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RESUMEN

El objetivo del presente proyecto fue elaborar peliculas comestibles a base de suero lacteo
(WPI) con extracto de hinojo marino (Crithmum maritimum) como agente activo con el fin de
determinar si posee capacidad antimicrobiana y/o antioxidante. Para ello, se elaboraron discos de
peliculas comestibles a base de WPI con extracto de hinojo marino a concentraciones 0, 0,5, 1y
2%. La capacidad antioxidante fue determinada por difusion de discos en reaccionde ABTSy la
capacidad antimicrobiana fue determinada por difusion de discos en las bacterias Aeromonas
hidrophyla, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas fluorescens y Listeria innocua.

En primer lugar, se puso a punto el meétodo de elaboracion de peliculas comestibles
basadas en proteinas de suero lacteo con los extractos vegetales estudiados, ya que hubo
problemas en la formacion de peliculas con el método tradicional. A continuacion, se realizaron
los ensayos de capacidad antioxidante y antimicrobiana. Los resultados indican que los extractos
de hinojo marino presentan capacidad antioxidante gracias a sus compuestos fendlicos, pero
menor de lo esperado probablemente por la reducida difusion de los componentes en las peliculas
de proteinas de suero. Por otro lado, se determind que estas peliculas no poseen capacidad
antimicrobiana, probablemente también debido a la lenta difusividad de los compuestos. Aungue,
si el extracto es aplicado directamente sobre la superficie si se observa una leve capacidad
antimicrobiana frente a Shewanella putrefciens y Pseudomonas fluorescens.

Palabras clave: hinojo marino, pelicula comestible, aislado de proteina de suero lacteo (WPI),
capacidad antioxidante, capacidad antimicrobiana.






ABSTRACT

The aim of this Projectwas to produce edible films basedon Whey Protein Isolated (WPI)
with sea fennel extract (Crithmum maritimum), as an active agent, in order to determine whether
it has antimicrobial and/or antioxidant capacity. WPI based edible film discs were made with sea
fennel at 0, 0,5, 1, and 2% concentrations. The antioxidant capacity was determined by disc
diffusion in ABTS reaction and the antimicrobial capacity was determined by disc diffusion in
the bacteria Aeromonas hidrophyla, Shewanella putrefaciens, Pseudomonas fluorescens and
Listeria innocua.

In the first place, the elaboration method of edible films based on whey proteins with the
vegetal extracts studied was developed, since there were problems in the formation of the films
with the traditional method. Then, tests of antioxidant and antimicrobial capacity were carried
out. The results indicate that the extracts of sea fennel have antioxidant capacity thanks to their
phenolic compounds, but lower than expected probably due to the reduced diffusion of the
components in the whey proteins films. On the other hand, it was determines that these films do
nor posees antimicrobial capacity, probably also due to the slow diffusivity of the compounds.
Although, if the extractis applied directly on the surface it was observed that it has a slight
antimicrobial capacity against Shewanella putrefaciens and Pseudomonas fluorescens.

Keywords: sea fennel, edible film, whey protein isolated (WPI), antioxidant capacity,
antimicrobial capacity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La organizacion de las naciones unidas estim6 que para el afio 2050 habra una
superpoblacién de aproximadamente 9000 millones de habitantes (Caldwell, 2004). La causa de
este incremento poblacional se debe al avance tecnoldgico y cientifico. En otras palabras, la
poblacion aumenta a gran velocidad porque los avances en la medicina de los paises del primer
mundo cada vez consiguen aumentar mas la esperanza de vida, creando un desequilibrio
demografico. Esto generaria un grave problema, puesto que para poder alimentar a toda la
poblacién habria que incrementar los cultivos mundiales enun 50%. Actualmente, la produccion
agricola esté en el limite y no seria suficiente para la demanda mundial (Zubero, 2015).

Figura 1.- Referencia a la superpoblacion mundial (Urquijo, 2016)

Entre las estrategias planteadas para conseguir solucionar este problema, se baraja el
aumento del rendimiento de las producciones existentes de los cultivos vegetales principales,
como pueden ser el trigo, el maiz, la patata, etc (Riechmann, 2005).

Al mismo tiempo de aumentar la produccion agricola se deben establecer herramientas
tecnoldgicas para aumentar la vida (til de los alimentos y garantizar su calidad e inocuidad. La
vida util es el tiempo que dura un alimento en perfectas condiciones para ser consumido. De esta
manera, al conseguir aumentar la calidad de los alimentos durante su fase de almace namiento se
lograria tener mayor cantidad de reservas y poder abastecer la demanda de los consumidores.
Durante el almacenamiento de los productos procesados, los envases deben estar disefiados para
cumplir importantes funciones, como el de barreras para prevenir las alteraciones fisicas,
quimicas y biologicas de los alimentos (L6pez Cervantes, 2003).

Figura 1.- Envases empelados en la industria alimentaria (PlassPack, 2015)



Los envases tienen una gran importancia, ya que ayudan a la conservacion de los
alimentos evitando su contaminacion. El envase debe ser el adecuado y estar especificamente
disefiado para cada alimento. Dependiendo del alimento que se quiera envasar se utilizara una
técnica de envasado y un material de envasado diferente para cada caso. Su funcién es contener
el producto, conferir protecciony portar la informacién del producto, ayudando a llevar una buena
trazabilidad del alimento (L6pez Cervantes, 2003).

Ademas, en los Ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias de conservacion para
conseguir aumentar la vida util de los alimentos, asegurando una buena calidad del producto y
una buena seguridad alimentaria para el consumidor. Se ha desarrollado una nueva gama de
envases conocida como envases activos. Estos envases aprovechan las interacciones que se
producen habitualmente entre el envase y el producto (migracién y absorcién de componentes de
los materiales del envase en el producto) convirtiendo una caracteristica negativa en positiva.
Dicho de otra forma, se le incorporan al envase compuestos activos (antimicrobianos, y
antioxidantes), ya sean sintéticos o naturales, con el propésito de que migren al alimento
aumentando su vida dtil y calidad. También, se pueden realizar envases activos modificando la
atmdsfera del interior del envase (tecnologia MAP), por ejemplo disminuyendo la cantidad de
oxigeno (Lopez Cervantes, 2003).

El compuesto activo de los envases puede afiadirse directamente sobre el material del
envasado o sobre algun material incluido en el envase. Generalmente, se conocen tres tipos de
envasados activos. En el mas desarrollado se utilizan bolsitas que contienen el producto activo,
las cuales son introducidas en el envase. Estas bolsitas estan hechas con un material permeable,
permitiendo la actividad de los compuestos sobre el producto, pero evitando que entren en
contacto con el alimento. Otro método de realizar un envase activo es la incorporacion de
indicadores, por ejemplo de temperatura, en las etiquetas del envase. El tercer y Gltimo método
utilizado es afiadir los compuestos activos en las A oo
peliculas del envase. Estas peliculas pueden ser ] \
sintéticas y comestibles (Loépez Cervantes, 2003).
Actualmente, se esta extendiendo el uso de peliculas
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Figura 3.- Envase activo (etiqueta indicadora)
(Hispack & Mbalaje, 2012)

1.2 Peliculas comestibles

Las peliculas comestibles se definen como una matriz delgada formadas por un polimero
que se aplica directamente en el alimento, ya sea en forma de recubrimiento o formando parte de
la composicion del alimento. Pueden ser formadas a partir de biopolimeros como polisacaridos,
proteinas o lipidos. Dependiendo del biopolimero empleado para formar la pelicula se obtendran
unas propiedades u otras. Es muy importante conocer las propiedades que tiene cada tipo de
pelicula, ya que dependiendo de estas propiedades, seran apropiadas para ser empleados en un
tipo de alimento u otro (Montalvo et al., 2012).

Las peliculas comestibles generalmente se forman dispersando previamente el
biopolimero utilizado (polisacaridos, proteinas o lipidos) y disolviéndolo en un disolvente,
habitualmente se utiliza agua, para después verter esta solucion en una placa de vidrio y secark
en las condiciones que se desee (Montalvo et al., 2012).



