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RESUMEN

El Kimchi es un alimento fermentado consumido en Corea del Sur hace 2000 afios
atras aproximadamente. El principal objetivo del presente trabajo de investigacion fue
evaluar la capacidad antioxidante (CA) del Kimchi elaborado en Ecuador, antes y
después del proceso de fermentacién. Se utilizd una formulacion con ciertas
modificaciones con relacion a otras investigaciones, cuyo ingrediente principal fue
Brassica oleracea var. capitata con un 78.73 por ciento. Se prepararon 2 batches y se
dejo fermentar a oscuras a una temperatura promedio de 17 grados Celsius por 9 dias.
Las muestras objeto de analisis se tomaron cada 3 dias previamente liofilizadas y
trituradas. La capacidad antioxidante del Kimchi fue determinada mediante la
metodologia ABTS, obteniéndose en el dia O un valor relativamente alto (19975.43
mas menos 1999.35 micromoles Trolox Equivalentes por gramo de muestra seca),
debido a la presencia de fitoquimicos con propiedades antioxidantes propios de los
ingredientes utilizados. Después de nueve dias de fermentacion el valor se incremento
(27393.71 méas menos 93.72 micromoles Trolox Equivalentes por gramo de muestra
seca). Ademas, se comprobo que el valor maximo de la CA se alcanzd al sexto dia de
tratamiento al no existir diferencia significativa con el valor encontrado en el noveno
dia. Los intervalos de los dias 0-6, 0-9 y 3-9 presentaron incrementos estadisticamente
significativos de CA, los mismos que fueron de 31.22 por ciento, 37.14 por ciento y

21.44 por ciento, respectivamente.

Palabras clave: Kimchi, capacidad antioxidante, radicales libres, fermentacion acido

lactica, ABTS, Brassica oleracea var. capitata.
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ABSTRACT

Kimchi is a fermented food consumed in South Korea approximately 2,000 years ago.
The main objective of this research work was to evaluate the antioxidant capacity (AC)
of Kimchi made in Ecuador, before and after the fermentation process. A formulation
was used with certain modifications in relation to other investigations, whose main
ingredient was Brassica oleracea var. capitata with 78.73 percent. Two batches were
prepared and left to ferment in the dark at an average temperature of 17 degrees Celsius
for 9 days. The samples to be analyzed were taken every 3 days, previously lyophilized
and crushed. The antioxidant capacity of Kimchi was determined using the ABTS
methodology, obtaining a relatively high value on day 0 (19975.43 more less 1999.35
micromoles Trolox Equivalent per gram of dry sample), due to the presence of
phytochemicals with antioxidant properties typical of the ingredients used. After nine
days of fermentation the value increased (27393.71 more less 93.72 micromoles
Trolox Equivalent per gram of dry sample),). In addition, it was found that the
maximum value of antioxidant capacity was reached on the sixth day of treatment as
there was no significant difference with the value found on the ninth day. The intervals
of days 0-6, 0-9 and 3-9 presented statistically significant increases in CA, which were
31.22 percent, 37.14 percent and 21.44 percent, respectively.

Key words: Kimchi, antioxidant capacity, free radicals, lactic acid fermentation,

ABTS, Brassica oleracea var. capitata.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Origen

La tradicion oral y varios manuscritos chinos han mostrado que en el territorio sur
coreano se ha consumido alimentos fermentados desde hace 2000 afios atras.
Inicialmente, la palabra Kimchi era utilizada para referirse a un grupo general de
vegetales salados y fermentados. Debido a que gran parte de la documentacién
escrita estaba influenciada directamente por China, este término era originalmente
denotado con el simbolo ‘chimchae’, el cual seria adaptado a ‘dimchae ’,seguido por
‘dimchi’ hasta que se empez6 a popularizar el término utilizado en la actualidad
(Kimchi), el mismo que ya no utiliza caracteres chinos para su escritura sino

simbolos propios del alfabeto coreano (Park, Kim, and Jeong 2017).

Corea del

Norte Zona desmilitarizada

Pyongyang, Coreana
(Frontera divisoria)
Mar amarillo f/
» '5..
@ g
6.0
Corea del
Sur
Mar 3| este °
de China e

Japén &

Figura 1. Peninsula surcoreana

Fuente: (Park, Kim, and Jeong 2017).



En principio, el principal objetivo de las personas en la peninsula coreana era buscar
formas de preservar sus alimentos por periodos mas largos de tiempo, razén por la
cual, descubrieron que tras adicionar vinagre y sal sus alimentos permanecian
comestibles y con un mejor sabor. Sin embargo, no eran conscientes que la
agregacion de dichos ingredientes restringia el crecimiento microbiano, lo cual
aumentaba el tiempo de vida util. Esta metodologia estaba lejos de ser similar a la

que se utiliza en la elaboracién del Kimchi (Jang et al. 2015).

