Bl universidad § [\
L :& O\ alhge”
% T

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
LAMICROBIOTA CULTIVABLE EN LA
FERMENTACION CASERA DEL
CHUCRUT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF
CULTIVATABLE MICROBIOTAIN
HOMEMADE SAUERKRAUT
FERMENTATION

Cristina Carbajo Villazala
Tutor: Francisco Javier Casqueiro Blanco

Cotutor: Yaiza Carnicero Mayo

GRADO EN BIOLOGIA

Julio, 2022



INDICE
I. INTRODUCCION

1. Laimportancia de los alimentos fermentados
1.1 ;Qué son los alimentos fermentados?
2. El chucrut es un alimento fermentado
2.1 ;Qué es el chucrut?
2.2 Microbiota del chucrut
2.3 Proceso de fermentacion del chucrut
Il. OBJETIVOS

II.LMATERIALES Y METODOS

1. Muestras

2. Elaboracion artesanal del chucrut

3. Medios de cultivo

4. Analisis quimico. Medicién del pH

5. Cultivo, identificacion y cuantificacion de bacterias cultivables
5.1 Toma de muestras y cultivo
5.2 Cuantificacion de bacterias cultivables
5.3 Aislamiento de bacterias cultivables
5.4 Identificacion de las bacterias cultivables

6. Analisis filogenético

7. Anélisis estadistico

IV.RESULTADOS

1. La concentracion de bacterias del chucrut artesanal alcanza su
méaximo el dia 8 de la fermentacion

2. La concentracion de bacterias en el chucrut artesanal es
mayor que en el chucrut comercial

3. No existen diferencias estadisticamente significativas en
la concentracion de bacterias del chucrut artesanal y el
chucrut comercial en medio TSA, pero si en mMRS

10
11
11

11

11

13

14



4. El chucrut comercial tiene un pH mas acido que el chucrut artesanal
5. Ladiversidad bacteriana va cambiando con el tiempo de fermentacion
6. El chucrut comercial tiene una diversidad mayor de bacterias
que el chucrut artesanal de este estudio
7. Las especies microbianas no identificadas no pueden ser correctamente
identificadas con filogramas de los espectros de masas

V. DISCUSION

1. El chucrut artesanal presenta un pH diferente a los observados
en otros estudios

2. La concentracién de microorganismos es decisiva para un buen
chucrut final

3. El chucrut de este estudio tiene una diversidad microbiana
diferente a otros estudios similares

VI.CONCLUSIONES

15
15

16

17

19

19

20

21

23



RESUMEN

Una de las materias primas mas comunes empleadas en la elaboracién de los alimentos
fermentados son las verduras, las cuales tienen una gran concentracion de nutrientes y una
microbiota autctona abundante. El chucrut es un alimento fermentado, que se elabora con
repollo blanco y sal. La fermentacion del chucrut es un proceso no controlado liderado por los
microorganismos presentes en el propio repollo. El objetivo de este trabajo es determinar la
evolucion de las poblaciones microbianas durante la fermentacion artesanal del chucrut. Para
ello, se aislaron, se identificaron y se cuantificaron las bacterias cultivables en los medios
TSA y mMRS los dias 1, 5, 8, 11 y 22 de fermentacion. EI mayor crecimiento microbiano se
obtuvo en el octavo dia de fermentacion. Tras el cultivo en los diferentes dias de estudio, se
aislaron e identificaron las bacterias de 23 morfologias de colonias diferentes. Las bacterias
heterofermentativas que dominaron el inicio de la fermentacion artesanal fueron
Lentilactobacillus kefiri y Lentilactobacillus parabucheri. El final de la fermentacion
artesanal fue dominado por la bacteria homofermentativa Lactococcus lactis. El chucrut
comercial mostré una microbiota cultivable mas diversa formada por las bacterias
Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Staphylococcus epidermidis y
Paenibacillus amylolyticus y la levadura Kazachstania exigua.

Palabras clave: Alimento fermentado, Bacterias del acido lactico, chucrut, fermentacion

ABSTRACT

Vegetables are one of the most common raw materials used in the production of fermented
foods, as they are nutrient-rich and harbor an abundant native microbiota. Sauerkraut is a
fermented food made from white cabbage and salt. The fermentation of sauerkraut is a non-
controlled process led by the microorganisms naturally present in the cabbage. This work
aimed to determine microbial population evolution during the artisanal fermentation of
sauerkraut. For this purpose, the sauerkraut cultivable microbiota was isolated, identified and
quantified on days 1, 5, 8 and 22 of fermentation, using TSA and mMRS media . Also, on day
22, artisanal sauerkraut microbiota was compared to that of a commercial sauerkraut. The
highest microbial concentration was detected on the eighth day of fermentation. After
microbial isolation was carried out in all time-points throughout fermentation, 23 different
morphologies were detected and isolated in pure culture for further identification through
MALDI TOF mass spectrometry. The heterofermentative bacteria dominating the beginning
of the artisanal fermentation were Lentilactobacillus kefiri and Lentilactobacillus
parabucheri, while Lactococcus lactis prevailed at the end of fermentation. Commercial
sauerkraut showed a more diverse cultivable microbiota consisting of Lactiplantibacillus
plantarum, Levilactobacillus brevis, Kazachstania exigua, Staphylococcus epidermidis, and
Paenibacillus amylolyticus.

Keywords: Fermented food, fermentation, Lactic acid bacteria (LAB), sauerkraut



ABREVIATURAS

BAL: Bacterias del Acido Lactico

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

NSLAB: Bacterias del Acido Léctico no iniciadoras
NaOH: Hidroxido de sodio

BTS: Test Bacteriano Estandar

HCCA: 4cido a-ciano-hidroxicindmico

PMF: huella dactilar de masa peptidica



. INTRODUCCION

1. Laimportancia de los alimentos fermentados

1.1 ;Qué son los alimentos fermentados?

Los alimentos fermentados se definen como alimentos o bebidas que se obtienen
gracias al crecimiento microbiano de hongos, bacterias y levaduras. Estos microorganismos
gque en ningun caso son patégenos, participan en la degradacion enzimética de ciertos
componentes de los alimentos, generando asi productos que aportan unas caracteristicas
organolépticas deseables al producto final. Algunos de estos productos son metabolitos
antimicrobianos (que inhiben el crecimiento de microorganismos patdgenos), pero estos
microorganismos también pueden secretar otros compuestos como acidos organicos. Uno de
los &cidos organicos mas comunes es el &cido lactico producido por las bacterias del acido
lactico (BAL), las cuales suelen ser dominantes en los procesos fermentativos (Beena Divya
etal., 2012). Los alimentos fermentados son bésicos en la dieta humana y se han empleado
desde el comienzo de las civilizaciones como forma de conservacion de los alimentos. De
hecho, ocupan un lugar especial en las tradiciones de muchas culturas (Marco et al., 2017). A
pesar de esto, su popularidad no ha sido estable. Al comienzo de la industrializacion de los
alimentos, el uso de alimentos fermentados se redujo, sobre todo en Occidente.

Recientemente han vuelto a ganar popularidad y son uno de los alimentos mas consumidos.

Los alimentos fermentados pueden ser obtenidos por fermentacién espontanea o por
fermentacion controlada. En la fermentacién espontanea son los "fermentos autdctonos”, €s
decir, aquellos que forman parte de la microbiota de los alimentos crudos o de su entorno, los
que llevan a cabo la fermentacién. La fermentacidn espontanea se emplea sobre todo en la
obtencion de los alimentos fermentados artesanales (Dimidi et al., 2019). Algunos ejemplos
de alimentos que se pueden obtener por fermentacion espontanea son el chucrut, el kéfir y la
kombucha (Dimidi et al., 2019). En cambio, en los alimentos obtenidos por fermentacion
controlada se emplean cultivos iniciadores naturales o microorganismos seleccionados
especificamente para mejorar y controlar las caracteristicas organolépticas del producto final
(Dimidi etal., 2019). Este meétodo esta enfocado para el uso industrial de alimentos
fermentados y a la produccion a gran escala de estos, ya que asegura la repetibilidad del

proceso y aumenta la seguridad alimentaria de los productos (Szutowska, 2020).



