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Resumen: Se estudio la evolucidn de la concentracion de acido fitico, fésforo libre y hierro soluble durante la fermentacion
de repollo blanco y repollo chino. En ambos casos, la maxima poblacién de bacterias acido lacticas se logré a los cinco
dias del proceso y luego disminuyé continuamente hasta el final. El pH inicial del repollo blanco y repollo chino fue de
6,1 y durante los primeros cinco dias disminuy6 a 3,7 y 4,3 respectivamente, luego permanecieron estables hasta los 30
dias. En el repollo blanco, la concentracion de acido fitico disminuyd y el fésforo libre se incrementé durante los primeros
cinco dias, después no se detectaron cambios significativos. En el repollo chino, la degradacion del acido fitico se observo
durante los primeros 15 dias, mientras que el fosforo libre aumento hasta el final del proceso. Ambos vegetales mostraron
una concentracion inicial de hierro comparable, luego, se observo un incremento hasta el final del proceso, siendo este
fendmeno mas notable en el repollo chino. Los resultados obtenidos sugieren que la degradacion del acido fitico producida
durante la fermentacion por la actividad de fitasas vegetales y bacterianas, no sélo origina la liberacién de fésforo libre,
sino que mejora la bioaccesibilidad del hierro.

Palabras clave: Biodisponibilidad de nutrientes, fermentacion espontanea, Brassica.

Abstract: The evolution of phytic acid concentration, free phosphorus, and soluble iron was studied through the fermentation
of white cabbage and Chinese cabbage. In both cases, the maximum population of lactic acid bacteria was achieved at five
days of process and then decreased continuously until the end. The initial pH in white cabbage and Chinese cabbage was
6.1, decreased to 3.7, and 4.3, respectively, at five days and remained stable until fermentation. The decrease of phytic
acid concentration and the increase of free phosphorous could be observed in white cabbage during the first five days
of fermentation; then, both parameters did not show significant changes. In Chinese cabbage, the degradation of phytic
acid could be observed during the first 15 days of fermentation, while free phosphorus increased continuously through 30
days. At the beginning of fermentation, both vegetables displayed comparable iron concentration, then the increase could
be observed steadily until the end of the process; however, this phenomenon was more remarkable in Chinese cabbage.
The results obtained suggest that phytic acid degradation produced during fermentation by the activity of vegetables and
bacterial phytases originates the release of free phosphorus and enhances iron bioaccessibility.
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Introduccion

Las fermentaciones han sido utilizadas histéricamen- pacidad antioxidantes como consecuencia de la hidrdlisis

te por el hombre con el propésito de aumentar la vida util
de los alimentos y eliminar o inhibir bacterias patdégenas
o deteriorantes. En el caso especifico de la flora epifitica
de los vegetales, especialmente las bacterias acido lacti-
cas (BAL), utilizan los hidratos de carbono presentes en el
tejido de las plantas transformandolos en acidos organicos,
logrando de esta manera un marcado descenso del pH vy,
en consecuencia la inhibicion del desarrollo de bacterias
indeseadas’. Ademas de este fendmeno, se producen dis-
tintas reacciones metabdlicas que influyen por ejemplo, en
la capacidad antibiotica mediante la formacion de perdxido
de hidrégeno, diacetilo y bacteriocinas?; aumento de la ca-

de polifenoles y flavonoides®*; incremento de moléculas
bioactivas como la produccion de tioglicolatos a partir de
glucosinolatos por la accion de mirosinasas®®, entre otras.
Un cambio importante que se produce durante la fer-
mentacion es la disminucion o eliminacion de factores an-
tinutricionales dentro de los que tenemos que considerar a
los inhibidores de enzimas degradativas del tracto gastroin-
testinal, especialmente la tripsina, o moléculas que interfie-
ren en la biodisponibilidad de nutrientes’. En este grupo de
moléculas uno de los mas importantes lo constituye el acido
fitico y sus derivados. Aproximadamente el 80 % del total
del fésforo contenido en las células vegetales esta presente
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como fitato y no solo su biodisponibilidad resulta practica-
mente inaccesible®® sino que la liberacién al medio ambien-
te podria provocar efectos negativos, como sucede con la
eutrofizacion de los cuerpos de agua en las zonas donde se
practica la ganaderia y agricultura intensiva™.

