 log UFC/g (p<0,05) (Fig. 55a).
Luego, se determinaron algunas diferencias en los valores de pH al comparar los
modelos en las etapas intermedias del proceso. No obstante, ambos alcanzaron un
pH<4,0 a los 10 dias del proceso y posteriormente no mostraron diferencias

significativas hasta finalizar la fermentacion controlada (p>0,05) (Fig. 55b).
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Figura 55: Comparacion entre los modelos RC (¢) y RCU (e): recuento total de BAL (a) y
monitoreo de pH (b) durante la fermentacion controlada. Cada valor es la media + desviacion
estandar de dos mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error, indican que no
hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos comparados para cada
tiempo del proceso.
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Por otra parte, se comparo el CTF entre los modelos RC y RCU durante el periodo de
fermentacion controlada (Figs. 56a y 56b). Se observd que los extractos acuosos de
RCU exhibieron un mayor contenido de polifenoles que el RC, a partir del dia cinco hasta
finalizar el ensayo, exhibiendo valores de 2059,4+50,1 y 1657,7+118,2 mg EAG/100 g
PS, respectivamente (p<0,05) (Fig. 56a). Mientras que, el CTF de los extractos
metandlicos no mostraron diferencias significativas entre los modelos RC y RCU a lo
largo del proceso de fermentacion, presentando valores finales de 930,6+58,5 y
966,51+14,5 mg EAG/100 g PS, respectivamente (p>0,05) (Fig. 56b).
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Figura 56: Comparacién entre los modelos RC (¢) y RCU (e): (a 'y b) CTF, (c y d) capacidad
antioxidante mediante el método DPPH y (e y f) CUPRAC obtenidos durante la fermentacion
controlada, en los extractos (a, c, €) acuosos y (b, d, f) metandlicos. Cada valor es la media +
desviacion estandar de tres mediciones. Letras iguales, situadas sobre las barras de error,
indican que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los modelos
comparados para cada tiempo del proceso.
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Posteriormente, se compararon los valores de capacidad antioxidante entre los modelos
RC y RCU durante el periodo de fermentacion controlada. Mediante el método DPPH,
se observd que los extractos acuosos de RC y RCU no exhibieron diferencias
significativas en la capacidad antioxidante a lo largo de la fermentacién, alcanzando
valores finales de 567,5+16,8 y 608,0+9,3 mg EAA/100 g PS (p>0,05) (Fig. 56¢). La
capacidad antioxidante de los extractos metandlicos exhibieron el mismo
comportamiento entre los modelos (p>0,05), expresando valores finales de 438,5+14,7
y 459,0+5,6 mg EAA/100 g PS en el RC y RCU, respectivamente (Fig. 56d). En el caso
de CUPRAC, se observd que los extractos acuosos de RC presentaron una mayor
capacidad antioxidante que el RCU al inicio de la fermentacion (p<0,05); sin embargo,
posteriormente no se determinaron diferencias significativas durante el proceso entre
ambos modelos, exhibiendo valores finales de 1890,7+77,4 y 1788,2+63,2 mg EAA/100
g PS, respectivamente (p>0,05) (Fig. 56e). Por el contrario, se determindé una mayor
capacidad antioxidante de los extractos metandlicos de RCU en comparacion con los
de RC en las etapas iniciales de la fermentacion (p<0,05) (Fig. 56f). No obstante, al
avanzar el proceso de fermentacion no se observaron diferencias significativas entre los
modelos RC y RCU, con valores finales de 1295,8+49,6 y 1180,5£36,9 mg EAA/100 g
PS, respectivamente (p>0,05).

Actualmente, las investigaciones apuntan a mejorar las propiedades nutricionales de los
alimentos, asi como desarrollar alimentos funcionales a través de la suplementacién con
algas marinas con el fin de incrementar los beneficios para la salud (Nuno et al., 2019).
Luego de analizar las comparaciones entre los modelos, se determiné que el agregado
de U. pinnatifida (20%) no afecté el desarrollo de la fermentacién en ninguno de los
casos, ya que no se observaron grandes diferencias en la evolucion de la poblacién de
BAL y del pH. Por el contrario, al finalizar las fermentaciones, los modelos combinados
exhibieron una mayor poblacion de BAL que los modelo de brasicaceas (p<0,05). Las
BAL tienen requerimientos nutricionales complejos y requieren varios nutrientes,
incluidos hidratos de carbono como fuente de energia, sales minerales, vitaminas,
aminoacidos y nucleétidos para su crecimiento (Wegkamp et al., 2010). Si bien, los
tejidos de las algas no aportan sustratos favorables para la fermentacion de la matriz
vegetal (Brochu, 2018), si contribuirian con una mayor contenido y diversidad de
mineras y vitaminas (A, D, E, complejo B y B12) (Kolb et al., 2004; Nuno et al., 2019) en
los modelos combinados con brasicaceas, esta variacion de nutrientes disponibles entre
los modelos podria explicar la variabilidad del recuento de BAL durante la fermentacion.
Cabe destacar que, todos los modelos fermentados de manera controlada alcanzaron

un pH<4,0 a los 10 dias del proceso, independientemente del vegetal utilizado y si
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estaban suplementados, o no, con Undaria; valor que exige el CAA (Art. 976) para los

productos denominados chucrut.

En estudios previos se analiz6 la variacion de la capacidad antioxidante y el CTF de las
diferentes estructuras del alga Undaria, recolectadas en el Golfo Nuevo, a lo largo del
afo. Los extractos metandlicos de la lamina exhibieron la mayor concentracién de CTF
y actividad antioxidante (método DPPH) en los meses de julio y agosto, alcanzando
valores de 223 mg EAG/100 g PSy 247,51 mg EAA/100 g PS, respectivamente (Solana,

V., comunicacion personal, septiembre 2019).

En este trabajo, los extractos metandlicos de AK y RB sin fermentar (tiempo 0)
exhibieron un CTF similar que los reportados en la lamina de Undaria, 272,03+8,54 y
318,80+6,33 mg EAG/100 g PS, respectivamente; mientras que el RC present6 un valor
mayor, 818,69+30,06 mg EAG/100 g PS. Sin embargo, al comparar los resultados de
capacidad antioxidante (método DPPH) de los extractos metandlicos del alga con los
vegetales sin fermentar (tiempo 0), se determind que la lamina de Undaria presenté
mayor poder reductor que el AK (82,25+4,50 mg EAA/100 g PS) y RB (119,25+7,64 mg
EAA/100 g PS); mientras que el RC superé los valores de capacidad antioxidante
reportados de la lamina, 399,42+16,80 mg EAA/100 g PS. Se puede observar que, los
polifenoles no son los Unicos compuestos que influyen sobre la capacidad antioxidante
de un alimento; los carotenoides (fucoxantina en algas pardas), los polisacaridos
sulfatados (fucoidano y alginato en Undaria), vitaminas y las antocianinas (presentes en
RC), son algunos de los compuestos que intervienen en el poder reductor del mismo
(Hur et al., 2014; Nuno et al., 2019).