Est4 bien documentado que el consumo frecuente de alimentos fermentados aporta
grandes beneficios al consumidor (Suarez, 2013; Ramirez et al., 2011; Orgeron Il et al.,
2016). Los beneficios dependeran de la concentracion y de la diversidad de microorganismos
de dichos productos. Es probable que los alimentos fermentados que se venden en cualquier
supermercado hayan sido sometidos a procesos de pasteurizacion y, por lo tanto, no
contengan microorganismos viables. En cambio, los alimentos fermentados de forma
artesanal como el chucrut, el kimchi o el kéfir contienen células microbianas viables en
grandes cantidades que oscilan entre 10° y 10° células/g o células/mL. Algunos de estos
microorganismos tienen la capacidad de conferir beneficios al consumidor, de modo que si
son capaces de soportar las condiciones del tracto gastrointestinal pasaran a formar parte de la
microbiota intestinal. La introduccion de nuevos microorganismos compensa la carencia de
diversidad microbiana de los alimentos industrializados que en muchos casos estan

pasteurizados y desinfectados (Marco et al., 2017).

2. El chucrut es un alimento fermentado

2.1 ;Qué es el chucrut?

El chucrut es uno de los alimentos fermentados mas conocidos. El chucrut preparado
de forma artesanal se obtiene por la fermentacién espontanea en condiciones anoxicas del
repollo blanco (Brassica oleraceae var. capitata). Para obtener el chucrut basta con mezclar
el repollo blanco con un 2-3% de sal para inhibir el crecimiento de microorganismos
indeseables (Zabat et al., 2018). Este es un proceso no controlado, dirigido por la propia
microbiota de la col, principalmente por las BAL (Yang et al., 2020). La acumulacion de
acido lactico producido por las BAL da lugar a un pH muy acido que es lo que permite la
conservacion del repollo (Dimidi et al., 2019). El proceso de fermentacion espontanea del
chucrut requiere un tiempo de fermentacion de dos semanas a un mes a una temperatura de
entre 15y 20 °C (Sayago y Lépez, 1985).

Se cree que el origen del chucrut se remonta al siglo IV a.C durante el Imperio
Romano. En invierno los alimentos frescos escaseaban. Los romanos descubrieron que la
fermentacion del repollo les permitia conservarlo durante mas tiempo, asi como mantener sus
caracteristicas nutritivas y organolépticas (Zabat et al., 2018). A partir de la década de 1930
la popularidad del chucrut cayd en picado debido al auge de los alimentos industriales, y con
ello, el cambio de preferencias de los consumidores (Zabat et al., 2018). Actualmente, el
chucrut ha recuperado su popularidad en los paises de Europa Central, Europa del Este,
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Europa Occidental y Estados Unidos gracias a las recientes investigaciones que demuestran
sus beneficios sobre la salud (Zabat et al., 2018).

Una caracteristica fundamental del chucrut es que todos los nutrientes del alimento
estdn mas biodisponibles que en el repollo sin fermentar (Orgeron Il et al., 2016). A este
respecto, la Dra. Natasha Campbell-McBride afirma que “la cantidad de vitamina C
biodisponible en el chucrut es 20 veces mayor que en la misma porcion de repollo crudo”
(Campbell-McBride, 2004). Ademéas de una mayor biodisponibilidad de vitamina C, el
chucrut es un alimento con numerosas propiedades positivas para la salud del consumidor, las

cuales se deben a su microbiota (Touret et al., 2018).

2.2 Microbiota del chucrut

Los vegetales constituyen un medio de cultivo ideal para el crecimiento microbiano
porque son una gran fuente de nutrientes (Ramirez et al., 2011). Los diferentes vegetales
fermentados tienen una microbiota especifica y segun la concentracion y la diversidad de
dicha microbiota tendran caracteristicas diferentes (Rodriguez y Zumba, 2021). El repollo
blanco tiene una microbiota autoctona extremadamente compleja, que incluye levaduras,
hongos y bacterias. Entre las bacterias se encuentran las BAL y numerosos géneros como

Pseudomonas, Micrococcus, Enterococcus, Enterobacter y Proteus (Szutowska, 2020).

Uno de los primeros estudios que se realizaron para conocer la microbiota del chucrut
fue el de Pederson y Albury (1969). Estos autores encontraron una diversidad baja de especies
de bacterias lacticas, como Leuconostoc mesenteroides, Levilactobacillus brevis y
Lactiplantibacillus plantarum. Tras 50 afios de investigaciones se tiene un conocimiento mas
profundo del tema y numerosos estudios respaldan que cada fermentacion es diferente y que
el chucrut puede contener una gran variedad de microorganismos, siendo las especies mas
comUnmente identificadas en el mismo Leuconostoc mesenteroides, Levilactobacillus brevis,
Lactiplantibacillus  plantarum, Bifidobacterium dentium, Enterococcus faecalis,
Lacticaseibacillus  casei, Lactobacillus delbrueckii, Staphylococcus epidermidis,
Latilactobacillus curvatus, Weissella confusa, Lactococcus lactis y Enterobacteriace (Dimidi
etal., 2019; Yang et al., 2020)

Sin lugar a duda, los microorganismos que mas importancia tienen en la fermentacion
del chucrut son las bacterias acido lacticas (BAL), las cuales se encuentran en numerosos

nichos ecoldgicos como plantas, leche cruda o el tracto digestivo de humanos y animales



(Szutowska, 2020). Las BAL son cocos o bacilos Gram positivos no esporulados, no moviles,
anaerobicos o aerotolerantes. Son microorganismos quimiorganotrofos que requieren varios
factores de crecimiento como aminoacidos y vitaminas. Estas bacterias poseen un
metabolismo fermentativo en el que usan azlcares como fuente de carbono y energia y
generan principalmente &cido lactico (Ramirez etal., 2011). Otros posibles productos
secundarios de la fermentacion son CO., manitol, &cido acético y etanol (Rodriguez y Zumba,
2021). Debido a que son productores de acidos organicos, las BAL son acido tolerantes, que
pueden llegar a soportar valores de pH tan bajos como 3,2, aunque también pueden sobrevivir
a valores altos de pH como 9,6. El pH dptimo de la mayoria de las BAL se encuentra entre 4 'y
4,5, permitiéndoles sobrevivir en ambientes con unas condiciones de pH que otras bacterias
no soportan. Los géneros mas importantes de este grupo son Aerococcus, Enterococcus,
Lactobacilli , Lactococcus , Leuconostoc , Oenococcus , Pediococcus , Streptococcus y
Weissella (Beena Divya et al., 2012).

En la microbiota del chucrut también puede haber otros tipos de BAL que aparecen en
menor medida, que también son importantes o incluso pueden ser probiéticos (Touret et al.,
2018). Se denominan bacterias del &cido lactico no iniciadoras (NSLAB) que se desarrollan
como una biota secundaria durante la maduracion y son los encargados de intensificar el

sabor.

Las bacterias dominantes en la fermentacion del chucrut son las BAL y en funcion del
tipo de microorganismos que intervengan los productos que se generan seran caracteristicos
(Orgeron 1l et al., 2016).