El acido fitico es definido desde el punto de vista qui-
mico como acido mioinositol (1,2,3,4,5,6) hexafosforico. Su
estructura le permite formar quelatos estables e insolubles
con cationes divalentes como Ca**, Mg**, Zn**, Cu**y Fe**,
fendmeno que trae como consecuencia una disminucién en
la absorcion y digestion de estos minerales en el tracto in-
testinal™. También tienen la capacidad de formar complejos
con las proteinas disminuyendo su solubilidad e interfirien-
do su digestibilidad™.

En consecuencia, la degradacion del acido fitico o sus
derivados durante el procesamiento de alimentos de ori-
gen vegetal es esencial para aumentar la disponibilidad de
fésforo y oligoelementos. En el caso especifico del hierro,
algunos autores afirman que para mejorar sustancialmente
su absorcién la degradacion del acido fitico deber ser casi
completa’.

Los tratamientos térmicos, la coccién, el malteado y la
fermentacion son procesos que logran disminuir la concen-
tracion de estas moléculas quelantes. En el caso especifico
de la fermentacion, la accion conjunta de las fitasas vegeta-
les y microbianas logran hidrolizar y liberar fésforo soluble
a partir de los fitatos' 314,

Durante los ultimos afios, ha cobrado un significativo
interés el estudio de la fermentacién de brasicaceas debi-
do a su alto consumo en distintas regiones del mundo y el
alto valor nutritivo que poseen'. Estos vegetales son ricos
en carbohidratos, fibras, vitaminas y minerales. Ademas, su
capacidad antioxidante tiene influencia positiva en la lucha
contra patologias humanas tales como enfermedades car-
diovasculares, cancer, diabetes, etc’. Las brasicaceas son
cultivadas con relativa facilidad gracias a su adaptacion a
diferentes climas y calidad de suelos y, en algunos paises
constituyen la base de su alimentacion'®.

El objetivo de este trabajo fue determinar la evolucién
del contenido de acido fitico, fésforo y hierro soluble duran-
te la fermentacion espontanea de repollo chino (Brassica
rapa L. ssp. glabra, Regel) y el repollo blanco (B. oleracea
L. ssp. capitata, (L) Metzg) cultivados en el Valle Inferior del
Rio Chubut (Patagonia, Argentina).

|
Materiales y métodos

Proceso de fermentacion

El repollo chino (Brassica rapa L. ssp. glabra, Regel)
y el repollo blanco (B. oleracea L. ssp. capitata, (L) Met-
zg) fueron obtenidos de establecimientos localizados en el
Valle Inferior del Rio Chubut, Patagonia, Argentina (latitud
-43,14; longitud -65,19; 11 metros sobre el nivel del mar).

Con el objeto de preparar el material a fermentar se
eliminaron las hojas exteriores, los bulbos limpios fueron
cortados en tiras de 2 mm de espesor y se colocaron en
frascos. Se adicioné NaCl en una concentracion final del 3
% (m/m). Ambos vegetales se fermentaron a 18 °C durante
30 dias. Las pruebas se realizaron por duplicado.

Parametros de fermentacion

La toma de muestras para determinar el pH y el re-
cuento de BAL se realiz6é a los dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15,

20, 25y 30 del proceso de fermentacion. La determinacion
del pH se realizd con un pH-metro calibrado modelo Orion
410. El recuento se realizé en agar Man Rogosa Sharpe
(MRS) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina) a
30 °C durante 24-48 h. Los resultados se expresaron en
Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/m).

Determinacién de fosfato libre

Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
min en una centrifuga Rolco CP 2036 (Buenos Aires, Ar-
gentina). El fosfato libre se determind utilizando 100 pl de
sobrenadante y 900 pl de una solucidon que contenia 0,6
M de H,SO,, 2 % (m/v) de acido ascorbico y 0,5 % (m/v)
de molibdato de amonio. Luego de una incubacion a 50 °C
durante 30 min se realizé la lectura de la densidad optica a
820 nm. Para la curva de calibracion se utilizé una solucién
patron de K,HPO,. Los resultados fueron expresados en
mg de fésforo/100 mi'e.