Figura 4.- Solucién formadora de peliculas siendo vertida en una placa de vidrio (Parzanese, 2006)

Actualmente, debido a la globalizacién se estan buscando nuevas maneras de envasar
alimentos para poder reducir el consumo de plastico. De esta manera, no solo se consigue reducir
la cantidad de residuos y desechos generados por la industria alimentaria si no que se consigue
aumentar la vida util de los alimentos. Estas matrices que se aplican directamente sobre el
alimento poseen propiedades que ayudan a mejorar la calidad y retrasar el deterioro del alimento
aumentado su vida util, es decir, actGan como barrera selectiva contra los gasesy la humedad
(Montalvo et al., 2012).

Por un lado, las propiedades de barrera son muy importantes para controlar o disminuir
el intercambio gaseoso de alimentos con la atmdsfera externa. Existen muchos alimentos frescos
que se oxidan con facilidad cuando entran en contacto con el oxigeno, esto es, se producen
procesos de degradacion como la oxidacién lipidica, el oscurecimiento enzimatico, la pérdida de
vitaminas, etc. Por lo que, las propiedades de barrera que presentan los recubrimientos
comestibles retrasan que el oxigeno entre en contacto con el alimento retrasando esos procescs
de degradacion. Por otro lado, las propiedades de barrera ayudan a controlar o disminuir el
intercambio de humedad con la atmosfera, ayudando a evitar o retrasar que los alimentos pierdan
humedad. La pérdida de humedad en un alimento conlleva pérdida de peso, produciendo
senescencia y menor turgencia (Montalvo et al., 2012).

Cabe destacar que los recubrimientos comestibles fabricados a partir de proteina del suero
de la leche (WPI) son los que mejores propiedades de barrera y mecanicas presentan, aunque
sufren de ciertas limitaciones (Ramos, Fernandes, Silva, Pintado, & Malcata, 2014).

1.3 Peliculasy recubrimientos comestibles a base de proteina de
suero lacteo (WPI)

Las peliculas formadas a partir de proteina son las mas efectivas, ya que gracias a los
enlaces intermoleculares que se forman, los films a base de este biopolimero presentan
propiedades con un gran potencial. Por ejemplo, son las que mejores propiedades de barrera al
oxigeno presentan. Ademas, son altamente biodegradables y pueden suplementar el valor
nutritivo de los alimentos (Montalvo et al., 2012).

Dependiendo de la naturaleza de las proteinas, hidrofébicas o hidrofilicas, las propiedades
de la matriz varian. También, existen otros factores que influyen en las propiedades como el uso
de plastificantes, las condiciones de formado y las sustancias bioactivas que puedan afiadirse
(Montalvo et al., 2012).



Las proteinas derivadas de la leche, en concreto el WPI no tienen olor, no tienen sabor y
son transparentes. De la misma forma se caracterizan por poseer unas buenas propiedades de
barrera al oxigeno, a los lipidos y a los aromas (Montalvo et al., 2012). Son muy sensibles a la
humedad y no muy flexibles, por lo que para mejorar estas limitaciones se les suele afiadir un
plastificante (agente de bajo peso molecular que disminuye la transicion vitrea de los polimeros),
normalmente glicerol, de manera que las propiedades de barrera a la humedad mejoran y la
extensibilidad y flexibilidad de los films aumenta considerablemente (Ramos et al., 2014).

El WPI, es una proteina globular, por lo que para poder formar las peliculas hay que
desnaturalizarlas aumentando la temperatura. En primer lugar, se solubilizan las proteinas en un
disolvente, habitualmente agua, alcohol, &cido acético y/o sus mezclas. En segundo lugar, se
aumenta la temperatura de la solucion de proteinas para desnaturalizar y extender las cadenas. En
tercer lugar, se vierte la solucion formadora de peliculas en una base plana y se deja secar, para
eliminar el disolvente (el disolvente se puede eliminar en condiciones controladas de temperatura
0 de humedad relativa), dando lugar a la formacion de los films. En este proceso lo que ocurre es
que las cadenas extendidas interaccionan entre ellas formando nuevos enlaces (Montalvo et al.,
2012).

Cabe destacar que al aplicarse directamente sobre la superficie de los alimentos las
propiedades de barrera ayudan a evitar que se pierda la humedad del alimento y que el oxigeno
acelere la descomposicion del producto. Asimismo, el material con el que se fabrica el film puede
contener ciertos compuestos que ayudan a la extension de la vida Gtil del alimento. Igualmente,
se les puede afadir compuestos activos, ya sean sintéticos o naturales que aporten propiedades
antimicrobianas o antioxidantes (Ramos et al., 2014).

1.4 Peliculas o recubrimientos comestibles bioactivos

Las peliculas comestibles ademas de tener propiedades de barrera, contra la humedad,
gases y solutos, poseen un alto potencial para portar componentes activos o funcionales. Estos
componentes pueden aportarle nuevas propiedades como antimicrobianas y antioxidantes
(Fernandez-Pan, Royo, & Ignacio Maté, 2012). Es decir, son usadas como un medio de transporte
de sustancias activas que pueden producir beneficios en el alimento en el que son aplicadas,
aumentado su vida atil. Por lo general, estas sustancias se liberan lentamente sobre el alimento,
proveyéndole esas propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Montalvo et al., 2012).

Estos recubrimientos activos al ponerse en contacto con el alimento comienzan a liberar
los compuestos activos que poseen. La difusividad de los compuestos sobre el alimento sera mas
rapida o mas lenta, dependiendo del biopolimero con el que se hayan realizado esas peliculas
comestibles. En el caso de los films realizados a partir de proteina de suero de la leche la
difusividad sera lenta, ya que las propiedades de barrera que posee dificultan esa migracion. Por
lo que, la actividad que confieren esos compuestos activos antimicrobiana y antioxidante
registrada en peliculas hechas a base de este biopolimero es menor que usando otro biopolimero
con unas propiedades de barrera menores (Fernandez-Pan et al., 2012).

Los compuestos activos que se afiaden a estos recubrimientos pueden ser de origen
sintético y de origen natural. Actualmente, se esta aumentando el uso de compuestos de origen
natural, puesto que los compuestos de origen sintético tienden a causar toxicidad y efectos
secundarios como carcinogenecidad. Entre los compuestos activos de origen natural mas
extendidos se encuentran los aceites esenciales de las algas halofilas (Rodrigues et al., 2015). Los
aceites esenciales poseen compuestos fendlicos y acidos organicos que les confieren esas
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propiedades antioxidantes y antimicrobianas, respectivamente (lturriaga, Olabarrieta, & de
Marafion, 2012).

1.5Plantas haléfilas

Hay un creciente interés en la industria alimentaria de emplear compuestos naturales para
aumentar la vida util de los alimentos. Cada vez es mas habitual obtener esos componentes
naturales de plantas (Meot-Duros, Le Floch, & Magné, 2008).

Las plantas hal6filas presentan una importante actividad biolégica, en concreto
propiedades antimicrobianas y antioxidantes, gracias a los compuestos que poseen, por lo que,
son unas plantas de gran interés paraemplear enla industria alimentaria (Meot-Duros et al., 2008).
Son plantas tolerantes a la sal y capaces de crecer en habitats extremos como pueden ser altas
temperaturas y condiciones de salinidad (Rodrigues et al., 2015). Generalmente crecen en zonas
arenosas cerca del mar (Meot-Duros et al., 2008).

Presentan propiedades diuréticas, antiescorbuticas y digestivas (Meot-Duros et al., 2008).
Igualmente, contribuyen a la mejora de la salud y de la nutricion y a la sostenibilidad ecoldgica.
Estas plantas son ricas en oligoelementos, minerales y vitaminas, por lo que, al introducir su
consumo combinado con los alimentos bésicos se consigue una dieta equilibrada y saludable
(Romojaro, Botella, Obon, & Pretel, 2013).