Por otro lado, las habitantes del territorio coreano se percataron que, al mezclar un
vegetal con pimienta roja en polvo, el sabor era mas punzante y agradable, al mismo
tiempo les permitia prolongar la utilidad de un producto que de otra forma se
dafiaria en cuestion de dias. Las personas no sabian que la adicién de pimienta roja
creaba un ambiente idéneo para el crecimiento de bacterias acido-lacticas (BAL),
las mismas que dan paso a un proceso fermentativo y por ende a un aumento en la
vida util de alimento. Posteriormente, esta costumbre se iria pasando de manera oral
de generacién en generacion hasta convertirse en la receta mas representativa del
pais (Jang et al. 2015; Park et al. 2017).

1.1.2. Beneficios a la salud

Algunos de los beneficios mas evidentes por el consumo del Kimchi a mediano y
largo plazo son la reduccion del colesterol LDL (Low Density Lipoprotein) y
aumento del HDL (High Density Lipoprotein), retardo en el proceso de
envejecimiento, disminucién del riesgo de contraer cancer, mejora del porcentaje
de masa muscular y disminucion de grasa corporal. Estos dos ultimos beneficios
relacionados con la recomposicion corporal se deben gracias al alto contenido en
fibra, agua y, sabor picante del alimento, lo cual permite disminuir la ingesta
caldrica total de los consumidores al final del dia, ya que crean una sensacion de
saciedad (Kim and Park 2018).

Adicionalmente, cuando el alimento se encuentra al interior del organismo,
promueve una mejor salud gastrointestinal porque reduce el conteo de

enterobacterias perjudiciales tales como Clostridium sp y Escherichia coli, al



mismo tiempo que promueve la proliferacion de bacterias beneficiosas como
Faecalibacterium sp., Bifidobacterium sp., y Bifidobacterium adolescente (Hongu
et al. 2017).

1.1.3. Matriz

El Kimchi es un alimento fermentado preparado a partir de col china (Brassica
rapa pekinensis), rdbano (Raphanus sativus), cebolla (Allium cepa), pimienta roja
en polvo, ajo (Allium sativum), jengibre (Zingiber officinale), jugo de pescado e
incluso en ocasiones y dependiendo de la zona en donde se lo prepara, puede
contener jeotgal (proteina fermentada del mar). En su pais de origen se puede
encontrar cientos de recetas y versiones de este plato. Desde recetas utilizando
unicamente rabano, lechuga y pepinillo hasta la tradicional utilizando las hojas de
col (Kim and Park 2018).

Su preparacion puede diferir incluso dentro de Corea del Sur, no obstante, el comun
denominador es la utilizacion de pimienta roja conocida también como
‘gochugaru’. Su gran aceptacion entre la poblacion surcoreana se debe a su sabor
agridulce carbonatado resultante de los procesos fermentativos que se dan durante
su elaboracion. Ademas, puede ser combinado con cualquier otro tipo de receta, de
hecho, el Kimchi raramente se consume solo, ya que se lo utiliza como
acompafante del arroz, junto con algun tipo de proteina (marina o bobina), otros
vegetales, platos tradicionales (bibimbap, gopchang, japchae, etc.) o incluso como
ingrediente para la preparacion de productos como por ejemplo quesadillas o

pancakes de Kimchi (Hongu et al. 2017).



Figura 2. Baechu Kimchi (Kimchi tradicional elaborado con Brassica rapa

pekinensis).

Fuente: (Jang et al. 2015)

1.1.4. Nutricion

Desde 2006, cuando la revista estadounidense Health denominé al Kimchi como
uno de los 5 mejores alimentos nutritivos y saludables, su popularidad y aceptacion
se incrementd notablemente y con justa razon, ya que, estudios previos han
demostrado que el Kimchi aporta pocas calorias por cada porcion (15 kcal por
media tasa) (Noh et al. 2016). Adicionalmente, Hongu et al. (2017) sefiala que el
alimento también aporta fibra dietética, proteina, 4cidos grasos de tipo omega 3,

vitaminas y minerales.

Debido a la gran diversidad de tipos de Kimchi, tiempos de fermentacion,
microorganismos utilizados, condiciones ambientales, etc, es casi imposible crear
una tabla nutricional que abarque a todos los existentes, sin embargo, la tabla que
se muestra a continuacion puede servir como una fuente de partida con la que se
puede comparar, si lo que se busca es la preparacion del alimento en otras partes
del mundo. Cabe recalcar que, la tabla presentara mayor similitud con recetas en
las que el ingrediente principal se caracteriza por tener hojas y que pertenezca a la
familia Brassicaceae. El ejemplo mas claro como substituto a Brassica rapa

pekinensis es Brassica oleracea var. capitata.