2.3 Proceso de fermentacion del chucrut

El proceso de fermentacién del chucrut se puede dividir en funcién de las BAL que
intervengan y en funcién de los productos finales que se formen tras la fermentacion de los
carbohidratos (Ramirez etal.,, 2011). Podemos encontrar dos tipos de fermentacion:
fermentacion heterofermentativa y fermentacion homofermentativa (Figura 1). Las BAL
heterofermentativas utilizan la via de las pentosas fosfato para convertir las hexosas a
pentosas gracias a la enzima fosfocetolasa. EI 50 % de los productos que se generan es acido
lactico y el resto son otros compuestos como acetato, etanol y diéxido de carbono (Parra
Huertas, 2016). En este grupo se incluyen géneros como Leuconostoc, Oenococcus, Weisella,
Carnobacterium, Lactosphaera y algunos Lactobacilli (Ramirez et al., 2011). Las BAL

homofermentativas poseen las enzimas aldolasa y hexosa isomerasa las cuales forman parte
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de la via de Embden-Meyerhof para degradar la glucosa formando aproximadamente un 85 %
de &cido lactico como producto final (por cada mol de glucosa, se forman dos moles de acido
lactico) (Parra Huertas, 2016). En este grupo se incluyen géneros como Lactococcus,

Streptococcus, Pedicococcus, Vagococcus y algunos Lactobacilli (Ramirez et al., 2011).

Glqusa A

acido-6-fosfogluconico

CO; = ‘ »ribulosa-5-fosfato

gliceraldehido 3-fosfato acetil fosfato
Acido lactico etanol

Ghlcosa B

Fructosa-1,6-difosfato

gliceraldehido 3-fosfato *+—— dihidroxi-acetona-fosfato
—_
Acido pirdvico

Acido lactico

Figura 1. La figura muestra la ruta ruta fermentativa llevada a cabo por las BAL heterofermentativas (A) y la
ruta que emplean las BAL homofermentativas (B) (Cabeza, 2011).

Desde 1969, se sabe que la fermentacion del chucrut comienza con especies
heterofermentativas de bacterias &cido lacticas y finaliza con la accion de bacterias
homofermentativas, lo cual ha sido confirmado por estudios mas recientes (Yang et al., 2020).
En la fermentacion del chucrut se producen etapas sucesivas en las que se van sustituyendo
rapidamente las especies de BAL. Las especies que dominan en una determinada etapa crean
un ambiente favorable para el crecimiento de las bacterias que van a predominar en la
siguiente etapa de la fermentacion. De este modo, la especie que domina en la fermentacién
cambia cada 2 o 3 dias (Plengvidhya et al., 2007). La fermentacion del chucrut comienza con
el crecimiento inicial de bacterias heterofermentativas como Leuconostoc mesenteroides, que
produce répidamente lactato, acetato y etanol reduciendo rapidamente el pH (Zabat et al.,
2018). El ambiente acido generado por estas BAL heterofermentativas inhibe el crecimiento
de microorganismos indeseables que estropeen la fermentacion y favorece el crecimiento de
poblaciones microbianas de BAL homofermentativas como Levilactobacillus brevis y
Lactiplantibacillus plantarum productoras de acido lactico y por tanto mas resistentes a este,
alcanzando concentraciones de 108 a 10° UFC/g (Plengvidhya et al., 2007).
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El tiempo de la fermentacion para la obtencion del chucrut es variable. EI tiempo
minimo de fermentacién es de 2 semanas y puede llegar a un mes aproximadamente. Durante
el tiempo fermentativo, las bacterias implicadas en el proceso producen metabolitos como
acidos organicos o compuestos aromaticos que afectan las cualidades organolépticas del
chucrut (Zabat et al., 2018). Las caracteristicas finales del chucrut van a depender de muchos
factores como la comunidad microbiana presente en las diferentes etapas de la fermentacion,
el valor del pH, y la concentracion de sal, la cual esta estrechamente relacionada con el
crecimiento microbiano (Yang et al., 2019). Otro factor que afecta en gran medida a la
fermentacion es la temperatura. Segun el estudio realizado por Sayago y Lopez (1985) una
temperatura de fermentacion de entre 0 y 2 °C genera un producto con una acidez baja ya que
Leuconostoc mesenteroides no es capaz de crecer a temperaturas menores de 7 °C. Sin
embargo, tras 15 dias de fermentacion con una temperatura media entre 24 y 26 °C la acidez
del chucrut era adecuada y el olor agradable, pero se oscurecia muy rapido. Por tanto, estos
autores concluyeron que la temperatura Optima para realizar la fermentacién del chucrut
estaba entre 18 y 20 °C, por ser la temperatura de crecimiento 6ptima de las bacterias que
inician el proceso fermentativo (Sayago y Lépez, 1985). Si las condiciones de fermentacién
no son las adecuadas y la temperatura o la salinidad son elevadas, se cree que Enterococcus
faecalis y Pediococcus cerevisiae dominan la fermentacién produciendo un chucrut
defectuoso (Zabat et al., 2018).

1. OBJETIVOS

El chucrut es un alimento fermentado que se elabora habitualmente de forma artesanal
en diversas partes de Europa. EI consumo de chucrut tiene varios beneficios para la salud
derivados de su microbiota. El objetivo principal de este TFG es el estudio de la microbiota

cultivable presente en el chucrut artesanal.
Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la concentracion de la microbiota cultivable a lo largo de la fermentacion del

chucrut artesanal.

2. Evaluar la evolucion de las poblaciones microbianas cultivables a lo largo de la

fermentacion del chucrut artesanal.

3. Evaluar las diferencias entre la microbiota cultivable del chucrut artesanal y la

microbiota cultivable del chucrut comercial.



I1l.  MATERIALES Y METODOS

1. Muestras

Para la elaboracion artesanal del chucrut se recogieron dos coles blancas (Brassica
oleraceae var. capitata) de un huerto privado, las cuales habian sido cultivadas en el mismo
lugar y bajo las mismas condiciones. Los repollos se mantuvieron en oscuridad y en un
ambiente fresco hasta su uso. Para estudiar la microbiota del chucrut comercial se empled

Chucrut Fresco sin pasteurizar (Kramer).

2. Elaboracion artesanal del chucrut

Para la elaboracion del chucrut, se siguié una receta tradicional. Primero, se cortd el
repollo en juliana, haciendo tiras muy finas, ya que esto favorece la fermentacion.
Posteriormente, se pesoé el repollo y se afiadieron 20 gramos de sal por cada kilo de verdura.
Tras afiadir la sal se amaso el repollo con las manos, previamente lavadas. Se dejo reposar la
mezcla durante 30 minutos, tras este tiempo se repitié el proceso para que el repollo soltara su
jugo (Cayré et al., 2011). Tras ello, se llenaron 10 tarros de cristal previamente esterilizados
(5 para cada repollo) con la mezcla, intentando compactar las tiras de repollo en el fondo del
tarro para eliminar el aire entre las mismas. Posteriormente, se afiadio el liquido que se obtuvo
al amasar la mezcla, hasta que cubrié por completo las tiras del repollo. Los tarros no se
cerraron con fuerza, para permitir que los gases de la fermentacion se escapen del recipiente.
Cuando la salmuera del repollo no fue suficiente para rellenar todos los tarros, se empled

solucion salina (NaCl 0,9 %).

Para una buena conservacion del chucrut, asi como de un buen inicio de la fermentacion,
los tarros se colocaron en una sala oscura que tenia una temperatura controlada de entre 15y
20 °C.

3. Medios de cultivo

e Agar mMRS (VWR Chemicals): Medio empleado para el recuento de las bacterias
del &cido lactico (De Man y Rogosa, 1960). Este medio se suplementé con maltosa
monohidrato (Merck Millipore) al 2 % (v/v). Para su preparacion, se pesaron 67,3
gramos del medio mMRS y se disolvieron en 900 mL de agua destilada. Por otro lado,
se pesaron 20 gramos de maltosa y se disolvieron en 100 mL de agua destilada.
Ambas disoluciones se esterilizaron por separado en el autoclave a 121 °C durante 15

minutos y luego se mezclaron. La composicion del medio mMRS es: peptona (10



g/L), extracto de carne (10 g/L), extracto de levadura (4 g/L), glucosa (20 g/L), fosfato
dipotésico (2 g/L), acetato sédico (5 g/L), citrato de triamonio (2 g/L), sulfato de
magnesio (0,2 g/L), sulfato de manganeso (0,05 g/L), agar (13 g/L) y polisorbato 80
(1,08 g/L).

e Agar TSA: Medio empleado para el crecimiento general de microorganismos, tengan
0 no requerimientos especiales para su desarrollo. Este medio se compone de
tripticaseina de soja (30 g/L) y agar (20 g/L). El pH del medio se ajusto a un valor de

7,2y, a continuacion, se esterilizd a 121 °C durante 15 minutos.