En las culturas modernas se esta extendiendo su consumo, puesto que aportan nuevos
sabores, olores, flavores y texturas a los platos tradicionales. Ademas, poseen un gran potencial
para ser utilizadas en la dieta diaria, ya que poseen compuestos bioactivos que las convierten en
comida funcional. Normalmente, son consumidas como una verdura habitual de la dieta, pero
también pueden ser consumidas como snack,como ingrediente enensaladas, en sopas, ensalsas...
(Romojaro et al., 2013)

Figura 5.- Planta haldfila encurtida (Montes, 2017)

Hay estudios que demuestran que estas plantas poseen propiedades antioxidantes vy
antimicrobianas que provienen de los aceites esenciales (Meot-Duros et al., 2008). Estos aceites
esenciales pueden ser usados como aditivos de origen natural. Actualmente, se esta extendiendo
el consumo de aditivos de origen natural en vez de sintéticos, convirtiendo los acidos esenciales
de las plantas halofilas encompuestos de gran interés para la industria agroalimentaria (Romojaro
et al., 2013). Es mas, la mayoria de los vegetales de esta familia posee compuestos que las
convierten en alimentos funcionales, siendo unas candidatas muy vélidas para ser aplicadas en la
industria alimentaria como ingrediente de un plato o como aditivo (Romojaro et al., 2013).



1.5.1 Propiedades antioxidantes

Los radicales libres se generan durante las reacciones metabdlicas producidas en la
cadena respiratoria mitocondrial. Se conocen como radicales libres las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y especies reactivas de nitrégeno (RNS). Es muy importante mantener el
equilibrio de radicales libres en el organismo, ya que si hay una cantidad mayor de radicales libres
que de antioxidantes se producen dafios en el organismo del ser vivo (Rodrigues et al., 2015).

Antioxidante Radlcal libre

—-\

Figura 6.- Accion de los antioxidantes frente a radicales libres (B., 2016)

El consumo de compuestos antioxidantes en la dieta ayuda a equilibrar la cantidad de
radicales libres del organismo, disminuyendo las posibilidades de padecer algunas enfermedades
producidas por el estrés oxidativo como pueden ser el cancer, la diabetes, los desdrdenes
cardiovasculares... (Rodrigues et al., 2015)

Los compuestos fendlicos son unos conocidos antioxidantes de origen natural
(metabolitos secundarios de las plantas) y estan clasificados en dos grupos: &cidos fenolicos y
flavonoides. Esta demostrado que ayudan a equilibrar la cantidad de radicales libres del cuerpo.
Se esté impulsando el uso de antioxidantes de origen natural, ya que los de origen sintético tienden
a tener una mayor toxicidad y a producir mayor cantidad de efectos secundarios (Rodrigues et al.,
2015).

Una de las fuentes naturales de las que se pueden conseguir estos compuestos fendlicos
es de los aceites esenciales de las plantas hal6filas. La cantidad de compuestos fendlicos que
posea cada planta dependera de la especie a la que perteneceny de las condiciones de crecimiento.
Estas condiciones se ven influenciadas por la temperatura y la salinidad del habitat en el que se
encuentran (Meot-Duros et al., 2008). Las diferentes cantidades de compuestos fendlicos que
posea la planta tendran influencia en sus capacidades antioxidantes, ya que a mas cantidad mayor
capacidad antioxidante presentara (Rodrigues et al., 2015).

También, es importante conocer que la cantidad de compuestos fendlicos varia
dependiendo del érgano de la planta, siendo las flores las que mayor cantidad poseen y las hojas
las que menos. Por ejemplo, las flores contienen una alta cantidad de flavonoides a diferencia de
los otros 6rganos (Rodrigues et al., 2015).



1.5.2 Propiedades antimicrobianas

Los aceites esenciales de las plantas halofilas pueden ser aplicados como aditivos con
propiedades antimicrobianas naturales, ayudando a luchar contra los patdgenos que deterioran los
productos alimentarios y como consecuencia aumentando su vida util (Fernandez-Pan et al.,
2012). Los compuestos fendlicos y los acidos organicos que poseen estos vegetales son los que
confieren las propiedades antimicrobianas frente a algunos microorganismos (lturriaga et al.,
2012).

Los acidos organicos son el compuesto que mayor capacidad antimicrobiana presenta.
Existe una evidencia cientifica que demuestra que los &cidos organicos actlan a nivel de la
membrana citoplasmatica de los microorganismos (Luis, Silva, Sousa, Duarte, & Domingues,
2013). Estos entran dentro de la célula y debido al alto pH del interior de la célula se disocian.
Lascélulas bacterianas tienden a mantener su pH interior neutro, por lo que si los &cidos organicos
sedisocian el pH se altera y las células corrigen esaacidificacion generando energia para expulsar
esos acidos. Finalmente, se genera tanta energia que se produce un agotamiento de la energia
celular (Singh, ho Lee, Park, Shin, & Lee, 2016).

Las diferentes especies de plantas halofilas presentan propiedades antimicrobianas frente
a distintos microorganismos, ya gque como se ha mencionado con anterioridad dependiendo de la
especie y las condiciones de crecimiento estaran compuestas por unos compuestos o por otros
acidos organicos y a distintas concentraciones. Tras varios estudios de distintas plantas frente a
distintos microorganismos, se ha demostrado que las bacterias gram-positivas presentan una
mayor sensibilidad a los compuestos presentes en los aceites esenciales, causando la inhibicién
de estas bacterias. Sin embargo, las bacterias gram-negativas son menos susceptibles a estos
compuestos. Se cree que esta diferencia se debe a que las gram-negativas tienen una estructura de
la pared celular diferente a la de las gram-positivas, oponiendo mayor resistencia a la entrada de
los &cidos organicos en su interior (lturriaga et al., 2012).

1.6 Compuesto activo. Hinojo marino (Crithmun maritimum)

El Crithmum maritimum es una planta halofila de la familia Apiaceae, también conocida
como hinojo marino, hinojo de mar, perejil de mar y cresta marina. Es una planta tipica del
ecosistema de la costa, es decir, crece en ambientes salinos (Renna, Gonnella, Caretto, Mita, &
Serio, 2017). Habitualmente en zonas rocosas, acantilados y en playas de arena. Suele crecen
entre las grietas de las rocas y las playas de las costas del mar Mediterraneo y mar negro (Atia,
Barhoumi, Mokded, Abdelly, & Smaoui, 2011). Aunque, también crecen en algunas costas del
océano Atlantico por Europa y el norte de Africa (Guerreiro Pereira et al., 2017).



Figura 7.- Hinojo marino en su habitat natural (Rennaet al., 2017)

Es una planta perenne altamente ramificada que puede llegar a alcanzar una altura de
entre 30 y 60 cm. Ademas, tiene una raiz fuerte, gruesa y nudosa y unas hojas carnosas. Las hojas
tienen de 2a 5 cm de largo y 0,6 cm de ancho (Atia et al., 2011).

Las plantas haléfilas presentanbeneficios para la salud como se ha descrito anteriormente.
Antiguamente fueron empleadas como hierbas medicinales debido a los compuestos que poseen
(Atia et al., 2011). Actualmente, son empleadas con propdsitos nutricionales y medicinales,
puesto que presenta propiedades antiescorbuticas, diuréticas, digestivas y purgativas (Nabetetal.,
2017). El hinojo marino, también, se utiliza en la industria alimentaria como condimentos para
ensaladas, sopas y salsas, como si fuese un pepinillo (en vinagre) o como especia. Presenta un
sabor ligeramente salado y algo &cido (Guerreiro Pereira et al., 2017).

Las hojas de C.maritimum son ricas en vitamina C, carotenoides, falvonoides y sustancias
bioactivas. Asimismo, los lipidos extraidos de esta planta poseen altas concentraciones de acidos
grasos poliinsaturados, omega 3y 6. Estos aceites son importantes para el metabolismo del ser
humano, ya que poseen efectos beneficiosos frente a enfermedades coronarias. Es una planta rica
en lipidos, el 44% del peso seco son lipidos, siendo el &cido oleico el componente mayoritario
(78,6% del contenido total de &cidos grasos). También, contiene algunos &cidos organicos y
minerales como fosfato, calcio, iodo, bromo y azufre (Atia et al., 2011).

C. maritimum presenta actividad antioxidante debido a los compuestos fendlicos que
posee (Nabet et al., 2017). Segun un analisis cuantitativo de flavonoides, taninos y polifenoles
totales las hojas poseen entre 0,08 y 0,42% de flavonoides, entre 0,10 y 2,65% de taninos y de



4,72 a 9,48% de polifenoles. EI mayor contenido de estos compuestos se encuentra cuando las
plantas todavia no han florecido o estan a punto de florecer (Atia et al., 2011).