Mediante el andlisis comparativo realizando entre los modelos correspondientes (AK-
AKU, RB-RBU, RC-RCU), se determiné que los mismos no exhibieron diferencias
significativas en el CTF al inicio del proceso (tiempo 0) (p>0,05). En el caso de RCU,
ambos extractos, exhibieron un menor valor de CTF al compararlo con los de RC en el
tiempo 0, lo cual es esperable por los datos mencionados en el parrafo anterior; sin
embargo, estas diferencias obtenidas no fueron significativas entre los mismos (p>0,05).
Al finalizar el proceso, los modelos combinados con Undaria (AKU, RBU, RCU)
exhibieron una concentracién del CTF mayor o similar que los modelos de brasicaceas
correspondiente (AK, RB, RC), el resultado dependi6 del tipo de extracto y vegetal
estudiado; sin embargo, en ningln caso se observaron valores significativamente
inferiores. El mismo comportamiento se determind para la capacidad antioxidante, al
finalizar la fermentacion los modelos combinados con el alga (AKU, RBU, RCU)

mostraron igual o mayor poder reductor que los modelos de Brassica correspondientes

151



Resultados y Discusion

(AK, RB, RC); a excepcidn del extracto acuoso del modelo AKU, el cual exhibié un menor

poder reductor que el modelo AK mediante el método CUPRAC.

La tendencia a consumir alimentos escasos de nutrientes junto con habitos dietéticos
irracionales (consumo de alimentos ultraprocesados, bebidas con altos niveles de
azucares y/o de alcohol, etc.) son las principales razones de los trastornos fisiol6gicos
establecidos en la sociedad. La malnutriciébn abarca los desequilibrios de vitaminas o
minerales, acumulacién de grasa visceral, obesidad, diabetes mellitus tipo 2,
hipertensién, enfermedades inflamatorias, tumorales y otras relacionadas (OMS, 2021).
Si bien, los vegetales Brassica tienen un elevado aporte nutricional y una gran diversidad
de compuestos bioactivos que exhiben influencia sobre la salud, especificamente en la
prevencion enfermedades cardiovasculares y metabdlicas como la diabetes y la
obesidad, en tratamientos de diferentes tipos de cancer, entre otras (Cartea et al., 2011,
Fusari et al., 2020; Kapusta-Duch et al., 2012; Manchali et al., 2011; Podsedek, 2007);
el alga U. pinnatifida también se presenta como una excelente candidata para ser
utilizada como alimento funcional, ya que regula muchos de los desdrdenes fisiolégicos
mencionados anteriormente (Nuno et al., 2019; Wells et al., 2017). Esta alga se
caracteriza por acumular metabolitos especificos, tales como polisacaridos (alginatos y
fucoidanos) y carotenoides, que le confieren una amplia actividad biolégica. Los
alginatos se consideran excelentes prebidticos, ya que promueven significativamente el
crecimiento de la microbiota intestinal (Cherry et al., 2019), ademas presentan
propiedades antihipertensivas y antidiabéticas (Nuno et al., 2019). Mientras que, los
fucoidanos presentes son considerados galactofucanos sulfatados, por su composicién,
y se caracterizan por presentar actividad anticancerigena, antiinflamatoria, antioxidante,
anticoagulante, antitumoral, inmunoestimulante y antiviral (Chen et al., 2009; Usov &
Bilan, 2009; Zhang et al., 2014; Zhao et al., 2018). Reportes previos, especifican que los
extractos de U. pinnatifida exhibieron actividad inhibitoria de la a-amilasa; la cual podria
explicarse por la composicion de alginatos y acidos fendlicos presentes en la misma
(Zaharudin et al., 2018). Por otra parte, dipéptidos extraidos a partir de extractos de
Undaria y suplementados en ratones, exhibieron actividad inhibitoria de la agiotensina
1, ejerciendo un efecto antihipertensivo en los mismos (Zhang et al., 2014). Las
fucoxantinas, pigmento caracteristico de las algas pardas, mostraron un efecto contra la
obesidad; ademé&s de presentar propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antidiabéticas y antifotoenvejecimiento (Nuno et al., 2019; Wells et al., 2017; Zhang et
al., 2014). Trabajos previos, describen la actividad antinflamatoria de los fucoesteroles

obtenidos de Undaria; ademas de otros compuestos de interés como los fenoles, ya que
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se ha demostrado su propiedad antioxidante, antimicrobianas, antiviral entre otras
(Nuno et al., 2019; Zhang et al., 2014).

En cuanto a su composicion en minerales, las algas pardas se caracterizan por su
capacidad superior de acumular sustancias inorganicas del medio, a causa de la
composicion de polisacéridos presente en su superficie (Nuno et al., 2019). Las algas
pardas contienen concentraciones de minerales mayores que las presentes en
alimentos vegetales y carnes (Kolb et al., 2004); por esta razon su utilizacién en
pequeiias cantidades pueden proporcionar a nuestros alimentos mucho de los

elementos de los que carecen naturalmente.

Por estas razones, es que se seleccionaron los productos fermentados a base de
vegetales Brassica suplementado con Undaria (AKU, RBU y RCU), ya que le
proporcionaria al consumidor una mayor diversidad de compuestos bioactivos
(fucoidanos, alginatos, polifenoles, fucoesteroles, carotenoides, entre otros) con
propiedades nutricionales, funcionales y biol6gicas beneficiosas para la salud. A su vez,
el consumo de alga también compensaria el contenido de minerales, proporcionando de
esta forma muchos de los elementos faltantes. Ademas, estos fermentos serian una
nueva alternativa para potenciar el consumo local del alga, aprovechando el recurso

escasamente explotado en nuestras costas.

4.11 Analisis microbiolégico de los productos fermentados

Luego de finalizar la fermentacion, se realizé un andlisis microbiolégico a los productos
AKU, RBU y RCU, los valores obtenidos de levaduras, BAL, aerobios y coliformes

totales estan exhibidos en la Tabla 14.

Tabla 14: Recuentos microbiol6gicos obtenidos en los productos fermentados.

R
_ecue_ntos Productos fermentados
microbianos
(log UFC/g) AKU RBU RCU
Levaduras <1 2,5+0,31 <1
BAL 5,97+0,09 5,84+0,08 5,82+0,03
Aerobios totales 4,70+0,16 4,81+0,37 4,85+0,02
Coliformes totales <1l <1 <1

Los recuentos de BAL y aerobios totales no exhibieron diferencias significativas entre
los productos fermentados =6 log UFC/g (p>0,05). Estudios previos exhibieron valores
mas elevados de BAL (=8 log UFC/g) realizando una fermentacion durante 14 dias

(Jagannath et al.,, 2012; Zubaidah et al., 2020). Estas diferencias corresponden
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principalmente a los periodos de fermentacion utilizados, al efectuarse el proceso en un
tiempo mas corto, la concentracién de hidratos de carbono en la matriz es mas alta
promoviendo una mayor tasa de crecimiento de estos microorganismos. No obstante,
se estima que los recuentos de BAL del chucrut pueden oscilar entre 3 log UFC/g y 8
log UFC/g (Rezac et al., 2018). En cuanto a los recuentos de aerobios totales, los
productos fermentados obtuvieron valores proximos a los datos exhibidos de BAL (=5
log UFC/g). Sesefia Prieto (2007) obtuvo una evolucién paralela de los aerobios totales
y de BAL durante la fermentacion controlada de berenjenas. Estas determinaciones, “a
priori” nos permitiria afirmar que practicamente toda la microbiota que crece en el medio
PCA también lo hace en MRS.