Determinacion de acido fitico

La concentracion de acido fitico en los sobrenadantes
se determind utilizando el kit comercial Megazime Interna-
cional (Wicklow, Irlanda) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. El ensayo se basa en la hidrdlisis del acido fitico
por la actividad de la fitasa en mio-inisitol-fosfato y fosforo
libre, y la posterior actividad de la fosfatasa alcalina que
libera el resto de los fosfatos de la molécula de mio-inosi-
tol'”. El fosfato libre se determind segun se describié ante-
riormente y los resultados se expresaron en mg acido fiti-
co/100 ml, utilizando la siguiente ecuacion:

Fosforo ﬁﬂ
0.282
Determinacion de hierro libre

Se trataron 200 pl de sobrenadante con 1 ml de una
solucion 30 mM de acido ascorbico en buffer citrato (0,05
M, pH 4,5). Luego de una incubacién a 37 °C durante 5 min
se agreg6 200 pl de una solucion de ferrozime (5 mM). Se
incubo a 37 °C durante 40 min y se midio la densidad optica
a 562 nm en un espectrofotometro Jenway modelo 6405
(Londres, Reino Unido). Se realizd una curva patrén con
Fe(NO,),. Los resultados se expresaron en mg hierro/100
mi'8,

(1)

Acido fitico=
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Resultados y discusién

Parametros de fermentacion

El descenso de pH y el recuento de BAL constituyen los
parametros que permiten determinar la evolucion del proce-
so de fermentacion. La poblacion inicial de BAL en ambos
vegetales fue: 2,1y 2,5 log UFC/mL para repollo blanco y
repollo chino, respectivamente, estos valores coinciden con
reportes previos'. Los vegetales mostraron el maximo de
poblacion luego de 5 dias de proceso, determinandose un
recuento de 9,2 log UFC/mL para repollo blanco y 9,5 log
UFC/mL para repollo chino. Posteriormente, la poblacion
de BAL comenzé a descender en ambos vegetales, alcan-
zando un valor préximo a 6,0 log UFC/mL después de 30
dias (Figura 1). El repollo blanco exhibié un pH inicial de 6,0
y descendi6 hasta lograr un valor de 3,7 en el dia 10, man-
teniéndose estable hasta el final del proceso. En el caso del
repollo chino, el pH inicial fue de 6,1 y descendi6 a 4,3 en
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el dia 5, valor que se mantuvo estable hasta los 30 dias de
ensayo (Figura 1). La marcada diferencia en los valores de
pH alcanzados luego de 30 dias de experiencia, es atribui-
ble a la mayor concentracién de carbohidratos que exhibe
el repollo blanco con respecto al repollo chino', fendmeno
que permite una sintesis mayor de acidos organicos vy el
consecuente aumento de la acidez titulable.

El descenso de la poblacion de BAL observado, luego
de alcanzar el valor maximo, se debe a las limitantes nutri-
cionales de los vegetales estudiados. En el caso particular
de las brasicaceas, la baja concentracion de proteinas no
permite la duplicacion celular una vez agotado este recurso.
Las BAL, no obstante adaptarse y duplicarse con velocidad
en sustratos vegetales, presentan numerosas auxotrofias
que las hace dependientes de una constante provision de
proteinas, péptidos y aminoacidos?.

A 1

Determinacion de fosfato libre y acido fitico

El acido fitico y sus derivados constituyen la mayor re-
serva de fésforo de las plantas, sin embargo, la mayoria
de los animales monogastricos no logran degradarlo por
carecer de fitasas o exhibir actividades enzimaticas insufi-
cientes en su mucosa intestinal®. La degradacion de fitatos
en los alimentos es de vital importancia para aumentar la
biodisponibilidad de nutrientes, ya que evita que estos for-
men quelatos insolubles en el tracto intestinal'"?'.

Durante la fermentacion espontanea, las fitasas vege-
tales son liberadas al medio degradando el acido fitico y
aumentando la concentracion de fosforo soluble. En forma
paralela, las BAL aumentan su poblacién y contribuyen a
la degradacién mediante su actividad fitasica extracelular??.
En los casos estudiados, puede observase que en el re-
pollo blanco la concentracion inicial de acido fitico fue de
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Figura 1. Evolucion del pH (o) y poblacion de bacterias acido lacticas (log UFC/ml) (e) durante la fermentacion del repollo

blanco (a) y del repollo chino (b).
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145,9 mg/100 ml, descendiendo hasta 101,1 mg/100 ml en
el dia 5 y manteniéndose estable hasta el final del proceso
fermentativo. En forma inversa, la concentracion de fosfo-
ro soluble aumentdé desde una concentracion inicial de 1,1
mg/100 ml hasta estabilizarse en el dia 5 en 7,4 mg/ 100
ml manteniéndose sin modificaciones hasta los 30 dias de
experiencia. Mientras que, en el repollo chino se determiné
una concentracion inicial de acido fitico de 119 mg/100 ml
pero a diferencia del repollo blanco, el descenso se observo
hasta el dia 15, alcanzado una concentracion de 25 mg/100
ml al final de la experiencia. En cuanto a la concentracion
de fosforo soluble, el repollo chino presentd una mayor con-
centracion inicial (19,4 mg/100 ml) que en el repollo blanco;
y el incremento se observé de manera continua durante
todo el proceso alcanzando un valor final de 29,6 mg/ml
(Figura 2).