Ademas, la parte aporlar del extracto presenta propiedades antimicrobianas frente a
Micrococcus luteus, Salmonella arizonae, Erwinia carotovora, Pseudomonas fluorescens, P.
aureginosa, P. marginalis, Bacillus cereus y Candida albicans (Atia et al., 2011).

El hinojo marino esuna planta prometedora parasu uso en la industria alimentaria debido
a las sustancias bioactivas que posee, las cuales pueden ser Gtiles para producir alimentos
nucraceuticos y como suplemento para aumentar la vida Util de los alimentos (Nabet et al., 2017).

La finalidad de este proyecto es realizar peliculas comestibles activas a base de WPI
enriquecidos con extracto de hinojo marino como agente antioxidante y antimicrobiano. Se
evaluarén las propiedades antioxidantes, por reaccion de ABTS, y las antimicrobianas, por
difusion de discos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

El objetivo principal de este proyecto es elaborar peliculas comestibles basadas en WPI
enriquecidas con extracto de hinojo marino como agente antimicrobiano y antioxidante para
mejorar la calidad de los alimentos frescos.

2.2 Objetivos especificos
El proyecto consta de tres objetivos especificos:

1. Evaluar la compatibilidad del extracto de hinojo marino con proteina de suero lacteo.
Evaluar las propiedades antioxidantes del hinojo marino.
3. Evaluar las propiedades antimicrobianas del hinojo marino.

N

3. DISENO EXPERIMENTAL

Se evaluaron las capacidades antimicrobianas y antioxidantes del extracto de hinojo
marino a distintas concentraciones. Para ello, se emple6 una matriz de WP1 donde se afiadieron
las diferentes concentraciones de extracto.

Extracciones:

Se realizaron extracciones del extracto de hinojo marino por liofilizacion de Crithmum
maritimum.

Formulaciones:

El porcentaje de extracto de hinojo marino se realiza sobre la solucion formadora de
peliculas comestibles a base de WPI.

- Pelicula comestible de WPI con 0% de extracto de hinojo marino.
- Pelicula comestible de WPI con 0,5% de extracto de hinojo marino.
- Pelicula comestible de WP1 con 1% de extracto de hinojo marino.
Pelicula comestible de WPI con 2% de extracto de hinojo marino.

Ensayo de capacidad antioxidante:

- Discos con 0% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 0,5% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 1% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 2% de extracto: 5 replicas.

Ensayo de capacidad antimicrobiana:

Aeromonas hydrophila

- Discos con 0% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 0,5% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 1% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 2% de extracto: 5 replicas.

Shewanella putrefaciens
- Discos con 0% de extracto: 5 replicas.

- Discos con 0,5% de extracto: 5 replicas.
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- Discos con 1% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 2% de extracto: 5 replicas.

Pseudomonas fluorescens

Discos con 0% de extracto: 5 replicas.
Discos con 0,5% de extracto: 5 replicas.
Discos con 1% de extracto: 5 replicas.
Discos con 2% de extracto: 5 replicas.

Listeria innocua

- Discos con 0% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 0,5% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 1% de extracto: 5 replicas.
- Discos con 2% de extracto: 5 replicas.

Nota: a todas las bacterias se les hicieron reducciones decimales, hastala -9, y se sembraron 2
placas de Petri por cada reduccion decimal, desde la -3 hasta la -9, donde se sembraron 14
placas por bacteria. Esto se realiz para determinar cuantas bacterias se inocularon por placa
en el ensayo de actividad antimicrobiana.

Adicion directa de extracto de hinojo marino (prueba antimicrobiana)

- Aeromonas hidrophyla: 3 replicas

- Shewanella putrefaciens: 3 replicas
- Pseudomonas fluorescens: 3 replicas
- Listeria innocua: 3 replicas
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4. MATERIALESY METODOS

4.1 Materiales
Los materiales utilizados a lo largo de la fase experimental fueron los siguientes:
Materiales
Secado de la planta haléfila

- Hinojo marino (C. maritimum), suministrado por Porto-Muifios S.L (A Corufa, Espafa),
embalado en cajas térmicas y en refrigeracion.

- Nitrogeno liquido

- Mortero

- Liofilizador semi industrial Lyobeta 25

- Licuadora KENWOOD 450W

- Envasadora a vacio SAMMIC V-640 S

- Campanas desecadoras

- Sales de silicagel OPPAC

- Bolsas de polietileno

- Balanza de humedad ST-H50 gram

Extracciones

- Hinojo marino (C. maritimum), previamente tratado.
- Etanol absoluto OPPAC

- Agua destilada

- Vaso de precipitados de 1000 mL

- Probetas de 30 y 400 mL

- Hielo picado

- Balanza Mettler Toledo PB302

- Platos de aluminio

- Ultraturrax T25 basic IKA-WERKE

- Ultrasonidos UP400S hielscher

- Centrifuga MR 1822 Jouan

- Tubos de centrifuga de 50 mL PPCO

- Rotavapor Buchi R-200

- Matraz redondo 500 mL

- Kitasato

- Buchner

- Modulo de vacio

- Congelador a -80°C

- Liofilizador semi industrial Lyobeta 25

Preparacion de films

- Proteina de suero de la leche (Whey Protein Isolated), proporcionada por Davisco Food
International (Le Seur, MN, EEUU)

- Glicerol bidistilado 99,5%, proporcionado por VWR CHEMICALS

- Agua destilada

- Extracto de hinojo marino (C. maritimum)

- Vaso de precipitados de 50 mL y 250 mL
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- Balanza METTLER TOLEDO PB302

- Placa agitadora magnética Velp Scientific Multistirrer 15
- Pipeta Pasteur

- Bano térmico con sistemas de agitacion P-SELECTA UNITRONIC OR
- pH-imetro CRISON BASIC 20

- Hidroxido de sodio 1mol/l (IN) PANREAC

- Pipeta FINNIPIPETTE®F2 de 20 mL

- Puntas de 20 mL

- Céamara climatica

- Pinzas

- Cuchillo

- Martillo

- Sacabocados

Ensayo antioxidante

- Placa calefactora IKAMAG PCT RCT

- Erlenmeyer 1000 mL

- 22’-Azino-bis  (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid) diammonium salt (ABTS),
SIGMA ALDRICH

- Persulfato potasico, VWR CHEMICALS

- Agar técnico, Panreac AppliChem

- Placas de Petri (92/16 mm)

- Films de WPI con extracto de hinojo marino (C. maritimum) al 0%; 0,4%; 0,8% y 1,6%

- Matraz aforado de 100 mL

- Pipeta de 10 mL, Mettler Toledo LTS 2-20mL

- Puntas de 10 mL, Mettler Toledo LTS 10-20MI

- Balanza de precision Fisher Scientific PAS214C

- Micrémetro digital, modelo ID-F125, Mitutoyo Corp., (Tokio, Japon)

Ensayo antimicrobiano

- Puntas de 100 L, 10 mL y 1 mL

- Pipeta de 10 mL FINNIPIPETTE®F2 1-10 mL

- Micropipeta FINNIPIPETTE®F2 10-100 pL

- Asas de siembra

- Perlas

- Tubos Falcon 15 mL

- Frascos de rosca Pyrex 1000 mL y 100 mL

- Placas de Petri (92/16 mm)

- Pinzas estériles

- Camara de flujo laminar INDELAB, Espafia

- Vortex URA TECHNIC New ZX

- Discos de WPI con extracto de hinojo marino (C. maritimum) al 0%; 0,4%; 0,8% y 1,6%
- Placa magnética agitadora Multistirrer 15, Magnetic Stirrer, VVelp Scientifica
- Autoclave PRESOCLAVE-II, P SELECTA

- Balanza Mettler Toledo PB302

- Estufa P SELECTA

- Estufa Heraeus 1-42
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- Se evaluaron cuatro grupos de bacterias patdgenas que fueron proporcionadas por la
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) de la Universidad de Valencia:
o Aeromonas hydrophila (CECT 839)
o Shewanella putrefaciens (CECT 5346)
o Pseudomonas fluorescens(CECT 378)
o Listeria innocua (CECT 910)

Medios de cultivo:

- Tryptic soy broth (TSB), VWR CHEMICAL PROLABO

- Brain Heart Infusion (BHI), Panreac AppliChem

- Nutrient broth (1SO, APHA), VWR CHEMICAL PROLABO

- Extracto de levadura, bacterioldgico (Ultra Puro), VWR LIFE SCIENCE
- Cloruro de sodio, VWR CHEMICAL PROLABO

- Agar bacteriolégico, VWR CHEMICAL PROLABO

- Agua de peptona, VWR CHEMICALS PROLABO

4.2 Métodos
4.2.1 Método de liofilizacion

La liofilizacion consistid en realizar un secado a bajas temperaturas para no destruir los
compuestos de la materia prima a secar, en este caso el hinojo marino. Durante la liofilizacion se
elimind el agua de la materia prima por ultracongelacion y se sublimé el hielo en condiciones de
vacio. El método de liofilizacion fue el definido por Cortés Lainez (2017).