El recuento de levaduras se estimé en menos de <1 log UFC/g en AKU y RCU, mientras
que, en RBU exhibio valores =2,5 log UFC/g. En estos tipos de alimentos, el crecimiento
de levaduras puede ocasionar defectos en el producto, formacion de burbujas por el
CO. v el H; producidos. Las levaduras actian principalmente durante la fermentacion
secundaria y son capaces de utilizar el 4cido lactico formado en las etapas anteriores,
lo que ocasiona un aumento del pH de la matriz, favoreciéndose el desarrollo de otros
microorganismos también indeseables (Di Cagno et al.,, 2016). Liu et al. (2021)
mencionan que la concentracién de levaduras en comparacion con las BAL tiene que
encontrarse en una relacion 1:100-1:1000. Sin embargo, en el RBU al comparar las UFC
de levaduras y BAL se obtuvo una relacién 1:10000, por lo cual no afectaria la calidad
del alimento. Prachyakij et al. (2008) determinaron que era menos probable que se
produjera un deterioro por hongos y levaduras en vegetales fermentados inoculados con
la especie L. plantarum. Sin embargo, aun seria necesario realizar mas investigaciones
para determinar por qué este inéculo tuvo un mayor efecto inhibidor. En los vegetales
fermentados los principales géneros de levaduras deteriorantes son Candida spp.,
Saccharomyces spp., Pichia spp., Issatchenkia spp. y Zygosaccharomyces spp.,
produciendo principalmente aromas atipicos, salmueras turbias y la degradacion de los
polisacaridos estructurales (Ballester et al.,, 2022). En el caso del chucrut, si la
fermentacion no se completa el producto resultante es amargo y es mas susceptible al
deterioro por las levaduras (Di Cagno et al., 2016). Por lo tanto, se deben tener en cuenta
diferentes estrategias para inhibir el desarrollo de levaduras durante el proceso y
almacenamiento, para asegurar la calidad microbiolégica y las caracteristicas

sensoriales en este tipo de productos.

Los recuentos de coliformes en los alimentos se utilizan como indicador de una higiene
inadecuada, condiciones insalubres o contaminacién posterior a las etapas del proceso

(Ghosh, 2021). La presencia de estos microorganismos se determind al finalizar el
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proceso de fermentacion y se obtuvieron recuentos <1 log UFC/g en los productos (AKU,
RBU y RCU). Estudios previos han demostrado que la fermentacion realizada con un
starter seleccionado autdctono exhibe un rapido descenso de pH, un elevado consumo
de carbohidratos fermentables, favoreciendo la inhibicion de estos microorganismos (Di
Cagno et al., 2013).

Luego de realizar la evaluacion de la calidad microbiolégica de los productos
fermentados (AKU, RBU y RCU), los mismos se consideraron inocuos y aptos para el

consumo humano.

4.12 Analisis sensorial

La evaluacion sensorial comenzé durante la segunda guerra mundial cuando la industria
alimentaria elaboré raciones de comida para los soldados y era necesario conocer su
aceptabilidad. No obstante, el analisis sensorial se impulsé como ciencia dura en el siglo
pasado, incrementandose rapidamente junto con el desarrollo de los alimentos
procesados (Ruiz-Capillas et al., 2021). Posteriormente, se convirtid en una disciplina
cientifica utilizada para evocar, medir, analizar e interpretar las reacciones a aquellas
caracteristicas de los alimentos, que son percibidas por todos los sentidos (IFT, 2005).
Se realiz6 una evaluacién sensorial de los productos fermentados (AKU, RBU y RCU),
obtenidos a partir de una fermentacién controlada, para conocer su aceptabilidad por
parte de los consumidores. En este estudio, participaron 70 panelistas no entrenados,
todos mayores de 18 afios. Se comprobé que los panelistas exhibieron una mayor
preferencia por el sabor de los productos que por el olor de estos (p<0,05) (Tabla 15).
Se determind que mas de la mitad de los panelistas puntuaron con un valor mayor igual
a cinco (=5) el sabor de todos los fermentos (AKU, RBU y RCU). El mismo porcentaje
de aceptacion (>50%) se observé para el olor de AKU y RBU; mientras que, el RCU
obtuvo una menor puntuacién (42,86%) (Tabla 15).

Tabla 15: Porcentaje de panelistas que calificaron los distintos productos con una puntuacién =5
(me gusta levemente) en la escala hedénica.

Panelistas (%)
Aceptabilidad global Productos puntuaciéon 2 5
AKU 59,15
Olor RBU 52,86
RCU 42,86
AKU 66,20
Sabor RBU 68,57
RCU 68,57
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En cuanto a la aceptabilidad global, las muestras obtuvieron una calificacion promedio
ubicada entre cuatro y cinco en la escala heddnica; esto demaostrd que, a los panelistas
les gustd levemente el olor y sabor de los productos, sin mostrar preferencias entre ellos
(p>0,05) (Fig. 57). Se puede apreciar una importante variabilidad en los valores
recopilados de los panelistas para cada muestra, esto es consecuente a las
apreciaciones completamente personales de los consumidores (culturales, educativas,
ambientales, habitos, debilidades, variabilidad en las capacidades sensoriales y
predileccion, etc.) (Ruiz-Capillas et al., 2021)
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Figura 57: Representacion de la aceptacién global (olor y sabor) promedio de cada producto
(AKU, RBU, RCU), empleando la escala hedonica de siete puntos. Letras iguales, situadas sobre
las barras de error, indican que no hay diferencias significativas (p>0,05) entre las medias de los
grupos comparados (olor y sabor).

Las escalas JAR son muy utilizadas en el desarrollo de nuevos productos, ya que
permiten evaluar las preferencias de los consumidores. Se utilizan principalmente para
identificar si los atributos presentes en el alimento estan bien optimizados o si, por el
contrario, necesitan modificar su intensidad (Li et al., 2014). En este analisis, se les
permitié a los panelistas calificar las intensidades de cada atributo libremente en una
escala de JAR de cinco puntos. En la Fig. 58 se observa la distribucién de porcentajes
de panelistas que seleccionaron los diferentes niveles en la escala JAR para cada
atributo, se redujo la escala de cinco a tres puntos (1 y 2: “demasiado débil”, 3: “JAR”, 4
y 5: “demasiado fuerte”) con el objetivo de contrastar las preferencias de los panelistas
siguiendo las recomendaciones de Li et al. (2014). EI RCU exhibi6 el mayor porcentaje
de panelistas que calificaron los atributos acidez y salado con una intensidad ideal, 50%
y 64,29% respectivamente, en comparacion con los otros productos. Si bien, todos los
productos presentaron la misma concentracion de NaCl (3%), se comprobd que el
atributo salado se percibié mejor aceptado en RCU, ya que ademas de presentar el
mayor porcentaje de JAR, los valores extremos se fragmentaron uniformemente entre

los que afirman que es “demasiado débil” y “demasiado fuerte” (15,71% y 20%,
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respectivamente) (Fig. 58a). Sin embargo, la intensidad de este atributo deberia ser
revisado en los otros dos productos (AKU y RBU), ya que un importante porcentaje de
panelistas (>20%) percibi6 el sabor salado “demasiado fuerte”, principalmente en AKU.
Por otro lado, la intensidad de acidez en los tres productos tendié a calificarse como
“demasiado fuerte”, considerando que el porcentaje de jurados del extremo superior

super6 el 20% (Fig. 58b).
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Figura 58: Representacion del porcentaje de panelistas que seleccionaron los diferentes niveles
en la escala JAR para cada atributo (a: salado, b: acidez), reduciendo la escala de cinco a tres
puntos.