Tabla N1. Informaciéon nutricional de baechu Kimchi (media tasa de Kimchi)

Nutriente Cantidad % ingesta diaria
Calorias Totales 15 1% limite
Proteina 1g 3% del total
Carbohidratos 29 204 del total
Fibra dietetica 1g 204 del total
Azlcares totales 1g No limite ni ingesta diaria
Grasa Total 0g No limite ni ingesta diaria
Grasa Saturada 0g 0% limite
Grasa monosaturada 0g No limite ni ingesta diaria
Grasa poliinsaturada 0g No limite ni ingesta diaria
Acido Linoléico 0g 0% del total
Acido o-Linolenico 0g 205 del total
Omega 3-EPA 8 mg No limite ni ingesta diaria
Omega 3-DHA 11 mg No limite ni ingesta diaria
Colesterol 0mg 0% limit
Calcio 48 mg 5% del total
Potasio 173 mg 4% del total
Sodio 128 mg 6% del total
Cobre 39 mg 4% del total
Hierro 0 mg 3% del total
Magnesio 13 mg 4% del total
Fosforo 34 mg 5% del total
Selenio 1mg 1% del total
Zinc 0mg 2% del total
Vitamina A 94 mg 13% del total
Vitamina B6 0.1 mg 10% del total
Vitamina B12 0.2mg 7% del total
Vitamina C 28 mg 37% del total
Vitamina D 0 mg 0% del total
Vitamina E 0 mg 1% del total
Vitamina K 28 mg 31% del total
Folato 32mg 8% del total
Tiamina 0 mg 3% del total
Riboflavina 0.1 mg 5% del total
Niacina 1 mg 4% del total
Colina 5mg 1% del total

Fuente: (Hongu et al. 2017)



1.1.5. Compuestos bioactivos

Los beneficios a la salud humana por el consumo regular de Kimchi se deben a la
presencia de compuestos biologicos y funcionales en la matriz, denominados
fitoquimicos, los cuales provienen de los vegetales (col, rabano, jengibre, cebolla,
etc.) tales como la capsaicina, clorofila, compuestos alilos y gingerol. A su vez, se
han encontrado componentes con actividad antioxidante, antiinflamatoria y
anticancerigena como el isotiocianato de bencilo, tiocianatos, f-sitosterol. En
particular, la funcion antioxidante permite contrarrestar los efectos perjudiciales
causados por los radicales libres (RL) (envejecimiento prematuro, aumento en la
probabilidad de desarrollar cancer, etc.). Algunos de los compuestos nutritivos con
actividad biolégica que se presentan en mayor proporcion dentro de su
composicion son vitaminas (C, complejo B, B-carotenos, D, E, etc.) y minerales
(Na, Ca, K, Fe, P, etc.). (Hongu et al. 2017; Park et al. 2017).

Por otra parte, la presencia y proliferacion de BAL permite un aumento en las
propiedades funcionales del alimento a causa de su metabolismo anaerdbico
fermentativo que libera especies antioxidantes en forma de metabolitos. Algunos
de estos compuestos son el manitol, bacteriocinas, acido y-amino butirico, acidos
linoleicos conjugados, ortonitrina, oligosacaridos. Cabe mencionar que estos
compuestos pueden variar en funcion de las condiciones en las que la fermentacion
se lleva a cabo (Park et al. 2017).

1.1.6. Actividad antioxidante

Los RL son especies quimicas reactivas conocidas por causar dafos estructurales
en tejidos, oxidacion de lipidos, desnaturalizacion de proteinas y
despolimerizacion de polisacaridos que, después de un tiempo contribuyen al
envejecimiento prematuro e incluso al desarrollo de ciertos tipos de cancer (Ruiz

Martinez and Morales Hernandez 2015).

En respuesta a los dafios causados por los RL, se encontré que los antioxidantes

son compuestos que impiden la oxidacion a nivel fisioldgico, cediendo electrones
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hacia los RL y, contribuyendo a una mejor salud cutanea, hormonal, metabdlica,
etc (Ramirez et al. 2012). Como consecuencia, el consumo recurrente de
alimentos con antioxidantes puede representar un beneficio a la salud bastante

interesante a mediano y largo plazo.

En Corea del Sur, cada habitante consume en promedio 100 g de Kimchi por dia,
lo cual representa el 50% de la ingesta diaria recomendada de vitamina C y
carotenos. Ademaés, aporta también con otro tipo de antioxidantes como
flavonoides y compuestos fendlicos. Posiblemente, este tipo de dieta ha sido uno
de los factores que ha contribuido a que la poblacion surcoreana sea una de las
culturas con indices méas bajos en muertes por cancer de piel (0.23% segun datos
de la OMS de 2018) (Tan 2017; Ryu et al. 2019).

1.1.7. Fermentacion

Dentro del proceso de elaboracion, la fermentacion se lleva a cabo por accion de
las BAL, las mismas que, consumen los azucares del medio y liberan como
producto &cido lactico en un medio anaerobio. Estas bacterias se encuentran de
manera natural en los ingredientes y son denominadas halo tolerantes debido a que

resisten concentraciones altas de acidez y sal (Chin 2020).