Se liofiliz6 en varias tandas, ya que todo el hinojo marino debia estar en contacto con la
superficie de la bandeja del liofilizador. En cada tanda se liofilizaron entre 1,5 y 2 Kg. Primero,
se pesaron las plantas. Seguidamente, se congelaron con nitrégeno liquido (-180°C) y se trituraron
con un mortero. Posteriormente, se esparcieron en bandejas metalicas y se introdujeron en el
liofilizador durante 24 horas.
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Figura 10.- Ultracongelacién de Figura 11.- Trituracidn de hinojo Figura 12.- Cesped de hinojo marino
hinojo marino mediante nitrégeno marino mediante mortero sobre placas antes de ser liofilizado
liquido

El proceso de liofilizacion consistié en dos etapas:

- Etapa 1: se bajo la temperatura a -45°C durante dos horas y se disminuyo la presion hasta
0,25 mbar. Una vez que el liofilizador alcanz6 estas condiciones, se mantuvieron durante
11 horas.

- Etapa 2: se subié la temperatura a 25°C en una hora y se mantuvo a esa temperatura
durante 11 horas.

Figura 13.- Liofilizador semiindustrial Lyobeta 25 Figura 14.- Hinojo marino liofilizado

Una vez finalizado el ciclo de liofilizacion, se recogio la planta deshidratada, se midié su
humedad (Tabla 1) y se pulverizd. Finalmente, se envaso al vacio y se guardd en campanas de
vidrio acondicionadas a 0% de humedad relativa.
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Tabla 1.- Humedad de hinojo marino fresco y liofilizado

Humedad (%o) Hinojo marino fresco Hinojo marino liofilizado

CV (%) 003 0,05

4.2.2 Meétodo de extraccion

El método empleado para realizar las extracciones del alga se baso6 en el descrito por
Pérez-Jimenez & Saura-Calixto (2015) que fue modificado por Cortés Lainez (2017).

- Laextraccion comienza tras el triturado de la planta hal6fila secada por liofilizacion

Figura 15.- Hinojo marino triturado y envasado al vacio

- Se prepard en un vaso de precipitados de 1000 mL una mezcla de etanol y agua al 75:25,
ya que en el proyecto anteriormente mencionado se observé que con esta proporcion la
extraccion de polifenoles del alga era mayor, por lo que, se mezclan 300 mL de etanol y
100 mL de agua destilada.

- Acontinuacion, se afiadieron 20 gramos de hinojo marino y se homogenizé la muestra en

el Ultraturrax durante 5 minutos a 21500 rpm. Se homogenizo, por segunda vez, mediante
sonicacion durante 8 ciclos de dos minutos con un minuto de descanso de un ciclo a otro.
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Figura 16.- Homogenizacidn

ot ! i Figura 17.- Homogenizacién
del hinojo marino mediante

. de hinojo marino por
Ultraturrax T25 basic IKA Ultrasonidos UP400S hielscher

- Seguidamente, se centrifugd durante 10 minutos a 12000 rpm y se recogio el
sobrenadante. El sobrenadante se introdujo en el rotavapor hasta la sequedad total
(aproximadamente este proceso suele tardar unas dos horas).

Figura 18.- Centrifugacién del hinojo marino mediante Figura 19.- Secado de hinojo marino mediante
Centrifuga MR 1822 Jouan Rotavapor Buchi R-200

- Finalmente, se suspendio el contenido total en 30 mL de agua destilada y se filtré al vacio
para eliminar las particulas en suspensién que podrian alterar los resultados.
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Figura 20.- Filtracién a vacio de las
extrarcciones resuspendidas en 30 mL de
agua destilada

Figura 21.- Extracto filtrado a vacio

- Los extractos fueron congelados a -80°C.

- Una vez obtenida la cantidad suficiente de extracto se realizo la siguiente liofilizacion
durante 48 horas. Esta liofilizacion consistio de dos etapas:

o En la primera etapa se bajo la temperatura a -10°C durante 50 minutos y se
establecid vacio hasta una presion de 0,016 mbar, una vez conseguidas estas dos
condiciones se mantuvieron la presion y la temperatura durante 23 horas y 30
minutos.

o En la segunda etapa se subié la temperatura a 25°C durante una hora con una
presion de 0,016 mbar. Una vez alcanzadas estas condiciones se mantuvieron
durante 23 horas.

- Finalmente, se obtuvo el extracto en forma de polvo, listo para ser usado.

Figura 22.- Extracto de hinojo marino liofilizado mediante
Liofilizador semiindustrial Lyobeta 25
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4.2.3 Elaboracién de peliculas comestibles de proteina de suero lacteo (WPI)

La elaboracion de films consistio en preparar una disolucion a base WPI con agua
destilada. Una vez realizada la solucion se aumentd su temperatura a 90°C para desnaturalizar las
proteinas y poder formar los films.

Se elaboraron 4 formulaciones diferentes de recubrimientos con 0%, 0,5%, 1%y 2% de
extracto de hinojo marino.

4.2.3.1 Elaboracion de peliculas comestibles a base de WPI sin extracto de hinojo
marino

El protocolo usado para la realizacion de la solucién formadora de peliculas (SFP) fue el
descrito por X. Carrion Granda, Fernandez Pan, Rovira, & Maté (2018)que consistié en mezclar
en un vaso de precipitados de 250 mL, 8 gramos de WPI con 4 gramos de glicerol y 88 mL de
agua destilada. Se mezcld y se diluyo.

Figura 23.- Solucion formadora de peliculas
comestibles a base de suero ldcteo

A continuacién, se introdujo en el bafio térmico a 90°C durante media hora para que las
proteinas se desnaturalizasen y pudiesen formar los recubrimientos. Una vez pasada la media hora
se dejo enfriar la SFP, aproximadamente hasta 40°C, y se afiadieron 16 gramos en cada placa de
vidrio.

Finalmente, se homogenizé la SFP, haciendo que cubriese toda la placa de vidrio y se
almaceno durante 18 horas a 45% de humedad relativa y a 40°C en una camara climatica.

Figura 24.- Pelicula comestible a base de suero Idcteo con 0% de hinojo marino
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Las peliculas fueron extraidas al dia siguiente de las placas de vidrio y se formaron los
discos con un didmetro de 17 mm, donde el espesor fue 100 +5 pm, que luego fueron empleados
en los ensayos de capacidad antioxidante y capacidad antimicrobiana.

Figura 26.- Discos de pelicula

Figura 25.- Pelicula comestible comestible de suero lécteo

extraida de la placa de vidrio

4.2.3.2 Elaboracién de peliculas comestibles a base de WPI con extracto de hinojo
marino

La elaboracion de peliculas con extractono difiri6 mucho a la elaboracion de peliculas
sin extracto, se utilizdé la misma metodologia. Sin embargo, a la hora de preparar la SFP hubo que
teneren cuenta que cantidad de extracto habia que afiadir en cada formulacion, teniendo en cuenta
que la solucion tenia que serde 100 gramos en todos los casos, por lo que vari6 la cantidad de
agua de unas concentraciones a otras.

Las formulaciones con extractode hinojo marino a distintas concentraciones fueron las siguientes:

- Formulacion 0,5%: 8 gramos de proteina, 4 gramos de glicerol, 0,4 gramos de extracto
de Hinojo Marino y 87,6 gramos de agua destilada.