Posteriormente, se realizé el analisis de penalizacion para determinar si un atributo que
present6 un elevado porcentaje por debajo o por encima de JAR, condiciond en la
puntuacion de la aceptacion global. En las Figs. 59 y 60 se observa la penalizacion de
los atributos evaluados en la aceptacion global sabor y olor, respectivamente, para cada
producto fermentado. Los paneles de las Figs. 59 y 60 se dividieron en cuatro
subpaneles con una linea punteada vertical y horizontal que representa el 20% de los
panelistas y una penalizacion (mean drops) de 1, respectivamente. En el subpanel
superior derecho de cada panel, se encuentran los atributos con mayor efecto o
“penalizacion” (>20% de las calificaciones de los panelistas y con penalizaciones >1) en

la aceptacion global del producto correspondiente (Iserliyska et al., 2017).
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Figura 59: Penalizacién de los atributos acidez y salado en la aceptacion global (sabor) de los
productos evaluados: AKU (akusai/Undaria) (a), RBU (repollo blanco/Undaria) (b) y RCU (repollo
colorado/Undaria) (c). +: “demasiado fuerte”; —: “demasiado débil”.

El sabor salado seleccionado como “demasiado fuerte” afecté la aceptacion global del
producto fermentado AKU, ya que exhibi6é un valor de penalizacion >1 y un porcentaje
de panelistas >20% (Fig. 59a). Mientras que, el olor 4cido “demasiado débil” mostré un
efecto leve en la aceptacion global de este producto (Fig. 60a), ya que el valor de
panelistas se ubicé muy proximo a 20% y la penalizacion a 1. Por otro lado, el sabor y
el olor acido “demasiado fuerte” condiciono la aceptacion global del RBU, exhibiendo un
elevado porcentaje de panelistas (>20%) y un valor de penalizacion >1 (Figs. 59b y 60b,
respectivamente). Se comprobd que el RCU es el Unico de los productos, en el cual la
intensidad de los atributos acidez y salado seleccionada por los panelistas no penaliz6
a la aceptacion global del mismo. Aunque el sabor y el olor acido se calific6 como
“demasiado fuerte” por un gran porcentaje de panelistas (>20%), esto no penaliz6 a la

hora de valorar la aceptacion global (<1) (Figs. 59c y 60c).
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Figura 60: Penalizacion del atributo acidez en la aceptacion global (olor) de los productos
evaluados: AKU (a), RBU (b) y RCU (c). +: “demasiado fuerte”; —: “demasiado débil”.

Posteriormente, se calculd la desviacién de JAR de los atributos acidez y salado en
funcién a la aceptacién global, individualmente para el sabor y el olor, para cada
producto fermentado. Los datos obtenidos a partir del desvio de JAR se observaron
igualmente divididos para cada producto estudiado (Fig. 61). Por lo tanto, se determiné
que la mitad de los panelistas calificaron el atributo salado como “demasiado fuerte” y
la otra mitad lo sefialaron como “demasiado débil”, en funcion de la aceptacién global
(sabor) de los productos (Fig. 61a). La misma distribucion de los resultados se observa
para el atributo acidez en funcién de la aceptacion con respecto al sabor (Fig. 61b) y el
olor (Fig. 61c). En todos los casos, el problema subyacente no es un inconveniente del
método para proporcionar direccion sino mas bien, la existencia de segmentacion

(Gacula et al., 2007), como consecuencia de las diferentes preferencias sensoriales que
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exhibieron los panelistas frente a los mismos productos evaluados. En un futuro, se
deberia plantear un analisis sensorial mas exhaustivo, con un mayor ndmero de
panelistas no entrenados o realizarlo con un jurado entrenado para lograr reducir la
variabilidad de los datos obtenidos. Sin embargo, hay que destacar que los valores
correspondientes a JAR se encuentran por encima de 4 “ni me gusta, ni me disgusta”

en la escala hedonica de aceptacion, para todos los casos.
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Figura 61: Ubicacion de los desvios de JAR (¢) para los grupos “demasiado débil” (o) y

“demasiado fuerte” (e) para cada atributo: salado (a) y acidez (a y b) en funciéon de la
aceptabilidad (sabor: a y b; olor: c) para cada producto. Dentro de cada grupo de datos, las
medias con una letra en comun no difieren significativamente entre si (p>0,05).
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4.13 Propiedades fisicoquimicas

Se monitored el pH, los °Brix, la acidez titulable y la actividad de agua (aw) de los
productos fermentados antes (To) y después del almacenamiento por 50 dias a5 °C (Ty)
(Tabla 16).

Tabla 16: Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los productos fermentados al
iniciar y finalizar la etapa de almacenamiento a 5°C.

Propiedades AKU RBU RCU
fisicoquimicas To T1 To T1 To T1
pH 3,76+0,012  3,40+0,02® 3,33+0,05° 3,34+0,08% 3,36+0,03°  3,35+0,05%
°Brix 6,7+0,14° 6,840,008  8,9+0,14°  8,6+0,28%  8,9+0,14% 8,940,142
Acidez 0}itulable 0,93+0,08° 0,95+0,00° 1,18+0,028 1,41+0,00° 1,65+0,012 1,63+0,012
(a:v) 0,985 0,984 0,983 0,982 0,983 0,983

TO: antes del almacenamiento; T1: 50 dias de almacenamiento a 5 °C. Cada valor es la media + desviacion estandar de
tres mediciones. Letras distintas, situadas sobre las barras de error, indican que hay diferencias significativas (p<0,05)
entre las medias obtenidas antes y después del alimacenamiento.

Como se mencioné anteriormente, el pH es un indicador clave utilizado para monitorear
la calidad de un producto fermentado. Luego del proceso de fermentacion los productos
AKU, RBU y RCU exhibieron valores de pH <4,1, condicién requerida por el CAA-Art.
976. Se puede observar que el pH del AKU se estabiliz6 a 3,40 durante el periodo de
almacenamiento; mientras que el RBU y RCU no exhibieron cambios significatvos
(pH=3,3) (p=<0,05). Jagannath et al. (2012) describieron un leve descenso del pH durante
el almacenamiento de chucrut durante 90 dias. Mientras que, Thakur et al. (2020)
obtuvieron un incremento significativo de pH durante el almacenamiento a baja
temperatura por 63 dias en los dos tratamientos implementados: 3,10 a 4,13 con
metabisulfito de potasio y de 3,15 a 4,36 utilizando una pasteurizacién previa. Reportes
previos han detectado caracteristicas indeseables durante la fermentacion por la
presencia de cepas de levaduras, las cuales se asociaron con la utilizacién de acidos
organicos y el consiguiente incremento del pH (Hernandez et al., 2018). Ademas, luego
de incrementar el pH>4,0 y reducir el ambiente utilizando el oxigeno disuelto, algunas
especies de BAL, como L. buchneri y P. etanolidurans produjeron acido propiénico y
butirico, lo que condujo a malos olores e incluso olores fétidos en vegetales fermentados
(Hernandez et al., 2018). Por lo tanto, mantener el pH estable y con un valor <4,0
durante el almacenamiento es imprescindible para garantizar la calidad de los alimentos

fermentados a base de vegetales.
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En paralelo, se evalué el porcentaje de acidez titulable de los productos fermentados.
Estudios previos, determinaron que el akusai y repollo fresco presentan un bajo
porcentaje de acidez titulable, 0,11 y 0,23%, respectivamente (Park, 2004; Thakur et al.,
2020). Sin embargo, al finalizar el proceso de fermentacion, el porcentaje de acidez
titulable se increment6 en todos los productos; alcanzando un valor >1,0% en RBU y
RCU, condicion requerida por el CAA-Art. 976. Durante la fermentacion vegetal, el
descenso de pH va acompafiado a un incremento del porcentaje de acidez titulable
como consecuencia principalmente del acido lactico producido por las BAL a partir de la
conversion de carbohidratos presentes en el vegetal (Vatansever et al., 2017). Si bien,
el AKU mostrd un porcentaje de acidez <1,0%, hay que considerar que el CAA-Art. 976
se refiere el chucrut a base de repollos duros (B. oleracea), siendo el AK una especie
diferente. Ademas, los fermentos estudiados presentan una mezcla del vegetal
correspondiente (AK, RB o RC) con un 20% Undaria, esto podria afectar al parametro
evaluado; ya que reportes previos describen que a mayor proporcion de alga menor es
el porcentaje de acidez alcanzada (Brochu, 2018). Se puede observar que el AKU
exhibié el menor porcentaje de acidez titulable acompafiado a un mayor valor de pH, en
comparacion con los otros vegetales. Luego del periodo de almacenamiento, el AKU y
el RCU se mantuvieron estables, mientras que el RBU incrementd el porcentaje de
acidez; es probable que las BAL continuaran con una minima produccién de acido
lactico hasta utilizar en su totalidad el sustrato fermentable (Vatansever et al., 2017).