El proceso de fermentacion del Kimchi puede ser descrito en 4 etapas en funcién
de la acidez; inicial (<0.2%), inmadura (0.2 — 0.4%), 6ptima (0.4 — 0.9%) y sobre
fermentada (>0.9%). Este proceso depende directamente del desarrollo de las BAL
ya que, a mayor cantidad, mayor sera el cido lactico producido y, por ende, mayor
sera la acidez del medio. Es por esta razon que el proceso fermentativo del Kimchi
se lleva a cabo en 2 etapas; la primera a temperatura ambiente por un maximo de
5 dias (15-22 °C) que permite un crecimiento de bacterias considerable para que
pueda dar inicio la fermentacion y, el segundo que se lleva a una temperatura baja
(4-8 °C) con la finalidad de que el alimento pueda fermentarse a menor velocidad
por un mayor periodo de tiempo sin llegar a la etapa de sobrefermentacion.
Actualmente se cree que las cepas de género Leuconostoc, Weisella y



Lactobacillus son las responsables de las propiedades fisicoquimicas del Kimchi

durante el proceso fermentativo (Noh et al. 2016; Park et al. 2017).

La capacidad antioxidante (CA) del Kimchi varia dependiendo de la microflora 'y
del tiempo de fermentacidn, lo cual hace muy dificil definir un estandar en cuanto
a la actividad antioxidante del producto cuando es elaborado de manera casera, sin
embargo, esta caracteristica biolégicamente hablando, permite que, cambiando
ciertos ingredientes y variando los tiempos de fermentacion, se pueda obtener una

extensa variedad de compuestos antioxidantes (Park et al. 2011).

Por el contrario, a nivel industrial la gran variedad de BAL representa un gran
desafio al momento de mantener un estandar de calidad constante. En respuesta a
esta problematica, la utilizacion de cultivos iniciadores han mostrado ser una
opcion util y eficiente para mantener la calidad de batch a batch. Algunas de las
cepas mas utilizadas en estos cultivos iniciadores y que muestran mayor actividad
probidtica son Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus
plantarum (Park et al. 2017).

1.1.8. Liofilizacién

Es una técnica utilizada para remover el agua de un material (alimentos, células,
plasma, sangre, etc.) a bajas temperaturas, mediante sublimacion; es decir, el agua
en el interior pasa directamente de estado solido a gaseoso. Durante el
procedimiento, es necesario primero congelar la muestra y posteriormente
exponerla a una camara de vacio en donde el agua se eliminara y sera recolectada.
Esto es posible unicamente cuando el agua dentro de la muestra se encuentra en
condiciones por debajo del punto triple (temperatura < a 0.01 °C y presién < a
611.73 Pa) (Berk 2013) .
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Figura 3. Condiciones para sublimacion de agua en un diagrama de fases.

Fuente: (Berk 2013)

1.1.9. Pulverizacion

El proceso es realizado con la finalidad de asegurar una mayor fiabilidad de los
andlisis posteriores. Reduciendo el tamafio de particula de la muestra se garantiza
una mejor uniformidad y una toma de muestra mas representativa de toda la
matriz; es decir, los analitos de interés podran ser estudiados de una manera mas
precisa y por consiguiente, los resultados al final del analisis serdn mucho mas

confiables (Samaniego et al. 2020).

1.1.10. Metodologia ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)

Se basa en la medicion de la cantidad de iones ABTS antes y después de la
agregacion de la sustancia antioxidante a medir utilizando una curva de calibrado,
siendo la diferencia entre ambas mediciones la CA expresada en equivalentes de
Trolox (TEAC). La principal diferencia con otras metodologias (DPPH, FRAP,
ORAUC, etc.) es su capacidad para detectar la presencia de iones tanto hidrofilicos

como hidrofébicos, lo cual presenta una gran ventaja en el estudio de matrices



alimenticias como vegetales o frutas con cantidades considerables de carotenos y

vitaminas liposolubles (Apak and Capanoglu 2017)

1.1.11. Consideraciones

La elaboracion y consumo del Kimchi utilizando Brassica oleracea var. capitata,
una variedad de col comdnmente cosechada en Ecuador podria ayudar a combatir
enfermedades causadas por la presencia de RL, aun cuando, uno de los problemas
mas significativos es elaborar dicho producto con ingredientes propios del sector
(Ambato, Ecuador). No existe informacidn sobre la CA del producto elaborado con

materias primas de zonas geogréaficas diferentes.

Con estos antecedentes, la presente investigacion se plantea como objetivo
principal la evaluacion de la CA del Kimchi elaborado a partir de Brassica
oleracea var. capitata, con la finalidad de que los resultados presentados sirvan
como un punto de partida para investigaciones relacionadas a la identificacion de

los compuestos antioxidantes y su efecto en el organismo humano.

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

e Evaluar la capacidad antioxidante del Kimchi elaborado en Ecuador a partir
de Brassica oleracea var. capitata.

1.2.2. Obijetivos especificos

e Preparar Kimchi utilizando Brassica oleracea var. capitata como principal

ingrediente.

10



e Determinar la capacidad antioxidante de la matriz alimentaria antes y después
de pasar por un proceso de fermentacion.
e Evaluar el efecto del tiempo en dias sobre la capacidad antioxidante de la

matriz alimentaria.

1.3. Hipotesis

1.3.1. Hipdtesis Nula

Ho: No existe diferencia significativa de la capacidad antioxidante en funcion

del tiempo de fermentacion

1.3.2. Hipdtesis Alternativa

Ha: Si existe diferencia significativa de la capacidad antioxidante en funcién

del tiempo de fermentacion.