- Formulacion 1%: 8 gramos de proteina, 4 gramos de glicerol, 0,8 gramos de extracto de
Hinojo Marino y 87,2 gramos de agua destilada.

- Formulacion 2%: 8 gramos de proteina, 4 gramos de glicerol, 1,6 gramos de extracto de
Hinojo Marino y 86,4 gramos de agua destilada.

Al comienzo de la elaboracion, en todas las formulaciones se retiraron 5 mL de agua para
posteriormente diluir el extracto de hinojo marino y neutralizar el pH. A continuacion, se siguié
el procedimiento explicado en el apartado anterior, pero teniendo en cuenta las cantidades
correspondientes de cada formulacion.

Mientras se calentaron las SFP a 90°C se peso6 el extracto correspondiente para cada
formulacion y se diluy6 en los 5 mL de agua destilada que no fueron afiadidos a la SFP al principio
del proceso. A continuacion, se le aumento el pH hasta pH neutro con unas gotas de hidroxido de
sodio (entre 3y 6 gotas). Una vez que la solucion se sacé del bafio térmico, se enfrié hasta 40°C
(temperatura maxima para que no se pierdan los polifenoles del extracto). Cuando la solucién
llegd a 40°C se le afadio el extracto correspondiente a cada SFP.
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Figura 27.- Extracto de hinojo marino diluido en 5 mL de agua destilada con 2-3 gotas de NaOH para aumentar el
pH

Finalmente, se afiadieron 16 gramos de la mezcla en una placa de vidrio para cada
recubrimiento formado, se homogenizaron y se almacenaron en las mismas condiciones que las
peliculas que no poseian extracto de hinojo marino. También, fueron extraidos y convertidos en
discos (diametro 17 mm), con un espesor de 100 =5 pm, de la misma forma que los descritos en
el apartado anterior.

Figura 28.- Peliculas comestibles de suero Idcteo con hinojo marino a concentraciones 0,5, 1y 2%

4.2.4 Ensayo de capacidad antioxidante

El protocolo empleado para la realizacion de este ensayo fue el descrito por Urrutia Larraz
(2010). El ensayo de capacidad antioxidante se realizé en dos etapas:

- Etapa 1: Preparacion de la reaccion de ABTS

En esta etapa se disolvieron 0,384 gramos de ABTS 7mM (2,2’-Azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt) junto a 0,0663 gramos de persulfato 2,45
mM en 100 mL de agua destilada. Se agitd hasta homogenizar y se almacend en oscuridad entre
12 y 16 horas.

- Etapa 2: Preparacion del medio sélido

Se diluy6é agar técnico en una proporcion de 1,5% (p/v) en agua destilada, afiadiendo 6
gramos de agar técnico en 400 mL de agua destilada. Se elevé la temperatura hasta que llegé al
punto de ebullicion. A continuacion, se mezcld con la reaccion de ABTS preparada con
anterioridad, afiadiendo el 20% de la reaccion de ABTS al volumen total de la dilucion de agar
técnico, en este caso se afiadieron 80 mL de ABTS a los 400 mL de la dilucién de agar técnico.
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Figura 30.- Solucidn de agar técnico
mezclada con el 20% de la reaccion de
ABTS preparada

Figura 29.- Solucién de agar técnico

Posteriormente, se vertieron 8 mL en cada placa de Petri y se dejo solidificar. Una vez
solidificado se depositaron los discos de las peliculas comestibles con las distintas
concentraciones de extracto de hinojo marino. Seguidamente, se realizaron las mediciones del
diametro del halo durante 0, 10, 60, 120, 180 y 240 minutos de reaccion (reduccion del ABTS por

presencia del disco con y sin compuesto activo).

Figura 31.- Placa para ensayo de capacidad antioxidante

4.2.5 Ensayo de capacidad antimicrobiana

El ensayo de actividad antimicrobiana se basé en el método seguido por Ximena Carrion
Granda (2015). Se realiz6 para ver qué capacidad tienen los recubrimientos comestibles de WPI,
con distintas concentraciones de extracto de hinojo marino, de inhibir el crecimiento de las
bacterias estudiadas. Las condiciones Optimas de crecimiento de las cuatro bacterias patdgenas

evaluadas se indican en la Tabla 2.
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Tabla 2.- Condiciones de crecimiento Optimas para cada bacteria

Bacteria Aeromonas Shewanenlla Pseudomonas Listeria

hydrophila putrefaciens fluorescens innocua

Medio de
cultivo liquido

Medio de
cultivo solido

Temperatura
de incubacion

°C)

El ensayo comenzo con la preparacion de los medios de cultivo de cada bacteria. Por un

lado, se prepararon los medios de cultivo liquidos para inocular las bacterias, y por otro lado, se
prepararon los medios de cultivo sélidos para la formacion de las placas de Petri, placas en las
que luego se realiz6 la siembra de cada bacteria. Cabe destacar que la Unica diferencia que hay
entre los medios liquidos y solidos es que el medio sélido contiene agar bacteriolégico para que
una vez frio se gelifique.

Se prepararon 2 botes de 80 mL de medio de cultivo liquido para cada bacteria. Para ello,

se siguieron los siguientes pasos:

Se adquirieron todos los materiales necesarios: medio TSB, medio BHI, medio NB1,
extracto de levadura, cloruro de sodio y 8 botes de pirex de 100 mL.

Seguido, se realizaron los calculos para determinar cuanto medio habia que afiadir para
la preparacion del medio liquido.

Tras la realizacion de los célculos, se prepararon para las bacterias Aeromonas hydrophila
y Shewanella putrefaciens, que necesitan de un medio TSB para crecer, 4 botes de TSB
en los que cada bote llevaba 2,4 g de medio TSB y 80 mL de agua destilada. Para la
bacteria Pseudomonas fluorescens, que necesita de un medio NB2 para crecer, se
prepararon 2 botes de 80 mL en los que cada bote contuvo 0,64 g de medio NB1, 0,16 g
de extracto de levadura y 0,4 g de cloruro de sodio. Finalmente, para la Listeria innocua,
que necesita de un medio BHI para crecer, se prepararon dos botes de 80 mL con 2,96 g
de medio BHI cada uno.

Se pesaron todos los medios en los botes de pirex correspondientes y se les afiadio a cada
uno de ellos los 80 mL de agua destilada y se homogenizaron.

Se autoclavaron a 121°C durante 45 minutos y se dejaron enfriar. Una vez frios se
guardaron en el frigorifico.
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Figura 32.- Medios de cultivo liquidos para cada bacteria

Para preparar los medios de cultivo sélido lo Gnico que cambié fueron las cantidades de

medio y se les afiadid agar bacteriolégico para que se solidificaran. Para su preparacion se
siguieron los siguientes pasos:

Se adquirieron todos los materiales necesarios: medio TSB, medio BHI, medio NB1,
extracto de levadura, cloruro de sodio y 8 botes de pirex de 500 mL.

Seguido, se realizaron los calculos para determinar cuanto medio habia que afiadir para
la preparacion de medio sélido. Se tuvo en cuenta que todos los medios debian contener
agar bacteriologico para que una vez frios se pudiesen gelificar, de manera que si en 1L
de agua destilada se afiadenl5 gramos en 400 mL hay que afiadir 6 g y en 300 mL hay
que afiadir 4,5 g.

Tras la realizacion de los célculos, se prepararon para las bacterias Aeromonas hydrophila
y Shewanella putrefaciens, que necesitan de un medio TSB para crecer, 2 botes de TSA
de 400 mL donde se afiadieron 12 g de medio TSB'y 6 g de agar bacteriolégico y 2 botes
de TSA de 300 mL donde se afiadieron 9 g de medio TSB y 4,5 g de agar bacteriologico.
Para la bacteria Pseudomonas fluorescens, que necesita de un medio NB2 para crecer,
por un lado, se prepar6 un bote de 400 mL que contuvo 3,2 g de medio NB1, 0,8 g de
extracto de levadura, 2 g de cloruro de sodio y 6 g de agar bacteriolégico, y por otro lado,
se prepard un bote de 300 mL que contuvo 2,4 g de medio NB1, 0,6 g de extracto de
levadura, 1,5 g de cloruro de sodio y 4,5 g de agar bacteriolégico. Finalmente, para
Listeria innocua, que necesita de un medio BHI para crecer, se prepar6 un bote de 400
mL con 14,8 g de medio BHI y 6 g de agar bacteriologico, y otro bote de 300 mL con
11,1 g de medio BHI y 4,5 g de agar bacteriolégico.