4. Analisis guimicos. Medicion del pH

Para medir el pH, se cogieron 10 mL de la salmuera del chucrut y se medi6 el pH con un
pHmetro digital modelo GLP 21 (Crison).

5. Cultivo, identificacién y cuantificacion de bacterias cultivables

5.1 Toma de muestras vy cultivo

El procedimiento seguido para realizar el andlisis microbioldgico fue el descrito por
Xiong et al. (2012) ,con algunas modificaciones. En nuestro experimento se tomd muestra de
la salmuera de tres zonas diferentes del tarro: arriba (U), del medio (M) y de abajo (D), con el
objetivo de tener 3 réplicas de cada punto temporal y/o evaluar si la zona de la que tomaba la

muestra era determinante.

Para el aislamiento, la identificacion y la cuantificacion de las bacterias cultivables se
tomaron muestra los dias 1, 5, 8, 11 y 22. Cada dia se abrié un solo tarro del que se tomaron
las muestras y para evitar posibles contaminaciones ese tarro se deshechd. Se tomaron 100 uL
de salmuera en cada punto de medicion. Se prepararon diluciones decimales seriadas, hasta la
dilucion 104, con solucion salina estéril 0,9 % NaCl. Se sembraron 15 pL de las diferentes
diluciones y en placas del medio TSA y mMRS. Las placas se incubaron en anoxia en una
estufa a 30 °C durante 48-72 horas. Para generar un ambiente anoxico, las placas se colocaron

en una jarra de anaerobios de 2,5 L (Oxoid) con un sobre de acido ascorbico (Anaerogen).

El dia 22 de fermentacion, ademas de estudiar la microbiota de la salmuera del
chucrut, se realizd un analisis de la microbiota del repollo fermentado triturado. Para ello se
pesaron 30 gramos de chucrut y se trituraron junto con 30 mL de solucidn salina con ayuda de

una batidora desinfectada previamente con lejia. Partiendo de esa mezcla se realizaron



diluciones decimales seriadas y se sembraron 15 uL en los medios TSA y mMRS. Las placas

se incubaron en las condiciones anteriormente mencionadas.

5.2 Cuantificacién de bacterias cultivables

Tras la incubacion de las placas de TSA y mMRS se seleccionaron aquellas placas que
tuvieran entre 30 y 300 colonias. Se contaron las colonias y se calcularon las UFCs/mL. Estas

placas se emplearon también para estudiar la diversidad de morfologias de las colonias.

5.3 Aislamiento de bacterias cultivables

Para estudiar la diversidad de bacterias cultivables. Se observd la diversidad de
morfologias de colonia presentes en cada medio de cultivo (TSA y mMRS). A cada una de las
morfologias identificadas se le asignd un cédigo y se anotaron sus caracteristicas. Con el
objetivo de obtener un cultivo puro de cada una de estas morfologias se hicieron siembras en
aislamiento por agotamiento en estrias en placas nuevas del mismo medio del que se habian
aislado. Este procedimiento se repitid 4 veces para asegurar que la colonia elegida estaba libre
de contaminaciones y es un cultivo puro (Xiong et al., 2012). La ultima de las siembras se
hizo por duplicado para poder conservarlas por una parte en glicerol 40 % a - 80 °C vy, por
otro lado, en cultivos sélidos a 4 °C.

5.4 Identificacion de las bacterias cultivables

La identificacion de las bacterias aisladas se llevé a cabo empleando la espectrometria de
masas MALDI-TOF. Esta técnica se estd convirtiendo en un método de identificacion
bacteriana muy usado actualmente debido a que es sencillo, rapido y reproducible (Bloise
et al., 2022). Ademas, no requiere personal altamente cualificadas y permite identificar una
gran cantidad de microorganismos diferentes (Ashfaq et al., 2022).

En la técnica MALDI-TOF MS se usa la ionizacion suave de moléculas, en este caso
de las proteinas de las bacterias, para medir la relacion masa/carga (m/z) (Singhal et al.,
2015). El flujo de trabajo de MALDI-TOF se muestra en la Figura 2. Previo a su
identificacion se reactivaron los cultivos puros de las bacterias que se habian almacenado en
glicerol 40 % a -80 °C, para ello, se sembraron mediante la técnica en estria y se dejaron
crecer 48 horas a 30°C. Posteriormente, se extienden en una placa de 96 pocillos las
diferentes muestras. Primero se coloc6 con una punta de pipeta estéril 1 uL de Test

Bacteriano Estandar (BTS) Brunker que actia como blanco. Luego, se cogié una colonia



aislada de cada una de las muestras bacterianas que se quiere identificar y se realiz6 un frotis
en la posicion correspondiente de la placa. Sobre la muestra se aplicd 1 uL de &cido férmico y
se dejé secar. Cuando se secd por completo, se afladié 1 puL de matriz acido a-ciano-
hidroxicinamico (HCCA) y se dejo secar. Esta matriz, es muy importante en el proceso, ya
que es un compuesto organico absorbente de energia y su funcién es facilitar la ionizacion
(Mandal y Paul, 2022). Cuando la matriz se seca, cristaliza junto con la muestra, de modo
que, al recibir el rayo laser, la matriz proporcionara los protones necesarios para este proceso,
formandose una nube de iones que provienen de las bacterias que nos interesan. Esta nube de
iones es dirigida hacia un detector de iones acoplado a un analizador de tiempo de vuelo
(TOF) que calcula la relacién m / z (Bloise et al., 2022). La ionizacion genera un espectro de
masas Unico de las proteinas de cada bacteria, en el cual hay diferentes picos de iones (Ashfaq
et al., 2022). Este espectro de masas forma una “huella digital” de las bacterias denominada
huella dactilar de masa peptidica (PMF) (Singhal etal., 2015) , de modo que si lo
comparamos con una base de datos de espectros conocidos, podremos identificar nuestra

muestra en cuestion de segundos (Ashfaq et al., 2022).

En este estudio se utilizaron los programas Flexcontrol Software para controlar el
ajuste del MALDI TOF y MALDI TOF BioTyper Complex para la identificacion de la
microbiota del chucrut, mediante la comparacion del espectro de masas obtenido del
procesamiento de las muestras con una base de datos. Ademas, este software también aporta
una puntuacién de seguridad, de modo que si tiene una puntuacién por encima de 2.000 indica
que la identificacion es muy probable, una puntuacién entre 1.700-1.999 sera probable y una

puntuacion por debajo de 1.700 se considera no fiable (Fong et al., 2018).

Step 2 Step 1
v
Addition of matrix !
W seranmin '
w
=
=
w
Step 4 .
: ]
< =
2000 4000 ity 8000 10000 ; = Ethanol / Formic acid
Mass spectral acquisition Loading biotarget plate extraction method
and processing into the instrument and start analysis

Figura 2. Flujo de trabajo para la identificacion bacteriana utilizando MALDI-TOF MS. El primer paso sefiala la
extension de la colonia en la placa de 96 pocillos. Luego, se afiade la matriz. En el tercer paso se introduce la
placa en el MALDI-TOF y comenzar el andlisis. Por Gltimo el cuarto paso se basa en la obtencién y
procesamiento del espectro de masas (Ashfaq et al., 2022).
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6. Analisis filogenético

Partiendo de los espectros de masas de cada una de las colonias analizadas se realizaron
filogramas con el programa MALDI TOF BioTyper Complex usando su opcion de realizar
dendrogramas. Este programa compara las similitudes entre los espectros de masas para
deducir que bacterias son parecidas entre si.