1.4. Sefialamiento de variables de la hipétesis

1.4.1. Variable independiente

e Tiempo de fermentacion

1.4.2. Variable dependiente

e Actividad antioxidante

11



CAPITULO I

METODOLOGIA

La primera parte experimental del presente proyecto se lo realizd en las instalaciones
del laboratorio de Alimentos Funcionales UODIDE, localizado en la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de
Ambato, mientras que, la segunda parte de la experimentaciéon se la llevo a cabo en el

Centro de Investigaciones de la Universidad Estatal de Bolivar.

2.1. Materiales

2.1.1. Materia prima

Los ingredientes mencionados a continuacion fueron obtenidos en el supermercado
Supermaxi, localizado en el Mall de los Andes en la ciudad de Ambato, a
excepcion del pimiento rojo en polvo (gochucaru) comprado en el supermercado
asiatico Seoul Market, localizado en el centro comercial Naciones Unidas PB-44,

en la ciudad de Quito.

e Col (Brassica oleracea var. capitata.)

e Ajo
e Cebollin
e Jengibre

e Cebolla blanca

e Cebolla colorada

e Zanahoria

e Arroz blanco cocido
e Pera

e Azlcar

12



2.1.2.

2.1.3.

Sal

Pimienta roja en polvo (gochugaru)

Materiales de laboratorio

Fundas pléasticas negras
Envases de vidrio

Airlock

Microtubos de centrifuga de 1.5 mL
Eppendorf 2 mL
Micropipetas

Puntas

Fundas plasticas herméticas
Vasos de precipitacion
Gradillas

Espatulas

Balon ambar 5 mL

Matraz Erlenmeyer 250 mL
Cuchillo

Olla

Equipos

Congelador
Balanza analitica
Liofilizador
Vortex
Centrifugadora
Espectrofotometro

Procesador de alimentos
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2.1.4. Reactivos

e Etanol 99%
e Patron Trolox
e Buffer tampon fosfato pH 7

e Radical ABTS (Acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacion del Kimchi

La metodologia utilizada fue descrita por Ki and Young (2008) con ciertas

modificaciones.

2.2.1.1. Pretratamiento de la col

La col se cortd en pedazos de aproximadamente 4 cm de largo y 4 cm de ancho, se
sumergio en una solucién de sal al 10% durante 4 horas (Ver figura 6) y luego se

lavé 3 veces con agua comun.

2.2.1.2. Salsa de Kimchi

Se utiliz6 1.5 gramos de ajo, 0.6 g de jengibre, 5 g arroz blanco cocido, 5 g de pera,
0.7 g de azucar, 3.7 g de cebolla colorada y 4 g de pimiento rojo en polvo por cada
100 g de col (antes del pretratamiento) (Ver figura 7). Los ingredientes fueron

procesados hasta formar una pasta (Ver figura 9)
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2.2.1.3. Ingredientes adicionales

Se utiliz6 2 g de cebolla blanca y 4.5 g de zanahoria por cada 100 g de col (antes
del pretratamiento). Los ingredientes unicamente fueron cortados en pequerias tiras

de aproximadamente 5 cm de largo.

2.2.1.4. Preparacion de los envases

Debido al tiempo de fermentacion programado que fue mayor a 5 dias, se coloco
un airlock en cada uno de los envases de vidrio (Ver figura 5) con la finalidad de

evitar una posible explosion del envase causada por una sobreacumulacion de CO2.

2.2.1.5. Fermentacién

A la col pretratada se le agregé el cebollin, cebolla y zanahoria en tiras junto con
la salsa de Kimchi, se procedio a mezclar todo hasta que la salsa cubra todos los
vegetales (Ver figura 10), se colocd la mezcla en recipientes limpios, uno por cada
dia de toma de muestras (dia 0, 3, 6 y 9) (Ver figura 11), dichos recipientes se
colocaron en fundas negras (Ver figura 12) y se dej6é fermentar a oscuras a una

temperatura promedio de 17 °C. El proceso se realiz6 en dos batches.

2.2.2. Determinacion de la capacidad antioxidante del Kimchi

2.2.2.1.Preparacion de las muestras

Se tomo las muestras de Kimchi y se las congel6 a -80°C para ser deshidratadas
por liofilizacion (ver figuras 13, 14 y 15). Las muestras secas fueron molidas y

homogenizadas. Finalmente, las muestras fueron empacadas en fundas herméticas,
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se etiquetaron y se las guardd en congelacién hasta el momento del anélisis de la
CA (Ver figura 16).

2.2.2.2.Determinacion de la capacidad antioxidante

Para la determinacion se tom6 como referencia la metodologia utilizada por

Samaniego et al. (2020) con ciertas modificaciones.

Se preparé el radical ABTS™ tras la mezcla de ABTS 7mM vy persulfato de potasio
2.45 mM (1/1, v/v). Dicha solucion resultante fue mantenida en oscuridad por un
periodo de 16 horas hasta la formacion del radical de interés. Posteriormente, la
solucion fue diluida con buffer fosfato hasta obtener valores de absorbancia de 1.1
+0.01 a 734 nm (Ver figura 17).