Los sdlidos solubles totales expresados en °Brix se determinaron en los productos
fermentados. EI RBU y RCU exhibieron 8,9 °Brix, mientras que el AKU alcanzé un valor
menor de 6,7 °Brix, al finalizar el periodo de fermentacion. Estos valores son mayores
gue los reportados en los vegetales frescos, alrededor de 3,80 y 5,65 °Brix en akusai y
repollo, respectivamente (Lemtur et al., 2019; Thakur et al., 2020). Si bien, el AKU
alcanz6 un menor valor de °Brix en comparacion con los otros productos fermentados,
este exhibié una relacion mayor al comparar con los valores del vegetal fresco y
fermentado 6,7/3,80 °Brix (AKU/akusai fresco)>8,9/5,65 °Brix (RBU-RCU/repollo
fresco). Thakur et al. (2017) realizaron una fermentacién de repollos durante 28 dias a
15-20 °C y obtuvieron valores similares de °Brix (8,6). Los vegetales cortados en tiras
con sal agregada, como resultado de su area superficial incrementada, facilita el
crecimiento de BAL y la extraccién de agua. Esto produce un incremento rapido los
valores de °Brix durante la fermentacion, como consecuencia del NaCl y algunos
materiales solubles que son lixiviados desde los vegetales (Lemtur et al., 2019). Luego
del periodo de almacenamiento a 5 °C, tanto AKU como RBU exhibieron pequefias
variaciones, mientras que el RCU se mantuvo estable (Tabla 17). Estas variaciones

observadas sobre los soélidos solubles en el almacenamiento pueden ocurrir como
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resultado de pequefias reacciones que ocurren en la salmuera, posterior al periodo de
fermentacion (Vatansever et al., 2017).

Ademas, se determiné la ay al finalizar el proceso de fermentacion y el periodo de
almacenamiento de los productos fermentados. Este parametro influye en la calidad y
estabilidad de los alimentos, ya que permite medir la disponibilidad de agua en un
producto, para que actie como reactante, solvente, humectante, nutriente, etc. (Tapia,
2020). Los datos exhibidos en la Tabla 17 se calcularon a partir de la curva de calibracion
generada con diferentes soluciones sobresaturadas de K;SO., KNOs; y KCI,

relacionando los valores teodricos con los valores obtenidos.

Tabla 17: Valores obtenidos y teoricos de aw para las diferentes soluciones salinas
sobresaturadas.

Soluciones aw aw
sobresaturadas (datos obtenidos) (datos tedricos)
K2SOa 0,964 (17,1 °C) 0,980 (15 °C) (Tapia, 2020)
KNOs 0,933 (17, 1 °C) 0,950 (15 °C) (Tapia, 2020)
KCI 0,849 (16,8 °C) 0,860 (15 °C) (Tapia, 2020)

Curva de calibracion a,, = 1,06 * a,, ge; arimento — 0,04  R?> = 0,99

La aw se observl sin cambios significativos durante el periodo de almacenamiento de
los productos fermentados (p<0,05) (Tabla 16). Vatansever et al. (2017) exhibieron
valores similares al finalizar la fermentacion de repollo colorado (aw=0,98). En general,
las bacterias requieren una actividad 20,9 para sobrevivir (Tapia, 2020). Si bien, los
valores obtenidos son altos, se utilizaron otros factores de estrés en combinacion con la
aw, lo que se conoce como enfoque de obstaculo o hudles: pH acido (pH=3,5), adicion
de NaCl, uso de temperaturas bajas de conservacion (5 °C) (Fig. 62). Las interacciones
que ocurren entre la a, del alimento y otras propiedades intrinsecas de los mismos (pH,
contenido de nutrientes, potencial de 6xido reduccion, presion osmética, presencia de
antimicrobianos naturales, etc.), ademas de los factores extrinsecos determinados por
el procesamiento y el ambiente (temperatura, humedad, oxigeno, luz, empaque, etc.)
controlan el crecimiento de microorganismos, el tipo de especies que se desarrollaran y
la subsecuente actividad metabdlica (produccion de toxinas y de otros metabolitos)
(Tapia, 2020).
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Fuente: adaptada desde Leistner (1995).

Figura 62: Representacion grafica del efecto de obstaculos o hurdles en alimentos. aw; pH,
acidez; NacCl, adicién de sal 3%; t: baja temperatura de almacenamiento 5 °C.

4.14 Andlisis de textura

La textura es una de las limitaciones de calidad mas importantes, resultando esencial
para asegurar la aceptabilidad de un producto (Jaiswal et al., 2012). Bourne (1981)
defini6 a las propiedades texturales de un alimento como el conjunto de caracteristicas
fisicas que son consecuencias de los elementos estructurales del mismo. Estas
propiedades estan relacionadas con la deformacién bajo la accién de una fuerza y
pueden ser medidas objetivamente en funcion de la masa, el tiempo y distancia de
deformacién (Levine & Finley, 2018). Se debe considerar que la gran mayoria de los
alimentos, incluido el chucrut, presentan un comportamiento viscoelastico, es decir
tienen un componente elastico y otro viscoso. Al someterle una determinada tension a
estos tipos de alimentos, parte de la energia se almacena como energia potencial,
similar a los sélidos ideales y otra parte se disipa como hacen los fluidos (Diaz Ocampo,
2018). Por esta razon, los materiales viscoelasticos tienen un comportamiento
intermedio entre el de un soélido ideal y el de un fluido newtoniano. En este estudio, se
evalué la fuerza de deformacion necesaria de los productos en dos tiempos, al finalizar
la etapa de fermentacion (To) y después del periodo de almacenados a 5 °C (T1). EI AKU
exhibio una disminucion significativa en la firmeza de 508,48 N a 350,34 N (p<0,05) (Fig.
63), con un porcentaje de ablandamiento del 31,10%. Mientras que, el RBU y RCU no
exhibieron cambios significativos durante el almacenamiento (p>0,05) (Fig. 63) y
presentaron un porcentaje de ablandamiento de 9,08% y 0,55%, respectivamente. El
RCU exhibi6 valores de fuerza (N) superiores a los otros dos productos (AKU y RBU)
exhibiendo una mayor resistencia a la deformacion. La temperatura utilizada para el
almacenamiento reduce la actividad microbiana; sin embargo, algunas reacciones
contintan ocurriendo afectando en diferente medida los constituyentes de la pared

celular y la ldmina media, lo que provoca cambios en la firmeza del alimento (Jaiswal et
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al., 2012). Si bien, los valores de a. determinados resultaron similares en los tres
modelos, el AKU se destaco6 por presentar mayor cantidad de liquido (liberado durante
la fermentacién) en comparacién con los otros productos, esto pudo alterar en mayor
medida las propiedades texturales del mismo.
800
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Figura 63: Fuerza maxima de deformacién obtenida para cada producto (AKU, RBU, RCU) en
los dos periodos analizados: al finalizar el proceso de fermentacién (¢) y luego de dos meses
almacenados a 5 °C (e). Cada valor es la media £ desviacion estandar de al menos 5 mediciones.
Letras iguales indican que no hay diferencia significativa entre las medias (p>0,05), para cada
producto.