Se pesaron todos los medios y se introdujeron en los botes pirex correspondientes donde
fueron diluidos con agua destilada y homogenizados.

Se autoclavaron durante 45 minutos a 121°C.
Se dejaron enfriar hasta unos 50°C aproximadamente y se vertieron uno 20-30 mL de
medio en cada placa de Petri. Para cada bacteria se prepararon 34 placas de Petri (las

placas fueron rotuladas mientras los medios estaban en el autoclave).

Se dejaron enfriar las placas de Petriy se guardaron en el frigorifico.
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Figura 33.- Placas de Petri preparadas para la inoculacion
de los microorganismos

Por otro lado, se prepar6 agua de peptona para poder determinar la cantidad de bacterias
que se inocularon en las placas preparadas para hacer el ensayo de capacidad antimicrobiana. Se
necesitaron 8 g de agua de peptona y 400 mL de agua destilada.

Una vez preparados todos los materiales necesarios para el ensayo, se inocularon las
bacterias en el medio de cultivo liquido correspondiente y se incubaron durante 24 horas para que
las bacterias creciesen. Todas las bacterias menos L.innocua se incubaron a 30°C mientras que
L.innocua se incubo a 37°C.

Tras 24 horas se realizd el ensayo de capacidad antimicrobiana. Este ensayo estuvo
dividido en dos etapas.

- Etapa 1: se sembraron las bacterias con asas formando un césped. Posteriormente, se
situaron los discos de suero lacteo con las distintas concentraciones de extracto de hinojo
marino Yy las placas se sellaron para asegurar la inocuidad de las placas.

- Etapa 2: se hicieron las diluciones de bacterias desde la -1 hasta la -9 en el agua de
peptona. A partir de la dilucion -3 se sembraron 2 placas de Petri por cada reduccion
logaritmica mediante perlas. Las placas también fueron selladas.

Figura 34.- Siembra de las diluciones para el recuento de microorganismos
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Cada bacteria fue tratada por separado, es decir, estas dos etapas se realizaron primero
con una bacteria y tras esto se desinfectaba la cAmara de flujo laminar. Después, se realizaba con
otra y asi sucesivamente hasta haber realizado la siembra de las 34 placas de cada bacteria.

Estas placas se incubaron durante 24 horas. De la misma manera, se incubaron a 30°C
todas las bacterias menos L.innocua que fue incubada a 37°C. Pasadas las 24 horas se observo el
crecimiento microbiano y se hicieron los recuentos para poder determinar que se inocularon de
107 hasta 10° ufc/mL bacterias por placa.

Ademas, se realizO un ensayo donde el extracto de hinojo marino fue afadido
directamente mediante unos discos de papel. Se afiadieron 100 L de extracto de hinojo marino
en cada disco de papel.

Para la elaboracion del ensayo, se siguieron los mismos pasos que en el caso de los discos
a base de WPI, es decir, se prepararon los mismos medios de cultivo, se utilizaron las mismas
bacterias y fueron incubadas en las mismas condiciones.

4.2.6 Andlisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa IBM SPSS Stadistics 22. Se
observo la existencia de diferencias significativas entre las peliculas comestibles de WPI en las
distintas concentraciones de hinojo marino. Para ello, se realizaron anlisis de varianza simples
(ANOVA). El primer andlisis se realizd para observar si existian diferencias entre la capacidad
antioxidante o antimicrobiana a las distintas concentraciones de hinojo marino, y el segundo, se
realizo, solo en el caso del ensayo antioxidante, para observar las posibles diferencias en la
capacidad antioxidantes a lo largo de los 240 minutos donde se realizaron 6 medidas del diametro
del halo.

El analisis de varianza simple indica que con una significacion menos de 0,05 existen
diferencias entre las muestras. También, se realizd un andlisis Tukey de los resultados, donde su
funcién fue agrupar los grupos en subconjuntos homogéneos.

27



28



5. RESULTADOSY DISCUSION

5.1 Resultados preliminares

Se realizaron pruebas para determinar que el compuesto activo era compatible con los
films hechos a base de WPI. Para ello, se sigui6 el protocolo habitual para hacer los films y se le
afiadio extracto de hinojo marino a distintas concentraciones, 0%, 0,5%,1% Yy 2%.

En esta etapa se encontraron complicaciones, ya que se observé que al afiadir el extracto
del alga a la solucion de proteina preparada para la elaboracion de films se gelificaba.

Figura 35.- Solucion formadora de peliculas comestibles gelificada al afiadir el extracto de hinojo marino

La hipétesis planteada para dar sentido a este problema fue que el compuesto activo
empleado poseia un pH acido, por lo que al afiadirlo a la solucion de proteina este pH &cido hacia
que la proteina llegara a su punto isoeléctrico produciendo la gelificacion. Las soluciones que se
plantearon fueron disminuir la concentracion de proteina y aumentar el pH &cido del hinojo a pH
neutro.

Primero, se intentd solucionar disminuyendo la concentracion de proteina y se observo
que al afiadir poco porcentaje de extracto funcionaba, pero al afiadir el extracto en mayores
concentraciones la solucion se gelificaba igualmente. Asimismo, se decidio a parte de disminuir
la concentraciéon de proteina empleada aumentar el pH acido a neutro. De esta manera se
consiguid que la solucion no gelificara, pudiendo elaborar las peliculas comestibles.

La disminucion de concentracion de proteina manteniendo los ratios de la solucion
formadora de peliculas comestibles, conllevé que envez 0, 0,5, 1y 2 gramos sobre 100 mL de
agua destilada se afiadieran 0, 0,4, 0,8 y 1,6 gramos de extractode hinojo marino. De estamanera,
se mantuvieron las proporciones.

5.2 Resultados finales

5.2.1 Ensayo de capacidad antioxidante

En la Figura 36 se muestran los resultados sobre el estudio de la capacidad antioxidante
que presentd el extracto de hinojo marino a lo largo de 4 horas. En los cuatro tratamientos se
observa actividad antioxidante. Esta actividad presenta una tendencia a ir incrementando en el
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transcursodel tiempo. En la formulacion con 0% de extracto de hinojo marino también se observa
una leve actividad antioxidante, aunque no es significativo. Esta capacidad de la muestra control
esta justificada, ya que el WPI contiene un aminoacido esencial, fenilalanina, que se encarga de
la sintesis de fenoles en las plantas superiores pudiendo haber reaccionado con el ABTS (Parra
Huertas, 2009). Todas las formulaciones con extracto de hinojo marino presentaron una mayor
capacidad antioxidante en relacién al grupo control. Aunque, los tratamientos no fueron diferentes
entre ellos, se observd una tendencia a una mayor capacidad antioxidante de las muestras con
concentracion del compuesto activo al 2%. Debido a los resultados obtenidos se corroboran los
datos que se obtuvieron en el trabajo de Cortés Lainez (2017) quien evalud la capacidad
antioxidante de los extractos de hinojo marino, determinado un alto contenido de compuestos
fendlicos.

Ensayo de capacidad antioxidante
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Figura 36.- Evolucién de la capacidad antioxidante durante el tiempo de las 4 formulaciones estudiadas

En las Tablas 3 y 4 se presentan los analisis estadisticos realizados en el ensayo de
actividad antioxidante. Por un lado, se observan diferencias significativas en las peliculas
enriquecidas con extractos de hinojo marino (p < 0,05) en contraste a las peliculas sin extracto,
es decir, se demuestra que el hinojo marino tiene propiedades antioxidantes gracias a los
compuestos activos que posee. Sin embargo, no se observa significacion entre las formulaciones
con extracto, siendo irrelevante la cantidad de hinojo que se afiade a la SFP para que muestre
capacidad antioxidante. Por ello, los costes que pueden acarrear la elaboracion de estas peliculas
comestibles pueden ser bajos debido a que al afadir un 0,5% o un 2% del compuesto activo no
influye en el grado de actividad antioxidante. Aunque, como se ha mencionado con anterioridad
existe una tendencia al aumento de la actividad en la formulacién con mayor cantidad de extracto
de hinojo marino. Por otro lado, existen diferencias significativas en la medida del diametro
tomada a los 10 minutos, destacando la capacidad de la concentracion al 2% del extracto. Los
resultados expuestos indican que se produjo una reduccién instantanea del compuesto activo
produciéndose la reduccion del reactivo ABTS, independientemente de la formulacion. EI método
evaluado de actividad antioxidante fue efectivo, Urrutia Larraz (2010) obtuvo resultados similares
al evaluar la actividad antioxidantes a traves de ABTS de peliculas comestibles a base de caseinas
enriquecidas con aceites esenciales. Por otro lado, Houta, Akrout, Najja, Neffati, & Amri (2015)
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determinaron que los extractos de hinojo marino poseen capacidad antioxidantes por medio de
reaccion de ABTS.