Mas adelante, se pesé 20 mg de muestra (Ver figura 18), se disolvié en 1 ml de
etanol al 99% y se coloco en la centrifugadora por 5 minutos a 12000 rpm (Ver

figura 20). Unicamente se utiliz6 el sobrenadante y se desechd el precipitado.

A continuacion, en microtubos de 1.5 mL se mezcl6 100 pL de la muestra
centrifugada a ensayar con 1.9 mL de la solucion ABTS", la mezcla fue dejada en
reposo por 45 minutos y se realizd la medicién a 734 nm en un espectrofotometro
Thermo Scientific Nanodrop one (Ver figura 21).

Los resultados fueron obtenidos de la interpolacién de la curva de calibrado
elaborada con los estdndares de Trolox (0 -600 pumol Trolox/mL) (Ver gréfico 2).
Dichos resultados se reportaron como micromoles de Trolox equivalente por

gramos de muestra seca (umol TE/g ms).

2.2.3. Disefio Experimental

Las respuestas medidas para la CA fueron analizadas a través de un disefio
aleatorio al azar. En este disefio experimental, se mantuvo como constantes la

temperatura (17 °C), el material del recipiente en el que se llevo a cabo la
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fermentacion (vidrio) y la exposicion a la luz (nula). Por lo que, la Unica variable

con influencia en el proceso fermentativo fue el tiempo (en dias)

Tabla N2. Disefo aleatorio al azar

Tratamientos
Observaciones Dia 0 Dia3 Dia 6 Dia9 Yi
1 - - - -
2 - - - -
Yj Yij

Elaborado por: (Castro, 2022)

Los datos obtenidos de la CA fueron procesados con el programa estadistico
Statgraphics, el mismo que permitid verificar las hipdtesis formuladas. Con los
resultados, se procedio a realizar pruebas de comparacion, identificando cual fue

el dia o el periodo de tiempo que presenté una mayor influencia en la CA.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Andlisis y discusion de los resultados

3.1.1. Preparacion de Kimchi utilizando Brassica oleracea var. capitata

En la tabla 3 se muestra el listado de ingredientes y la cantidad utilizada para la
elaboracion de Kimchi. El ingrediente primordial dentro de la formulacion es la
col con un 78.73%, también encontramos al arroz blanco cocido y pera, ambos con
un porcentaje de 3.96%, seguido por la zanahoria y gochugaru con valores de
3.53% y 3.15%, respectivamente (Ver Figura 3, 7 y 8). En las experimentaciones
realizadas por Park et al. (2014) y Kim et al. (2014) se puede identificar una
relacion similar, en la cual la col representa el principal ingrediente con un
porcentaje de 81%. Cabe mencionar que en ambos estudios se utiliza una
formulacién ligeramente diferente ya que se utilizd salsa de pescado y rabano
blanco.

Lee and Ko (2021) mencionan en su investigacion que la salsa de pescado o
también conocida como jeotgal es un ingrediente opcional, y hace hincapié en que
los principales ingredientes para la salsa de Kimchi son gochugaru, ajo y jengibre,
ya que estos son los responsables de darle las caracteristicas organolépticas propias
del alimento. En la presente investigacion, el principal ingrediente de la
formulacién es la col (Brassica oleracea var. capitata), por ello se decidio retirar
ingredientes adicionales que puedan interferir con las propiedades fisicoquimicas

del componente principal.

En adicion, Choi et al. (2018) sefialan que el uso de salsa de pescado acelera la
fermentacion del Kimchi debido al aumento en el nitrogeno presente. Este factor
extra podria haber causado un inconveniente durante el trabajo experimental, ya

que las muestras fueron fermentadas por un tiempo mayor a cinco dias a una
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temperatura promedio de 17°C y no a temperaturas de refrigeracién (4°C), lo cual

podria haber causado una sobrefermentacidn acelerada en la matriz alimentaria.

Tabla N3. Ingredientes utilizados en la preparacion de Kimchi

Ingrediente Cantidad (g) Porcentaje
Col (Brassica oleracea var. capitata.) 1451 78.73
Ajo 21 1.14
Jengibre 9 0.49
Arroz blanco cocido 73 3.96
Pera 73 3.96
Azucar 10 0.54
Cebolla colorada 54 2.93
Pimiento rojo (Gochugaru) 58 3.15
Zanahoria 65 3.53
Cebolla blanca 29 1.57
Total 1843 100

Elaborado por: (Castro, 2022)

Una vez preparado el Kimchi, se lo coloc6 en frascos de vidrio con una
modificacion en la tapa, en la cual se colocé un airlocker con la finalidad de evitar
una sobreacumulacion de CO- en el interior del frasco (Ver Figura 5). Jeong and
Yoo (2016) hacen énfasis en el problema de la acumulacion de CO,, inconveniente
que ha presionado a la industria del Kimchi a mejorar la calidad y tecnologia de
los envases, razon por la cual, una de las alternativas que se ha tomado en
consideracién son las valvulas desgasificadoras. Estos artefactos tienen la
capacidad de liberar los gases acumulados en el interior sin permitir el paso de

oxigeno al interior.