Luego de comparar los resultados obtenidos de los tres modelos combinados de

brasicaceas y Undaria se seleccioné RCU, ya que:

-El RCU exhibié un valor de CTF significativamente mayor (p<0,05), en comparacién a

los otros dos productos.

-ElI RCU presenté un valor de capacidad antioxidante significativamente superior a RBU
y AKU (p<0,05).

-ElI RCU exhibié el mayor porcentaje de que calificaron los atributos “acidez” y “salado”

con una intensidad ideal, en comparacién con los otros productos.

-Se determind que la intensidad de los atributos “acidez” y “salado” seleccionada por los
panelistas no penalizé a la aceptacion global del RCU, a diferencia de los otros

productos.

-Las propiedades fisicoquimicas del RCU no mostraron variaciones significativas

durante el almacenamiento.

-La textura del RCU no exhibi6 diferencias significativas durante el periodo de

almacenamiento, arrojando un porcentaje de ablandamiento despreciable.
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4.15 Reto microbiano

4.15.1 Zygosaccharomyces bailii NRRL-7256

Las BAL son las principales responsables de prolongar la vida util y la seguridad de los
alimentos fermentados, ya que durante el proceso producen una elevada concentracion
de &cidos organicos y metabolitos (Blajman & Zarate, 2020). El chucrut se encuentra
comercializado tanto pasteurizado como sin pasteurizar, este Ultimo permite conservar
completamente su valor funcional, generando mayores beneficios sobre salud del
consumidor (Thakur et al., 2020). Sin embargo, un problema frecuente en los productos
no pasteurizados es el deterioro causado por el crecimiento de levaduras y hongos
durante su almacenamiento. Por este motivo, al chucrut y a otros vegetales fermentados
comercializados sin pasteurizar se le suele adicionar algiin conservante como sorbato
de potasio, benzoato de sodio o metabisulfito de potasio para extender su vida (til
(almacenamiento en refrigeracién) (Thakur et al., 2020). Entre las especies de
Zygosaccharomyces, Z. bailii esta frecuentemente implicada en el deterioro de
alimentos con alto contenido de acidez y puede desarrollar resistencia a antifingicos y
crecer a bajas temperaturas (Rivera Carriles et al., 2005). En este trabajo se evalué la
viabilidad de la cepa Z. bailii NRRL 7256 durante el almacenamiento de RCU a5°Cy
se incorpord natamicina, como una opcién al empleo de un antifingico sintético. En la
Tabla 18 se observan los recuentos microbianos realizados durante el ensayo. Se puede
observar que entre los sistemas utilizados no existieron diferencias significativas
(p<0,05). Los sistemas se inocularon con 5,2 log UFC/g de Z. bailii, sin embargo, en el
tiempo 0 exhibieron una menor concentracion <3,0 log UFC/g y a los 7 dias posteriores
se obtuvieron valores inferiores (<1,0 log UFC/g) manteniéndose hasta finalizar el
ensayo. Este comportamiento podria ser consecuencia de la elevada concentracion de
CTF que presenta el repollo colorado, sumado a la acidez del medio y las bajas
concentraciones de azlcares que exhibe la matriz ya fermentada. Los fenoles bioactivos
extraidos durante la fermentacién, mediante la actividad de las BAL, se pueden
comportar como conservantes naturales. En este contexto, existen reportes previos que
han investigado las propiedades antimicrobianas y antibiofilm de los compuestos
fendlicos, presentando principalmente datos sobre los efectos contra las bacterias
(Sabel et al., 2017). No obstante, también se han estudiado el efecto de diferentes
compuestos sobre algunas levaduras de deterioro; como por ejemplo, la vainillina, el
pterostilbeno, el resveratrol, la luteolina, el acido p-cumarico y el acido ferulico contra el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae, Z. bailii, Z. rouxii y otras cepas relacionadas

con el vino (Kimmani et al., 2021; Sabel et al., 2017).
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Mediante este estudio se comprobd que no seria necesario la suplementacion de
natamicina al RCU, producto obtenido a partir de la fermentacién controlada, ya que el
desarrollo de Z. bailii sobre esta matriz se ve afectado durante su almacenamiento a 5
°C

Tabla 18: Contaminacion post-elaboracién con Z. bailii: recuento microbiano realizado en RCU
durante el almacenamiento a 5 °C.

Sistema Tiempo Levaduras Coliformes totales
(dias) (Log UFC/g)
0 <1 <1
Control 7 <1 <1
© 21 <1 <1
28 <1 <1
0 2,43+0,38 <1
S1
- 7 <1 <1
Zygosaccharomyces bailii 21 <1 <1
5,17 log UFC/

( g 9 28 <1 <1
0 2,74+0,28 <1
S2 7 <1 <1

Z. bailii (5,17 log UFC/qg)
. 21 <1 <1

+ Natamicina 7,5 ppm

28 <1 <1l
0 2,40+0,17 <1
S3 7 <1 <1

Z. bailii (5,17 log UFC/q)
. 21 <1 <1

+ Natamicina 15 ppm

28 <1 <1

4.15.2 L. monocytogenes Scott Ay E. coli ATCC 35218

Las fuentes de contaminacion de la materia prima para elaborar chucrut u otros
vegetales fermentados son diversas e incluyen agua contaminada, polvo, animales
domésticos, utensilios sucios y manipuladores de alimentos, entre otros (Edwards &
Dunlop, 2019). Ademas, reportes previos mencionan que el alga también contribuye al
incremento de bacterias contaminantes en la matriz a fermentar (Brochu, 2018), por lo
que se recomienda una esterilizacién previa. Los principales patégenos evaluados
durante la elaboracién de los vegetales fermentados son E. coli, Listeria sp. y Salmonella
sp. (Karagozlu & Ergnl, 2011; Niksic et al., 2005), ya que es conocida la habilidad de
estos microorganismos para crecer en un amplio rango de temperaturas, pH y salinidad
(Edwards & Dunlop, 2019).

En este trabajo se determind la viabilidad de L. monocytogenes Scott Ay E. coli ATCC
35218 durante la fermentacién de RCU. Se observo un descenso del pH y el incremento
de acidez titulable durante la fermentacion controlada de RCU (Fig. 64). En el periodo
inicial de la fermentacion se exhibié un descenso significativo de pH hasta el dia 10

(p=<0,05) alcanzando un valor <4,0; luego, éste se mantuvo estable hasta el dia 30 del
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proceso. En contraste, la acidez se incrementé significativamente durante los primeros
10 dias de fermentacién (p<0,05), alcanzando valores =1,5%; y luego se mantuvo

constante.
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Figura 64: Evolucién del pH (0) y la acidez titulable (%) (e) durante la fermentacion controlada de
RCU. Cada valor es la media + desviacion estandar de tres mediciones.