Tabla 3.- Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo de capacidad antioxidante (tratamiento)

Tratamientos Subconjunto para 0=0,05

a

= 15,633 = 0,800
: 16,700 + 0,567

Tabla 4.- Resultados estadisticos obtenidos en el ensayo de capacidad antioxidante (tiempo)

Subconjunto para 0=0,05

9,150 + 0,140 =
= 17,400 + 0,135
- 18,600 + 0,163
- 19,200 + 0,149

= 19,750 + 0,178

Es importante conocer, que debido a las propiedades de barrera de los recubrimientos y
peliculas comestibles a base de WPI la difusion del compuesto activo fue muy lenta. La difusion
presentada fue similar para todos los casos de las formulaciones que poseian el compuesto activo.
Por tanto, en caso de utilizar otra matriz de recubrimiento puede que la difusion del compuesto
activo sea mayor y se observe ain méas capacidad antioxidante (Fernandez-Pan et al., 2012).

En las siguientes fotos se observa como fue la evolucién de la reaccion de ABTS en el
tiempor para las cuatro formulaciones estudiadas:
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Figura 37.- Capacidad antioxidante en el minuto 10 (de izquierda a derecha- 0, 0,5, 1y 2%)

Figura 38.- Capacidad antioxidante en el minuto 60 (de izquierda a derecha- 0, 0,5, 1y 2%)

Figura 39.- Capacidad antioxidante en el minuto 120 (de izquierda a derecha- 0, 0,5, 1y 2%)

Figura 40.- Capacidad antioxidante en el minuto 180 (de izquierda a derecha- 0, 0,5, 1y 2%)
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Figura 41.- Capacidad antioxidante en el minuto 240 (de izquierda a derecha- 0, 0,5, 1y 2%)

5.2.2 Ensayo de capacidad antimicrobiana

En el ensayo de capacidad antimicrobiana no se observd actividad antimicrobiana para
ninguno de los tratamientos evaluados (Tabla 5), es decir, no hubo presencia de halos en ninguna
de las placas cultivadas.

Tabla 5.- Resultados obtenidos en el ensayo de capacidad antimicrobiana

Microorganismo Tratamiento

Aeromonas
hydrophila

Shewanella
putrefaciens

Pseudomonas
fluorescens

e [0

*NA: No Actividad

Existen estudios que demuestran que Listeria innocua es el microorganismo mas sensible
a los aceites esenciales de las plantas halofilas y, por el contrario, Pseudomonas fluorescens kb
mas resistente. Esto se debe a que al ser gram-positiva y gram-negativa, respectivamente, los
aceites esenciales no afectanigual a su estructura, ya que por lo general las gram-negativas son
mas resistentes gracias a la estructura de su pared celular (lturriaga et al., 2012). Sin embargo, el
hinojo marino no ha mostrado actividad antimicrobiana frente a las bacterias del estudio realizado
en este trabajo de fin de grado.

La hipdtesis planteada a este estudio es que el aumento del pH &cido del vegetal hasta pH
neutro ha podido afectar a los resultados, es decir, se cree que este aumento de pH haya podido
inhibir algin &cido orgénico de la planta afectando su capacidad antimicrobiana. Como explican
Singh, ho Lee, Park, Shin, & Lee (2016) en su articulo cientifico, los acidos organicos que hay
presentes en esta clase de plantas son los responsables de esa capacidad antimicrobiana, ya que al
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introducirse en las células de los microorganismos se disocian produciendo una sobreproduccion
de ATP para expulsar estos acidos, mecanismo de proteccion de los microorganismos. En
consecuencia, al producirse un agotamiento de la energia celular se consigue la inhibicion de los
microorganismos. Otro limitante seria que las peliculas comestibles a base de WP difunden muy
lentamente los compuestos activos que poseen (Fernandez-Pan et al., 2012), es decir, puede que
los microorganismos crezcan mas rapido de lo que se difunde el compuesto activo.

En las siguientes imagenes se observan los resultados obtenidos en el caso de cada
bacteria estudiada para las diferentes formulaciones:

Figura 43.- Capacidad antimicrobiana para Aeromonas hidrophyla (de izquierda a derecha 0, 0,5, 1y 2%)

Figura 44.- Capacidad antimicrobiana para Shewanella putrefaciens (de izquierda a derecha 0, 0,5, 1y 2%)

34



Figura 45.- Capacidad antimicrobiana para Pseudomonas fluorescens (de izquierda a derecha 0, 0,5, 1y 2%)

Ademas, se corrobord que la neutralizacion del pH del extracto de hinojo marino y las
propiedades de la pelicula comestible a base de WP siinfluencian en la actividad antimicrobiana
del extracto de hinojo marino. La aplicacion directa del compuesto activo en la superficie de las
placas mostr6 una minima capacidad antimicrobiana en las bacterias Shewanella putrefaciens y
Pseudomonas fluorescens (Tabla 6). De esta manera, se determina que el hinojo marino posee
una leve actividad antimicrobiana y que se ve influenciada por la neutralizacion del pH del
compuesto activo, ya que los acidos organicos que confieren esta propiedad a esta planta haléfila
pueden inhibirse debido al cambio de pH, Yy de las propiedades de barrera de la pelicula
comestible. Las propiedades de barrera de las peliculas comestibles a base de WPI son muy
elevadas, siendo la difusividad de los compuestos muy lenta, por lo que se determina que las
bacterias crecen mas rapido de lo que se difunden los compuestos del extracto a través de la
superficie.

Tabla 6.- Actividad antimicrobiana mediante la adicion directa del extracto de hinojo marino

18,33 £ 0,58 18,00 + 0.00 NA

En las siguientes imagenes se observan los resultados obtenidos para cada bacteriada
estudiada:
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Figura 46.- Actividad antimicrobiana observada en Listeria innocua con la adicidn directa de extracto de hinojo
marino

Figura 47.- Actividad antimicrobiana observada en Aeromonas hidrophyla con la adicién directa de extracto de
hinojo marino

Figura 48.- Actividad antimicrobiana observada en Shewanella putrefaciens con la adicion directa de extracto de
hinojo marino
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Figura 49.-Actividad antimicrobiana observada en Pseudomonas fluorescens con la adicién directa de extracto de
hinojo marino
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6. CONCLUSION

Se consiguieron peliculas comestibles de proteina de suero lacteo con extracto de hinojo
marino mediante el control del pH, ya que el pH &cido que presenta el compuesto activo producia
la gelificacion de la solucion formadora de peliculas antes de verterla en las placas de vidrio.

Las peliculas comestibles obtenidas fueron caracterizadas por tener una pobre capacidad
antioxidante. Ademas, no presentaron capacidad antimicrobiana frente a las bacterias estudiadas.
Los factores que pudieron incidir fueron los siguientes:

- El cambio de pH que se produjo para que la SFP no se gelificara.
- Lasaltas propiedades de barrera que presenta esta matriz, obteniendo una difusion de los
compuestos lenta.

Se determind que esta matriz no es compatible con el compuesto activo empleado por las
problematicas presentadas en la formacion de peliculas comestibles y por la baja difusion de
compuestos. Habria que estudiar las propiedades antioxidantes y antimicrobianas del hinojo
marino en otra matriz que no presente problemas (sin aumento de pH) y con unas propiedades de
barrera menos elevada, consiguiendo unos resultados mas reales.
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