7. Anélisis estadistico

Con el objetivo de comprobar si existian diferencias significativas entre las UFC/mL del
dia 22 de la fermentacion artesanal y de las UFC/mL del chucrut comercial se realiz6 un
analisis estadistico con el programa R Studio (Allair, 2011). Primero se comprobé si los datos
se ajustaban a una distribucion normal, para ello se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilks.
Posteriormente, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA), donde se establecié un valor de

a=0,05 para conocer si las diferencias observadas entre las muestras eran significativas.

IV. RESULTADOS

El chucrut es un alimento fermentado que se produce gracias a la fermentacion espontanea

del repollo blanco junto con un 2 % de sal. El objetivo principal de este TFG es el estudio de
la microbiota cultivable presente en el chucrut artesanal. Para ello se realiz6 un chucrut de
forma tradicional partiendo de dos repollos de col blanca. Durante la fermentacion se tomaron
muestras de la salmuera y se cultivaron en dos medios de cultivo (TSA y mMRS) para evaluar
la concentracion y la diversidad de bacterias presentes en el chucrut artesanal.

Con cada repollo se prepararon 5 botes para hacer chucrut. El objetivo era poder tener
botes suficientes para analizar la microbiota al menos en 5 puntos, pero cada toma de muestra
suponia abrir un bote y estropear esa fermentacion, por lo que ya no se podia volver a usar.
Por otro lado, mas botes de los esperados se contaminaron visiblemente, por lo que al final se
emplearon fermentaciones procedentes de distintos repollos en los diferentes puntos
temporales. Los dias 1 y 22 se tom6 muestra de las fermentaciones realizadas con el “repollo
17y los dias 5, 8 y 11 se realizaron los cultivos con la salmuera procedente de la fermentacion
del “repollo 2”.

1. La concentracion de bacterias del chucrut artesanal alcanza su maximo el dia 8 de la

fermentacion
La fermentacion del chucrut comienza con BAL heterofermentativas que tienen como
objetivo formar un ambiente favorable para las bacterias de las siguientes etapas. La ultima

etapa de la fermentacion es dominada por bacterias homofermentativas. Las BAL
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homofermentativas producen grandes cantidades de &cido lactico, produciendo una
acidificacion del medio, en el que no van a poder sobrevivir la mayoria de los
microorganismaos.

Para cuantificar las UFC/mL de la microbiota cultivable del chucrut a lo largo de la
fermentacion se tomaron muestras de la salmuera de la parte superior (SU), de la parte central
(SM) y de la parte inferior (SD) de la fermentacion en los dias 1, 5, 8, 11 y 22. Ademas, el dia
22 se realizaron siembras del repollo triturado. Las muestras se sembraron en TSA 'y mMRS

para calcular el nimero de UFCs/mL en cada dia del proceso fermentativo (Figura 3).

1.00E+09
1.00E+08 II

1,00E+07 I II

1.00E+06 I
1.00E+05 I

1.00E+04

UFC/mL

1.00E+03
1.00E+02
1.00E+01

1.00E-+00
Tiempo (Dias)

mMedia UFC/mL TSA Media UFC/mL MRS
Figura 3: En el eje de ordenadas se representa el logaritmo en base 10 de las UFC/mL frente al tiempo en dias
representado en el eje de las abcisas. El crecimiento microbiano se evalu6 en dos medios de cultivo diferentes
TSA (representado en color azul) y mMRS (representado en color naranja). Los dias 1 y 22 se realiz6 la
fermentacién con el “Repollo 17, representado de un tono oscuro. En cambio, los dias 5, 8 y 11 se realiz6 el
aislamiento con la fermentacion del “Repollo 27, representado de un tono mas claro. En el dia 22 se analizé la
carga microbiana tanto de la salmuera (22 S) como del repollo fermentado (22 R).

En la Figura 3 se observa como el crecimiento en el medio de cultivo mMRS el
primer dia de la fermentacion fue nulo, mientras que en el TSA se detectd una media de
1,55 x 10* + 2,12 x10*. A medida que pasan los dias se fue incrementando la concentracion de
BAL que alcanz6 su maximo el dia 8 de la fermentacion en ambos medios de cultivo. Los
dias 11 y 22 la concentracion microbiana disminuye, pero con valores similares entre ambos

medios de cultivo.

El dia 22 de la fermentacion se tomaron muestras de la salmuera y del repollo. Se
observan valores més altos de UFC/mL en las muestras de salmuera tanto en las muestras
cultivadas en mMRS como en TSA. Sin embargo, tras la realizacién de pruebas t-student se
determiné que las diferencias observadas entre las UFC/mL de la salmuera y del repollo

resultaron no ser significativas en ninguno de los medios de cultivo (p>0,05)
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2. La concentraciéon de bacterias en el chucrut artesanal es mayor gue en el chucrut

comercial

Los beneficios que aporta el chucrut en la salud dependen directamente de la
concentracion de microorganismos presentes en el momento de su consumo. La FDA (Food
and Drug Administration) recomienda que la concentracion de BAL en las fermentaciones de
chucrut deberia de estar entre 10° y 10'° UFCs/mL para proporcionar beneficios al
consumidor (Orgeron Il et al., 2016).

Tras 22 dias de fermentacion, el chucrut ya estaria listo para consumir, por lo que lo
tomamos como punto final de la fermentacion. Por ello, en este estudio, se compar6 la
concentracion microbiana (UFC/mL) presente en el punto final de la fermentacion del chucrut
preparado artesanalmente y del chucrut comercial (Figura 4).

A o UFC/mL de la salmuera en TSA B UFC/mL del repollo en TSA

UFC/mL

UFC/mL

UFC/mL del repollo en mMRS

C o UFC/mL de la salmuera en mMRS

UFC/mL

UFC/mL

Figura 4. En el eje de las abcisas se representa el logaritmo decimal de las UFC/mL en diferentes
fermentaciones y en el eje de las ordenadas se representa el dia 22 de la fermentacién artesanal de chucrut
(representado por el color naranja) y el chucrut comercial (representado por el color rosa). En los graficos Ay C
se observan los resultados de las UFC/mL de la salmuera cultivada en los medios TSA y mMRS,
respectivamente. En cambio, en los gréficos B y D se observan los resultados del recuento de bacterias
cultivables del repollo triturado y cultivado en los medios TSA y mMMRS respectivamente.

Los resultados de concentracion de bacterias cultivables obtenidos en el medio TSA
(Figura 4 A y B) muestran una gran diferencia entre la concentracion de bacterias en la
salmuera de la fermentacion artesanal (3,53 x 10° UFC/mL) y en la salmuera del chucrut
comercial (6,87 x 10® UFC/mL).
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Para el medio mMRS, la concentracion de bacterias en la salmuera del chucrut
artesanal y en la salmuera del chucrut comercial es bastante similar, siendo ambas préximas a
10% UFC/mL (Figura 4 C). En cambio, la concentracion de bacterias cultivables del repollo
triturado en mMRS es menor en el chucrut comercial (7,53 x 10* UFC/mL) que en el chucrut
artesanal (7,98 x 10° UFC/mL) (Figura 4 D).

Los valores de UFC/mL calculados en cada dia y en cada punto de muestreo, en los
medios TSA y mMRS estan recogidos en la Tabla 5 del Anexo 1.

3. No existen diferencias estadisticamente significativas en la concentracion de bacterias

del chucrut artesanal v del chucrut comercial en el medio TSA, pero si en mMMRS

Con el objetivo de comparar los datos de la concentracién bacteriana del chucrut
artesanal al final de su fermentacion (dia 22) y del chucrut comercial calculadas a partir de las
colonias crecidas en los medios de cultivo TSA y mMRS, se realizé un anélisis estadistico.

Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilk para comprobar si los datos del estudio seguian una
distribucion normal o no. La hipotesis nula serd que los datos pertenecen a una distribucion
normal. El resultado de esta prueba en ambos medios fue p>0.05. Por tanto, aceptamos la

hip6tesis nula y asumimos que los datos siguen una distribucién normal.