Se realiz6 el recuento de BAL, aerobios totales, coliformes y levaduras en el control
(Tabla 19) para monitorear la calidad microbiolégica durante el proceso de fermentacion.
En la fermentacion controlada, se obtuvo una evolucion paralela de los aerobios totales
y de BAL durante la fermentacion (Tabla 19), este comportamiento también se observo
en estudios similares (Sesefia Prieto, 2007). Los coliformes totales detectados en el
control disminuyeron rapidamente (dia 3) por consecuencia del incremento de acidez
producido durante la etapa inicial de la fermentacion (Fig. 64, Tabla 19). En el control,
se observd un recuento relativamente bajo de levaduras en comparaciéon con las BAL
durante el ensayo (Tabla 19).

Tabla 19: Recuento microbioldgico realizado en el ensayo control, durante la fermentacion
controlada de RCU. Cada valor es la media + desviacién estandar de tres mediciones.

Tiempo BAL Aerobios totales Levaduras Coliformes totales
(dias) (log UFC/g) (log UFC/qg) (log UFC/qg) (log UFC/qg)
0 5,65+0,03 5,72+0,07 <1 <1
1 7,43+0,04 7,48+0,04 <1 2,49+0,20
3 8,25+0,06 8,47+0,02 <1 <1
5 8,53+0,24 8,20+0,00 2,16+0,28 <1
7 8,58+0,28 8,77+0,20 2,72+0,22 <1
10 8,75+0,08 8,79+0,19 2,16+0,28 <1
15 7,86+0,15 8,19+0,04 2,66+0,22 <1
20 6,74+0,22 7,39+0,14 <1 <1
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La poblacion de BAL exhibio un valor de =5 log UFC/g en cada sistema (S1: inoculado
con E. coli; S2: inoculado con L. monocytogenes Scott A) (Fig. 65) y el control (Tabla
19), al inicio de la fermentacion (dia 0). Mientras que, el S1 y S2 exhibieron una
poblacion de =4 log UFC/g de E. coli y L. monocytogenes Scott A, respectivamente (dia
0) (Fig. 65). Estos valores son esperables en funcién de las inoculaciones realizadas

sobre los sistemas y el control.
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Figura 65: Monitoreo de BAL (o) y viabilidad de a) E. coli ATCC 35218 (¢) (S1) y b) L.
monocytogenes Scott A (¢) (S2), durante la fermentacion controlada de RCU. Cada valor es la
media + desviacion estdndar de tres mediciones.

Se determiné una disminucion mas acelerada de la poblacion de E. coli que de L.
monocytogenes Scott A, durante la fermentacién controlada de RCU (Fig. 65). La
poblacion de E. coli ATCC 35218 descendi6 rapidamente durante los primeros dias del
ensayo; alcanzando una poblacién <1 log UFC/g en el dia 5 (Fig. 65a), donde la matriz
alcanz6 una acidez titulable >1,0% y un pH=4,3. Ademas, se observo una competencia
importante por parte de las BAL durante la etapa inicial, alcanzando el maximo de
crecimiento el dia 5 (=8 log UFC/g). Se determiné que el desarrollo de BAL en el S1
(RCU inoculado con E. coli) no mostré diferencias significativas con el control (p>0,05)
(Tabla 19). Se puede decir que, la disminucién de la poblacion de E. coli ATCC 35218
esta relacionada con el aumento de la acidez titulable durante el proceso de
fermentacion. Esto es consistente con los resultados reportados por otros autores,
guienes demostraron que la poblacion de E. coli O157:H7 disminuyé durante la
fermentacion del repollo y lo asociaron con el incremento del porcentaje de acidez
titulable del fermento (Arias et al., 2001; Niksic et al., 2005; Yu et al., 2001). Arias et al.
(2001) compararon la viabilidad de E. coli O157:H7 a distintas temperaturas y
determinaron que, a 22 °C se logré una disminucion significativa de la poblacion, sin
embargo, no observaron el mismo efecto a 0, 6 y 12 °C; probablemente debido a
competencia microbiana y el gradual descenso de pH. Niksic et al. (2005) reportaron la

disminucion de la poblacion de E. coli (<1 log UFC/g) al tercer dia de una fermentacién
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de repollo realizada a 18 °C (con un recuento inicial de =4 log UFC/g), indicando un

pH=4,5 en ese momento.

En cuanto a los sistemas inoculados con L. monocytogenes Scott A (S2), se observo
que dicha bacteria exhibi6 mayor tolerancia al pH, ya que la poblacion disminuy6
gradualmente durante el periodo de fermentacion (Fig. 65b). Reportes previos
mencionaron la habilidad que presenta este género para adaptarse a medios acidos
(Edwards & Dunlop, 2019; Niksic et al., 2005). Es importante recordar que dos cepas de
Lactiplantibacillus spp. (RBTw102 y 332) presentes en el segundo in6culo, exhibieron
actividad anti-Listeria y en ambas se detectaron diversos genes de plantaricinas. La
presencia de metabolitos sintetizados por las BAL, la acidez, la concentracion de sal y
la temperatura son algunos de los obstaculos que debe afrontar este patdgeno para su
desarrollo en esta matriz de RCU (Leistner, 1995). Los resultados obtenidos en este
estudio concuerdan con reportes previos, donde se observo un descenso progresivo de
L. monocytogenes durante la fermentacién de repollo a 18 °C, alcanzando una poblaciéon
<1 log UFC/g a los 10 dia cuando se empleaba una concentracién de 3% de NaCl (Niksic
et al., 2005). EI S2 (RCU inoculado con L. monocytogenes Scott A) exhibié un desarrollo
de BAL similar al control (p>0,05), donde la presencia de L. monocytogenes no afect6

el proceso de fermentacion.

El proceso de fermentacion controlada de RCU garantiza la disminucién de la poblacion
de L. monocytogenes Scott Ay E. coli ATCC 35218, logrando un producto final inocuo.
Si bien, las variaciones de concentracién de sal y la temperatura pueden afectar la
supervivencia de estos patdgenos durante la fermentacion, la combinacién propuesta
de factores bidticos y abiéticos utilizados en esta fermentacion controlada garantiza que
las cepas estudiadas (L. monocytogenes Scott Ay E. coli ATCC 35218) no sobrevivan

en cantidades significativas previo a completar el proceso de fermentacion.

14.16 Contenido total de fenoles y capacidad antioxidante del RCU almacenado

Se determiné el CTF y la capacidad antioxidante del RCU luego del periodo de
almacenamiento,50 dias a 5 °C, y se compardé con los valores obtenidos al finalizar su
fermentacion. Se observo que el CTF y la capacidad antioxidante del RCU, envasado
en frasco de vidrio, descendieron significativamente durante el almacenamiento
(p<0,05) (Tabla 20).
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Tabla 20: Determinacion del CTF y la capacidad antioxidante durante el almacenamiento de
RCU.

Capacidad Antioxidante
Periodo de CTF DPPH CUPRAC
almacenamiento

(mg EAG/100 g PS) (mg EAA/100 g PS) (mg EAA/100 g PS)
0 dias* 2059,38+£50,162 608,04+9,262 1788,22+63,242
50 dias 1011,04+97,21b 372,49+8,49° 1034,74+85,40b

Cada valor es la media * desviacién estandar de tres mediciones. Letras distintas, situadas sobre las barras de error,
indican que hay diferencias significativas (p<0,05) entre las medias obtenidas antes y después del almacenamiento.