Los diferentes comportamientos en la evolucién de los
parametros estudiados se deben a las condiciones origina-
das durante la fermentacion que influyen en la actividad de
las fitasas vegetales y bacterianas. Las fitasas vegetales
actuan principalmente durante la germinacion con el obje-
tivo de aprovechar la reserva de fésforo contenida en los
fitatos y solo degradan 2 grupos fosfatos de los 6 que posee
la molécula original®.

Las fitasas de las BAL en cambio, son enzimas extra-
celulares y tienen un pH 6ptimo de actividad que varia entre
5,5y 7,0. Valores de pH por debajo de 4,5 reducen sensi-

blemente la capacidad degradativa y a valores menores a
4.0 la actividad es casi nula'®?>2, En los casos estudiados,
el repollo blanco, como se sefald anteriormente, posee una
mayor concentracion de azucares fermentables y en con-
secuencia mayor produccion de 4cidos organicos, en espe-
cial lactico. Luego del dia 5, el pH continu6 descendiendo
registrandose en el dia 10, un pH por debajo de 4,0. En
forma paralela se puede observar que luego del dia 5, no
se registra un descenso de la concentracion de acido fitico
ni un aumento en la de fésforo.

En el caso del repollo chino, el descenso del pH fue
menos abrupto y no descendié a valores menores a 4,3
durante los 30 dias de ensayo. El descenso marcado de la
concentracion de acido fitico se produjo durante los prime-
ros 10 dias, sin embargo, el proceso degradativo continud,
en forma menos marcada, hasta el final de la experiencia.
Como consecuencia de este fendmeno se observod que la
concentracion de fosforo aumentd en forma continua du-
rante los 30 dias.

En ambos casos se puede concluir que la actividad
enzimatica depende de las condiciones establecidas en
la fermentacion y del aumento poblacional de las BAL. La
capacidad nutricional de los repollos permite una rapida du-
plicacién celular y mayor oferta de fitasa extracelular, sin
embargo, el metabolismo de carbohidratos trae como re-
sultado un descenso marcado de pH y una menor actividad
enzimatica'®.
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Determinacion de hierro libre

En la Figura 3 se puede observar la evolucién de la
concentracion de hierro libre en los vegetales estudiados
durante la fermentacion. Las concentraciones iniciales
son comparables y estuvieron en valores menores a 0,05
mg/100 ml. Durante el desarrollo del proceso se observa
un constante aumento de la concentracion, sin embargo, el
fendmeno es mas marcado en el caso del repollo chino que
alcanzé a los 30 dias 0,29 mg/100 ml mientras que el re-
pollo blanco exhibié una concentracién de 0,16 mg/100 ml.

Estos distintos comportamientos tienen correlacion con
la variacion de la concentracion de acido fitico, su degrada-
cion implica la liberacién de hierro que, en forma de quela-
tos, resulta inaccesible para la absorcion intestinal''. El hie-
rro liberado de la molécula de los fitatos tiene gran afinidad
por el acido ascérbico con el que forma quelatos estables
y solubles facilitando su biodisponibilidad. Las brasicaceas
contienen concentraciones de acido ascoérbico que no solo
permiten esta funcién, sino que ademas su alto poder re-
ductor transforma el hierro trivalente en bivalente, condiciéon
necesaria para ser transportado a través de la membrana
del enterocito'2.

|
Conclusiones

Las fermentaciones en general y de las cruciferas en
particular constituyen una forma facil y econémica para
conservar vegetales por largo tiempo y en forma segura.
Las BAL, el grupo mas relevante en este proceso, no solo
logran descender el pH a valores incompatibles para bac-
terias patdgenas o deteriorantes sino que su metabolismo
produce otros cambios favorables a la salud y/o nutricion.
En este trabajo se determin6 que, en un proceso de 30 dias
de fermentacion, ambas brasicaceas exhibieron marcados
descensos en las concentraciones de acido fitico y, como
consecuencia un aumento del fésforo soluble y de hierro
libre. El efecto se observé en forma mas marcada en el
repollo chino, su menor oferta de carbohidratos no permite
un descenso de pH tan abrupto como en el repollo blanco y,
en consecuencia, se mantiene en valores compatibles con
la actividad enzimatica de las fitasas.
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