Medio Valor de p
TSA ‘ 0.4486

mMRS ‘ 0.9316
Tabla 5. Resultado de la prueba de Shapiro-Wilk

El siguiente paso fue comprobar si las diferencias entre los valores UFC/mL del

chucrut artesanal y del chucrut comercial eran significativas.

A U-FCJ"U]L calculada a par'l'ir del medio TSA B UFC!}:!:!J:: calculada a partir del medio mMRS
w
T L=
8 I E: i
7 ]
: | ——
g -
& ]
%
o | I .
g i : T : T é i I I
. Comercial Artesanal
Comercial Artesanal

Tipa de chucrut
Tipo de chucrut

Figura 7: Se representan las UFC/mLpara el chucrut comercial (representado en rosa) y el chucrut artesanal,
(representado en naranja) para el medio TSA (A) y para el medio mMRS (B).

14



Los boxplot de la figura 7 muestran las diferencias en la concentracion bacteriana
calculada a partir del medio de cultivo TSA (Figura 7 A) como del medio de cultivo mMMRS
(Figura 7 B). Para comprobar si esas diferencias son significativas o no, como los datos
siguen una distribucion normal, se realiz6 un ANOVA de una via. Los resultados indicaron
que las diferencias en la concentracion microbiana en el chucrut artesanal y el chucrut
comercial calculada a partir de los datos obtenidos del medio de cultivo TSA no son
significativas (p>0.05). En cambio, las diferencias en la concentracion de microorganismos
calculada a partir de los datos obtenidos del medio de cultivo mMRS entre el chucrut

artesanal y el chucrut comercial son estadisticamente significativas (p<0.05).

Medio Valor de p
TSA ‘ 0.08

mMRS ‘ 0.0391
Tabla 4. Resultado del ANOVA

4. El chucrut comercial tiene un pH mas acido que el chucrut artesanal

En este estudio, se prepard chucrut siguiendo una receta para su elaboracion artesanal y
se determinaron el pH, que es un parametro quimico importante en la fermentacion. El
chucrut artesanal mostrd un valor de pH de 4,27, mientras que el chucrut comercial es mucho

mas acido y su valor de pH fue 3,35.

5. La diversidad bacteriana va cambiando con el tiempo de fermentacién

Para estudiar la diversidad de la microbiota cultivable del chucrut y la evolucion de las
poblaciones bacterianas del chucrut, se analizd la diversidad de morfologias de colonia
presentes en la placas cultivadas de los medios MMRS y TSA. De la fermentacion artesanal se
aislaron un total de 23 bacterias para su identificacion por MALDI-TOF. En la Tabla 2 se
recoge el dia de aislamiento de cada morfologia y la especie bacteriana a la que pertenece.
Dos de las morfologias aisladas del chucrut fermentado artesanalmente (D1 TSA6 y D11
mMMRS2) no pudieron ser identificadas.

Los resultados muestran que la diversidad bacteriana fue mayor al inicio de la
fermentacion del chucrut artesanal. Se observa que la diversidad de bacterias que crecié en el
medio TSA fue mayor que en el medio mMRS. En los dias 1, 5, 8 y 11 de la fermentacion se
identificaron las siguientes especies a partir de las colonias crecidas en el medio TSA:
Staphylococcus epidermidis, Pantoea agglomerans, Serratia marcescens, Stenotrophomonas

maltophilia, Leclercia adenocarboxylata, Lactococcus lactis, Lentilactobacillus parabucheri

15



y Lelliottia amnigena. El medio de cultivo mMRS es un medio de enriquecimiento que
favorece el crecimiento de BAL. El primer dia de fermentacion no crecio nada en el medio
MMRS. Las muestras cultivadas en mMMRS de los dias 5, 8, 11y 22 permiti6 identificar varias
BAL como Lactiplantibacillus plantarum, Lentilactobacillus kefiri, Lentilactobacillus
parabucheri y sobre todo la que parece dominar la parte final de la fermentacion Lactococcus
lactis. El dltimo dia de la fermentacion, la diversidad bacteriana disminuyd y tan solo se
identificé a Lactococcus lactis, que fue la Unica especie aislada tanto en el medio mMRS

como en el TSA.

MEDIO TSA MEDIO mMRS
Dia Codigo Especie bacteriana Cadigo Especie bacteriana
TSAL, TSA2,  Staphylococcus epidermidis - -
TSA3y TSA4
1 TSAS Pantoea agglomerans - -
TSAG No identificado - -
TSA7 Stenotrophomonas sp - -
TSA2 Serratia marcescens MRS1, MRS2 y Lactiplantibacillus
MRS3 plantarum
5 TSA6 Stenotrophomonas maltophilia - -
TSAS8 Leclercia adenocarboxylata - -
TSA9, TSA9py Pantoea agglomerans - -
TSA10
TSAly TSA12 Lactococcus lactis MRS4 y MRS5 Lactococcus lactis
8 TSA2, TSA8Yy  Serratia marcescens = =
TSAll
TSA6 Lentilactobacillus parabucheri MRS2 No identificado
11 | TSAlly TSA14 Serratia marcescens MRS3 Lentilactobacillus kefiri
TSA13 Lelliottia amnigena - -
22 TSA18 Lactococcus lactis MRS6 y Lactococcus lactis
MRS7

Tabla 3. Bacterias aisladas e identificadas a partir de muestras del chucrut artesanal

6. El chucrut comercial tiene una diversidad mayor de bacterias que el chucrut artesanal

elaborado en este estudio

Para estudiar la microbiota cultivable del chucrut comercial se tomaron muestras de la
salmuera y del repollo y se cultivaron en los medios de cultivo TSA y mMRS. Se observo la
diversidad de morfologias de colonias y se aislaron un total de 12 microorganismos que se

analizaron con MALDI-TOF. De los 12 microorganismos aislados 8 se pudieron identificar
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correctamente. Se identifico la presencia 4 especies bacterianas diferentes (Lactiplantibacillus
plantarum, Levilactobacillus brevis, Staphylococcus epidermidis y Paenibacillus
amylolyticus) y de una levadura (Kazachstania exigua).

Los resultados muestran que la diversidad microbiana cultivable del chucrut comercial
estudiado es mayor que diversidad microbiana cultivable del chucrut artesanal elaborado para
este trabajo.

MEDIO TSA MEDIO mMRS
Caodigo Especie bacteriana Cadigo Especie bacteriana
SC TSAl Lactiplantibacillus plantarum SCMRS1yRC Lactiplantibacillus plantarum
MRS1
SC TSA2 Levilactobacillus brevis SCMRS2yRC No identificado
yRC MRS 2
TSA2
SC TSA4 Kazachstania exigua SC MRS3y RC No identificado
MRS 3
RC TSA1l Staphylococcus epidermidis - -
RC TSA3 Paenibacillus amylolyticus - -

Tabla 4. Microorganismos aislados e identificados a partir de muestras del chucrut comercial

7. Las especies microbianas no identificadas no pueden ser correctamente identificadas

con filogramas de los espectros de masas

Tras la identificacion molecular con MALDI-TOF, se realizaron filogramas mediante
el programa MALDI TOF BioTyper Complex. Este programa utiliza los espectros de masas
generados durante la identificacion para compararlos entre si y agrupar aquellos espectros que
son similares. De este modo, los espectros de masas de las especies que no se pudieron
identificar correctamente se podrian comparar con los espectros de masas de aquellas
bacterias que sean similares y que si se identificaron correctamente.