Kapusta-Duch et al. (2017) investigaron las variaciones de las propiedades nutricionales
del chucrut (repollo blanco) durante cuatro meses almacenados a 5 °C, implementando
distintos sistemas de envases, bolsa de polietilieno y de laminado (tereftalato de
polietiieno metalizado). Sin embargo, estos autores determinaron que el chucrut,
almacenado durante cuatro meses, exhibié una reduccién estadisticamente significativa
en vitamina C (52,6%), en polifenoles totales (32,7%) y en la actividad antioxidante
(24,4%), independientemente del tipo de embalaje. ElI almacenamiento a largo plazo
intensifica los procesos de oxidacién enzimatica o quimica de los compuestos presentes
en los alimentos, la magnitud depende de la combinacién de los factores abiéticos, tales
como la temperatura, pH, aw, €l tiempo y el oxigeno disponible (Ninfali & Bacchiocca,
2003).

En el futuro, seria sumamente necesario abordar esta linea de investigacion, abarcando
diferentes aspectos (tiempo, material de embalaje, temperatura, tecnologias
adicionales) para mejorar 0 mantener las caracteristicas nutricionales de este producto
durante el almacenamiento refrigerado. De todas formas, el producto desarrollado es un

alimento saludable y fuente de gran diversidad de nutrientes.

171



5. CONCLUSIONES



Conclusiones

En virtud de los resultados obtenidos se concluye que:

-Una sucesion de BAL hetero y homofermentativas son responsables de las

fermentaciones espontaneas de los vegetales.

-El PC es inviable para fermentar, ya que no cuenta con la cantidad suficiente de

carbohidratos para lograr un desarrollo favorable de las BAL.

-Las fermentaciones espontaneas de AK, RB y RC son favorables para el aislamiento y
seleccion de BAL. Todas las cepas aisladas en esta tesis forman parte de la coleccion
de microrganismos que dispone el Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana (Sede

Trelew —UNPSJB) y se encuentran disponibles para futuros estudios complementarios.

-Las cepas de Leuconostoc spp. son mas sensibles a las condiciones imperantes
durante la fermentacion de matrices vegetales (tolerancia a polifenoles, acidez y

salinidad) que las pertenecientes al género Lactiplantibacillus spp.

-Diez de las 11 cepas seleccionadas de Lactiplantibacillus spp. exhibieron produccion
de bacteriocinas contra uno o mas patégenos Gram positivos. Los genes pln evaluados

se detectaron en nueve de las 10 cepas que exhibieron actividad.

-Las cepas del género Leuconostoc spp. exhibieron mayor capacidad de acidificacion

gue las de Lactiplantibacillus spp.

-Las cepas seleccionadas para conformar los cultivos iniciadores exhibieron ausencia

de factores de virulencia y/o rasgos negativos.

-La inoculacion en dos etapas, primero con cepas del género Leuconostoc y después
con Lactiplantibacillus, permitié alcanzar una sucesion natural de las BAL durante la
fermentacion controlada. La seleccién de BAL autéctonas para conformar los cultivos
iniciadores, garantiza una mejor capacidad de adaptacién a la matriz a fermentar. La
incorporacion de cepas pertenecientes al género Leuconostoc favorecié el descenso del
pH luego de 24 h, alcanzando un pH<4,0 a los 10 dias del proceso. La incorporacién de
cepas Lactiplantibacillus después de los tres dias de proceso, permiti6 que estas
continuaran metabolizando los azUcares fermentables en condiciones de elevado
estrés, ya que demostraron ser mas tolerantes a las condiciones imperantes durante la

fermentacion que el género Leuconostoc.

-El agregado de un 20% de U. pinnatifida a la matriz vegetal no afect6 el desarrollo de
la fermentacion. Los modelos simples y combinados exhibieron una evolucién

comparable del pH y de las BAL durante el proceso de fermentacion controlada.



Conclusion

-El CTF de las matrices vegetales no exhibié una tendencia Unica durante el periodo de
fermentacion, los valores obtenidos dependieron del tipo de vegetal, las condiciones de

extraccion y el tipo de fermentacion realizada (espontanea o controlada).

-En las matrices vegetales, los extractos acuosos lograron extraer una mayor cantidad
de compuesto fendlicos que los extractos metandlicos debido a la diferencia de

polaridad de los disolventes y al empleo de alta temperatura en el medio acuoso.

-Mediante el método CUPRAC se obtuvieron valores méas elevados de la capacidad
antioxidante de los extractos comparado con el ensayo DPPH, ya que el primero mide
simultdneamente los antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos de las muestras, mientras que

el segundo solo detecta moléculas solubles en solventes organicos.

-En general, la capacidad antioxidante aument6 a medida que avanzo la fermentacion.
En los modelos simples de AK y RB, asi como los modelos combinados AKU y RBU, la
fermentacion controlada alcanz6 una mayor capacidad antioxidante que la espontanea,
independientemente del tipo de extracto. Sin embargo, la fermentacioén controlada de
RC y RCU alcanz6 una capacidad antioxidante mayor o igual que la espontanea,

dependiendo de las condiciones de extraccibn empleadas.

-Entre los modelos fermentados de forma controlada (simples y combinados), se
seleccionaron los productos fermentados a base de vegetales Brassica suplementados
con Undaria (AKU, RBU y RCU), ya que exhibieron una capacidad antioxidante similar
o superior que los modelos simples respectivos (AK, RB, RC); proporcionando al
consumidor una mayor diversidad de compuestos bioactivos (fucoidanos, alginatos,
polifenoles, fucoesteroles, carotenoides, entre otros) con propiedades nutricionales,

funcionales y biolégicas beneficiosas para la salud.

-RCU exhibié un mayor valor de CTF y capacidad antioxidante que el resto de los
modelos combinados seleccionados (AKU, RBU), independiente del tipo de

fermentacion y condiciones de extraccion utilizadas.

-Si bien, el ensayo controlado se realiz6 por 30 dias, el periodo de fermentacion podria
finalizar antes; ya que se alcanzé un pH<4,0 a los 10 dias y se mantuvo constante en
todos los modelos. Esto indicaria que la gran mayoria de azucares disponibles para la
fermentacion lactica se metabolizaron en ese periodo, en consecuencia, el proceso se

podria dar por finalizado.

-La fermentacion controlada en dos etapas permitié obtener productos inocuos y

Seguros para el consumo.
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Conclusion

-Entre los productos combinados, el RCU exhibié el mayor porcentaje de panelistas que
calificaron los atributos acidez y salado con una intensidad ideal. Se determiné que la
intensidad de los atributos acidez y salado seleccionada por los panelistas no penalizd

a la aceptacion global del RCU, a diferencia de los otros productos combinados.

-Entre los productos combinados, el RCU exhibié mayor estabilidad de las propiedades

fisicoguimicas y de la textura durante la etapa de almacenamiento.

-El proceso de fermentacion controlada de RCU garantizé la disminucién de la poblacion
de L. monocytogenes Scott Ay E. coli ATCC 35218, logrando un producto final inocuo.
El RCU también exhibié un efecto fungistatico reduciendo el crecimiento de Z. bailli
durante el periodo de almacenamiento y no siendo necesaria la incorporacién de un

agente antifingico.

-En nuestro conocimiento, en la Argentina no se habia investigado la incorporacion de
U. pinnatifida a matrices vegetales fermentadas. En consecuencia, este trabajo se
convierte en el punto de partida para el desarrollo de productos funcionales a base de

Brassica suplementados con Undaria.

-Estos alimentos funcionales se convierten en una nueva alternativa para potenciar el
consumo local del alga, aprovechando el recurso escasamente explotado en nuestras

costas.
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