En las investigaciones realizadas por Lee et al. (2001) y Korus, Bernas, and
Korus (2021) se utilizaron frascos de vidrio para una fermentacion a temperaturas
de 15 °C y 20 °C respectivamente, por tal motivo se decidi6 utilizar envases de
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vidrio durante la fase experimental ya que las condiciones fueron parecidas a otras
investigaciones. Cabe mencionar que, el uso de frascos de vidrio es la practica mas

comun entre los surcoreanos al momento de preparar el Kimchi.

Los frascos con Kimchi preparado (Ver Figura 10) fueron colocados dentro de
fundas pléasticas negras (Ver Figura 11) con la finalidad de impedir el paso de la
luz al interior del alimento. Shahidi and Zhong (2015) mencionan que la luz es
uno de los catalizadores oxidantes mas importantes a tener en cuenta en la industria
alimentaria, ya que provoca que los lipidos insaturados de un alimento empiecen
la cadena de reacciones hacia su oxidacion. Los antioxidantes del Kimchi, tales
como las vitaminas, compuestos fendlicos, carotenoides y flavonoides cumplen un
papel regulador previniendo dicha oxidacion, sin embargo, al hacerlo estos pierden
su funcion bioldgica inicial (Badui 2013, Lee et al. 2019). En base a lo antes
mencionado, si se hubiera puesto el alimento en contacto con luz solar, se habria
producido un proceso oxidativo causado por el oxigeno que originalmente se queda
atrapado en el espacio de cabeza del frasco, por lo que entrarian en accion ciertos
antioxidantes de la matriz para evitar dicho proceso, disminuyendo la CA de la

matriz en el tiempo inicial (dia 0).

Ryu et al. (2019) en su experimentacion utilizaron temperaturas de 4°C por 4
semanas, mientras que, Lee and Kunz (2005) y Korus et al. (2021) fermentaron
el alimento por 5 dias a 20 °C y por 10 dias a 15 °C, respectivamente. Se puede
observar que la relacion entre temperatura y tiempo es inversamente proporcional;
es decir, a menor tiempo, mayor sera la temperatura del tratamiento y viceversa.
Ya que el tiempo disponible para la fase experimental fue limitado, se decidio6
utilizar una temperatura alta, de tal forma que, los frascos con Kimchi cubiertos
por fundas plésticas se colocaron en un lugar fresco con una temperatura promedio
de 17°C y se dejo fermentar hasta 9 dias. Se prepard dos batches, siguiendo las
mismas especificaciones antes mencionadas, las muestras fueron congeladas y

liofilizadas para la etapa de medicion y andlisis de resultados.
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3.1.2. Capacidad antioxidante en la matriz alimentaria antes y después de

pasar por un proceso de fermentacion

En la tabla 4 se observan los valores de la CA del Kimchi, los mismos que indican
un comportamiento directamente proporcional al tiempo de fermentacion. Zhao et
al. (2021) sefiala en su investigacion que la fermentacion es un proceso biol6gico
capaz de incrementar la actividad antioxidante en alimentos elaborados a partir de
vegetales por medio de la hidrolisis microbiana o biotransformacion, liberando
compuestos antioxidantes que se encuentran ligados a otras estructuras gracias a la
accion de las BAL. Thilakarathna, Yu, and Rupasinghe (2021) reportan un
aumento en la CA durante los primeros 3 meses de fermentacion (de 2100 a 3000
pumol TE/g ms), seguido de un periodo de 2 meses en donde esta disminuy6 (2500
pumol TE/g ms). Por otro lado, Ryu et al. (2019) presentan resultados en los cuales,
la CA en su muestra de Kimchi decrecié después de una semana y se mantuvo
relativamente constante hasta la semana 4 del tratamiento (de 32400 pmol TE/g
ms a 30100 pmol TE/g ms).

Tabla N4. Resultados de la capacidad antioxidante del Kimchi obtenidos mediante
la metodologia ABTS

Capacidad Antioxidante ABTS (umol TE/g ms)
Tiempo Batch 1 Batch 2 Coeficiente de
variacion
Dia 0 18561.68 + 285.41 | 21389.18 + 473.06 10%
Dia 3 21808.91 + 274.44 | 24414.52 + 747.66 7.97%
Dia 6 25882.89 + 747.66 | 26539.81 + 766.63 1.77%
Dia 9 27459.98 + 285.41 27327.44 £ 0 0.34%

Elaborado por: (Castro, 2022)

Zhao et al. (2021) mencionan que los procesos fermentativos, al ser reacciones
bioldgicas, son complejas y en ocasiones dificiles de predecir, por lo que la

disparidad de los datos bibliograficos con los resultados del presente estudio puede
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deberse a varios factores de variabilidad entre los cuales estan la formulacion usada
en cada experimentacion, ya que los ingredientes que se utilizan no son cosechados
durante las mismas condiciones, cantidades o en ocasiones, se decide prescindir de
algan ingrediente dentro de la formulacién como es el caso de la salsa de pescado.
Lee et al. (2016) indican que incluso utilizar diferentes partes de la col en la
preparacion del Kimchi puede provocar un cambio en la actividad antioxidante del
producto, debido a que las hojas mas externas de la col presentaron mayor

capacidad en comparacion con las demas partes del vegetal.