En la Figura 5 se muestra el arbol filogenético generado a partir de los espectros de
masas obtenidos de cada una de las colonias aisladas del chucrut artesanal y del chucrut
comercial. Se aprecian diferentes grupos distribuidos en funcién de su similitud. Por ejemplo,
el grupo formado por las cepas bacterianas numeradas desde el 29 hasta el 35 corresponden a
Lactococcus lactis. De este modo, aunque algunas colonias aisladas del chucrut no hayan
podido ser identificadas con éxito, podemos conocer a que especies se encuentran proximas,

ya que seran aquellas a las que se encuentren mas cercanas en el arbol.
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Figura 5. Arbol filogenético elaborado a partir de los espectros de masas de las especies microbianas aisladas
del chucrut artesanal y del chucrut comercial. En la parte inferior de la figura se puede ver una leyenda de que
especie corresponde a cada nimero. Las especies no identificadas se identifican con su codigo.

“SC MRS3” (2) provenientes del chucrut comercial se parecen mucho entre ellas. Por otro
lado, la colonia “D11 MRS2” (3) proveniente del chucrut tradicional es similar a
Lentilactobacillus parabucheri y en menor medida a Lentilactobacillus kefiri, por lo que
“D11 MRS2” (3) podria ser una especie del grupos de las bacterias lacticas. Cabe destacar
que las colonias mas cercanas a “RC MRS3” (1) y “SC MRS3” (2) son Lentilactobacillus
parabucheri, Lentilactobacillus kefiri y “D11 MRS2” (3) por lo que podria tener alguna



Por otro lado, se encontrd un grupo sin identificar formado por las colonias “D1 TSA6” (18)
“RC MRS2” (19) y “SC MRS2” (20). Dentro de este grupo se puede concluir que “RC
MRS2” (19) y “SC MRS2” (20) podrian ser la misma especie o la misma especie, pero de
cepas diferentes ya que tienen una distancia muy pequefia entre ellas, menor que las colonias
22 y 23 que estan identificadas como la misma especie. Por otro lado, “D1 TSA6” (18) no
guarda ninguna similitud con otras colonias que estén identificadas por lo que es imposible su

identificacion mediante este método.

V. DISCUSION
1. El chucrut artesanal presenta un pH diferente a los observados en otros estudios

Los cambios en el pH son uno de los factores mas importantes en una buena fermentacion
del repollo para la elaboracion del chucrut. Las bacterias involucradas en la fermentacion
aumentan la concentracion de &cido lactico y esto favorece la disminucién del pH. Esta
situacion inhibe el crecimiento de microorganismos que dafien la fermentacion de los
alimentos y al mismo tiempo preserva las caracteristicas del repollo (Zabat et al., 2018). La
importancia del pH en la fermentacién del chucrut no radica solamente en la calidad y en la
conservacion del repollo, sino también en que es un factor clave para determinar el grado de
fermentacion.

El valor del pH del chucrut elaborado para este TFG mostro un valor de 4,27 al final de la
fermentacion, el cual es superior a los valores descritos en la literatura. El estudio realizado
por Cayré et al. (2011) resalta la rapida acidificacion del chucrut en la primera semana de
fermentacion. Sus valores descendieron desde 5,67 hasta 3,38. En otros estudios, los valores
del pH final de la fermentacion también giran en torno a 3,8-3,2 (Xiong et al., 2012; Halasz et
al., 1999). El pH del chucrut comercial (Kramer) es de 3,35 que si se ajusta a valores
descritos en la literatura. EI chucrut comercial empleado en este trabajo lleva como aditivos
acido ascoérbico y acido lactico, afiadidos para acidificar el pH y para evitar el oscurecimiento
del repollo.

Las diferencias en el pH podran deberse a la composicion quimica de cada repollo, puesto
qgue ésta es diferente y esto también puede afectar en la concentracion final de
microorganismos, debido a una menor concentracion de azlcar que conlleva menos
produccion de acido (Sayago y Lopez, 1985). Otra posibilidad es que el chucrut elaborado
para este TFG no se haya elaborado correctamente puesto que el pH no es suficientemente

acido.
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2. La concentracion de microorganismos es decisiva para un buen chucrut final

El proceso de fermentacion del chucrut se divide en dos etapas con diferente diversidad y
concentracion de microorganismos (Yang et al., 2019). Estos microorganismos son los que
confieren parte de sus propiedades beneficiosas al chucrut (Orgeron Il et al., 2016).

Por ello, en este estudio se cuantificaron las bacterias cultivables presentes en el
chucrut usando dos medios de cultivo durante todo el proceso fermentativo. El proceso de
fermentacion del chucrut elaborado en este estudio comenz6 con una baja concentracion de
microorganismos (aproximadamente 1,55 x 10* en el caso de las bacterias cultivables en el
medio TSA y 0 en el caso de las bacterias cultivables en medio mMRS). Los valores de
UFC/mL alcanzaron su méaximo el octavo dia de fermentacién con un valor de 8,73 x 107
UFCs en el medio TSA/mL y 9,16 x 107 UFCs en el medio mMRS/mL. Tras el octavo dia de
fermentacion, la concentracién de bacterias disminuy6. Los valores de concentracion de
bacterias pudieron verse disminuidos por el ambiente &cido. Esta tendencia también se
observa en el estudio de Yang et al. (2019) y en el realizado por Cayre et al. (2011).

La fermentacion del chucrut se lleva a cabo naturalmente gracias a la microbiota
autoctona del repollo. Las BAL son las bacterias que dominan esta fermentacion. (Halasz
et al., 1999). Zabat et al. (2018) observaron que los valores de BAL en la materia prima cruda
antes de la fermentacién espontanea eran extremadamente bajos, esta tendencia también
puede observarse en este estudio ya que como vimos en la Figura 3 del apartado “2.3
Cuantificacién de las bacterias” en Resultados el primer dia tras el inicio de la
fermentacion no crecié ninguna colonia en el medio mMRS, lo que puede indicar que las
BAL se encontraban en concentraciones muy bajas.

La concentracion final de bacterias es decisiva para que el alimento beneficie al
consumidor. En la Figura 4 se ve que el dia 22 de fermentacion del chucrut artesanal se
detectaron 3,53 x 10° UFCs en el medio TSA/mL de salmuera y 4,67 x 10® UFCs en el medio
mMRS/mL de salmuera. En cambio, en el chucrut comercial los valores de UFC/mL fueron
de 3,7 x 10° en el medio TSA y 7,74 x 10° en el medio mMRS. Segun la FDA el rango de
UFC/mL para aportar beneficios es entre 10° y 10 UFC/mL, por lo que los resultados del
chucrut artesanal estan dentro de este rango, pero los valores del chucrut comercial estan en el
limite del valor recomendado por la FDA.

Las diferencias en la concentracion de microorganismos observadas entre el chucrut
artesanal y comercial podrian deberse, ademas del proceso de preparacion a que la

composicion quimica de cada repollo es diferente y esto también puede afectar en la
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concentracion final de microorganismos, debido a que una menor concentracion de azucar
conlleva menos produccion de &cido y se alterara el proceso fermentativo (Sayago y Lopez,
1985).

3. El chucrut de este estudio tiene una diversidad microbiana diferente a otros estudios

similares

La fermentacion del chucrut comienza con la accion de las bacterias heterofermentativas
(Zabat et al., 2018). En nuestro estudio las bacterias heterofermentativas identificadas fueron
Lentilactobacillus parabucheri y Lentilactobacillus kefiri las cuales sélo fueron aisladas e
identificadas el dia 11 de fermentacion. En otros estudios, las especies bacterianas
heterofermentativas aparecian entre el dia 1 y 3 de la fermentacion y desaparecian a partir del
dia 7 de la fermentacion. Generalmente pertenecian a los géneros Weissella y Leuconostoc
(Plengvidhya et al., 2007; Touret et al., 2018).

Por otra parte, esta descrito que en la Gltima etapa de la fermentacién predominan las
especies homofermentativas (Plengvidhya et al., 2007). En este estudio la especie dominante
en el punto final de la fermentacion fue Lactococcus lactis, la cual es una bacteria
homofermentativa que produce &cido lactico como producto principal de la fermentacion
(Samarzija et al., 2001). También produce bacteriocinas que inhiben el crecimiento de los
microorganismos no deseables en la fermentacion (Yang et al., 2020). Lactococcus lactis es
una especie con gran importancia en la fermentacion de los alimentos y se ha usado durante
décadas para la produccion industrial de alimentos coémo quesos, yogur o chucrut (Song et al.,
2017). En el estudio de Plengvidhya et al., 2007 se vié que aproximadamente el 70 % de las
muestras identificadas a partir del dia 9 de fermentacion se correspondian con
Lactiplantibacillus plantarum, esta bacteria también es homofermentativa y es una de las
especies histéricamente importantes en la fermentacion del chucrut (Zabat et al., 2018). El

resto de las especies identificadas fueron L. argentinum y Levilactobacillus brevis.

Lactiplantibacillus plantarum se identificd en las muestras del dia 5 de fermentacion
en el chucrut artesanal elaborado en este trabajo. En este trabajo se llevo a cabo la deteccion
de especies bacterianas en funcion de la morfologia de las colonias. Varias especies
bacterianas pueden tener una morfologia similar. Incluso, cepas de la misma especie pueden
tener una morfologia diferente. Por tanto, si no se toma una muestra suficientemente grande

de colonias similares, algunas especies pueden pasar desapercibidas.
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Ademas de BAL, en este estudio también se identificaron otras especies de bacterias
como Staphylococcus epidermidis, Pantoea agglomerans, Stenotrophomonas sp. La presencia
de Staphylococcus epidermidis seguramente se deba a que la microbiota de la microbiota de la
piel estd dominada por Staphylococcus epidermidis y a que el proceso tradicional se realiza
moviendo y apretando el repollo con las manos (Suarez, 2013). Pantoea agglomerans
pertenece a un taxén muy diverso que tiene una gran capacidad de adaptacion a muchos
organismos (plantas, animales y seres humanos) (Dutkiewicz et al., 2016). Recientemente, un
estudio ha identificado a Pantoea agglomerans como un fitopatdgeno que podria ser causante
de la pudricion blanda bacteriana en repollo de col china (Guo et al., 2020). La presencia de
esta especie bacteriana podria ser una razén por la cual se pudrieron la mayor parte de los
tarros que provenian del repollo 1. Por ultimo, Stenotrophomonas sp. puede estar presente en
la microbiota de plantas y ha sido aislada de las raices de numerosos vegetales (Ryan et al.,
2009). En el estudio realizado por Rico (2015) se analiz6 la microbiota del algunos vegetales
identificando  bacterias como  Serratia marcescens, Pantoea agglomerans o
Stenotrophomonas maltophilia, las cuales coinciden con las identificadas en este estudio. Es
probable que estas especies bacterianas formen parte de la microbiota del repollo empleado en

este estudio.

Comparando los resultados obtenidos con la bibliografia existente, podemos concluir
que las especies bacterianas que se consideran histéricamente importantes en la fermentacion
del chucrut (L. mesenteroides, L. plantarum y L. brevis) no estan presentes en el chucrut
elaborado en este trabajo, ya que en la fermentacidn artesanal sélo esta presente L. plantarum
(Zabat et al., 2018). Ademas, otros autores que han empleado el medio TSA para aislar e
identificar la microbiota del chucrut han documentado la presencia de BAL como L.casei, L.
acidophilus, L. fermentum, aunque L. plantarum era la dominante, sobre todo al final de la

fermentacion (Cayré et al., 2011).

En cuanto al chucrut comercial se aislaron 12 cepas diferentes, de las cuales se
identificaron correctamente 8. Las especies microbianas identificadas fueron las bacterias
Lactiplantibacillus plantarum, Levilactobacillus brevis, Staphylococcus epidermidis,
Paenibacillus amylolyticus y la levadura Kazachstania exigua. En este caso
Lactiplantibacillus plantarum y Lentilactobacillus brevis son dos especies de BAL que tienen
una gran importancia en el producto final aportando los beneficios probioticos (Touret et al.,

2018). Por otro lado Kazachstania exigua, es una levadura generalmente relacionada con la
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microbiota de la masa madre (Sugihara et al., 1971). Las levaduras estan relacionadas con la
formacion de compuestos volatiles que dan un olor y sabor caracteristico al chucrut, pero una
alta concentracion podria generar fermentaciones no deseadas (Yang et al., 2019). Por ultimo,
Paenibacillus amylolyticus es un taxon de bacterias incluidas antiguamente en el género

Bacillus que se encuentra en la semillay en las hojas de algunos vegetales (Toyota, 2015).

El chucrut es un alimento indefinido desde el punto de vista microbioldgico, ya que su
comunidad microbioldgica final depende en gran parte de la diversidad de microorganismos
que haya en las materias primas, por ello la microbiota entre unas fermentaciones y otras
puede ser muy variable (Vinderola y Pérez-Marc, 2021), lo cual podria justificar los
resultados obtenidos en este trabajo. Otra razon posible es el pequefio tamafio de muestreo
que se realizd en este trabajo. También es posible que hubiera méas especies con morfologias
muy similares o que alguna de ellas no creciera bien en los medios de cultivo empleados. Por
ello, cabe la posibilidad de que no se haya determinado completamente la microbiota del
chucrut y los resultados obtenidos puedan subestimar la diversidad bacteriana de las
fermentaciones del chucrut. También es posible que el chucrut no se haya elaborado

correctamente.

VI. CONCLUSIONES

El objetivo de este trabajo fue estudiar la microbiota cultivable a lo largo de la

fermentacion espontanea del repollo blanco. Se cultivd, se aislo e identifico la microbiota
cultivable. Con ello, se puede concluir que:
1. La mayor concentracion bacteriana del chucrut artesanal se encuentra en el dia 8 de
fermentacion.
2. EIl chucrut artesanal tiene una mayor concentracion de bacterias que el chucrut
comercial.
3. La diversidad de especies microbianas al final de la fermentacion es mayor en el
chucrut comercial.
4. EIl pH del chucrut comercial es méas acido que en el chucrut artesanal.

5. La microbiota de la fermentacidn artesanal es liderada por Lactococcus lactis.
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ANEXO 1. Recuentos microbianos

ANEXOS

Tabla 5. Recuento de UFC/mL en la fermentacion artesanal de chucrut y en el chucrut comercial. Se muestran

las UFC/mL contabilizadas en los tres puntos de muestreo (SU, SM y SD), asi como la media de los tres.

TSA mMMRS
Dia Punto UFC/mL Media Dia Punto UFC/mL Media
UFC/mL UFC/mL
SuU 3,47 x 10° SuU 0
SM 4 x 10 SM 0
1 X 1,55 x 10* 1 0
SD 3,07 x 10° SD 0
SuU 1,77 x 107 SU 1,41 x 10°
; SM 1,41 x 10° 0,49 x 106 ; SMo - 123x10° s
SD 1,07 x 107 SD 5,67 x 10*
SU 4,2 x 107 SU 6,53 x 107
SM 1,6 x 108 , SM 1,29 x 108 ,
8 8,73 x 10 8 9,16 x 10
SD 6 x 107 SD 8,00 x 10’
SU 6,6 x 108 SuU 9,73 x 10°
SM 7,87 x 10° SM 4,87 x 10°
11 3,8 x 10° 11 X 3,89 x 10°
SD 4 x 108 SD 1,02 x 107
SuU 1,73 x 108 SuU 3,47 x 10°
SM 4,13 x 10° SM 4,47 x 10°
225 X 3,53 x 10° 225 X 4,67 x 10°
SD 4,73 x 10° SD 6,07 x 10°
RU 6,20 x 10° RU 1,93 x 10°
RM 1,07 x 10° RM 6,00 x 10°
22R X 1,27 x 108 22R X 7,98 x 10°
RD 2,13 x 10° RD 1,60 x 10°
Comercial RC 7,33x10° 3,7x10° Comercial RC 7,53x10* 7,74 x 10°
SC 6,87 x 103 SC 1,47 x 10°
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