De igual forma, el tiempo de fermentacion junto con la temperatura de tratamiento
son factores para considerar ya que pueden variar significativamente, asi por
ejemplo, la fermentacién puede ir desde un par de dias hasta meses e incluso afios,
junto con temperaturas inversamente proporcionales al tiempo de fermentacion
elegido. De hecho, Thilakarathna et al. (2021) y Ryu et al. (2019) trabajaron con
tiempos de fermentacion de 5 meses a 2.8 °C y 1 mes a 4 °C, obteniendo
actividades antioxidantes maximas de 3000 pmol TE/g ms y 32400 pumol TE/g ms,

respectivamente.

Por otro lado, la exposicidn a la luz interfiere dentro del proceso fermentativo dado
que puede influir en la generacion de radicales libres promoviendo la oxidacién
del medio, y disminuyendo la actividad antioxidante innata de la matriz en el
tiempo inicial. Esta ultima condicion no estd especificada dentro de las
investigaciones antes mencionadas, por lo que podria ser una de las razones de la

disminucién en la CA en dichas muestras.

Por otro lado, se puede apreciar en la figura 16 que el alimento liofilizado y
triturado presenta un color tomate intenso. Velisek (2014) menciona que los
carotenos son pigmentos con actividad antioxidante que generalmente se presentan
en tonos amarillentos o anaranjados, por lo que, una disminucién de estos podria

provocar una menor CA en general dentro de la matriz alimentaria.

Rodriguez-Amaya (2015) explican que la perdida de carotenos durante los
periodos de almacenaje de alimentos presenta una fase lag, seguida de disminucién

rapida de carotenos, razon por la cual es necesario disminuir todos aquellos
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estimulos externos que puedan causar dichas perdidas, algunos de estos son la luz

solar, calor, enzimas, entre otros.

Los valores de la CA obtenidos son bastante altos en comparacion con otros
alimentos encontrados en bibliografia como espinacas, col roja y arandanos con
valores de 10.12, 10.56, 18.75 umol TE/g mf, respectivamente (Apak and
Capanoglu 2017). Cabe mencionar que dichos valores difieren debido a que
aquellos ensayos fueron realizados con la muestra fresca, causando que los
antioxidantes se encuentren menos concentrados debido a la mayor cantidad de

agua en la matriz.

Por otro lado, cuando se trabaja con muestras secas, los antioxidantes se concentran
mas y, por lo tanto, existira una mayor actividad antioxidante en comparacién con
los valores obtenidos con la muestra fresca. Es decir, si se mide la CA de 1 g de un
alimento fresco y 1 g del mismo alimento deshidratado, este Gltimo presentara
valores superiores. Por ejemplo, Quinteros et al. (2022) reporta valores de 100336

pumol TE/g ms para la CA en concentrados proteicos de grillos.

Aun cuando se presencié un aumento significativo en la CA dentro de los 9 dias
de fermentacion estudiados (P<0.05), no se puede asegurar por cuanto tiempo se
puede mantener esta tendencia ya que, tomando en cuenta las consideraciones
antes mencionadas y el comportamiento del alimento en otros estudios, se podria
esperar una posible disminucion en la CA del Kimchi posterior a los 9 dias
analizados, por lo que es necesario realizar una investigacion mas profunda,
utilizando tiempos de fermentacion mas prolongados con la finalidad de
determinar el tiempo limite hasta donde la CA sigue en aumento.
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3.1.3. Efecto del tiempo sobre la capacidad antioxidante de la matriz

alimentaria

La tabla 5 muestra el incremento en la CA entre cada uno de los intervalos
analizados (dias), mientras que, el grafico 1 presenta los valores promedio de la
CA del Kimchi en cada uno de los puntos de control (dias). Las pruebas de
multiples rangos (Ver tabla 7 y 8) mostraron que para que exista una diferencia
significativa en la CA causada por un proceso fermentativo debe pasar al menos 6
dias entre cada medicion. Es por esta razon que Unicamente los intervalos entre los
dias 0-6, 0-9 y 3-9 muestran un incremento estadisticamente notable (P<0.05) en

comparacion con los intervalos de los dias 0-3, 3-6 y 6-9.

Tabla N5. Variacion de la CA por intervalos

Intervalo Aumento Incremento
(dias) (umol TE/g ms) %

0-3 3136.3 15.70
0-6 6235.9 31.22
0-9 7418.3 37.14
3-6 3099.6 15.52
3-9 4282 21.44
6-9 1182.4 5.92

Elaborado por: (Castro, 2022)

El intervalo de tiempo con la variacion mas significativa fue la del dia 0-9 con un
37.14%, seg