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RESUMEN

El presente estudio explora las posibilidades de conformacion de recubrimientos para
bananos de tipo exportacion, a partir de la Fibroina, proteina presente en el capullo del gusano
de seda Bombyx mori, con aditivos antibactericidas y antifungicos como lo son: el Aloe vera
y el aceite esencial de tomillo. Se realiz6 una extraccion exitosa de la fibroina empleando el
protocolo del grupo en biomateriales BioMat y se logré la formulacion de diferentes
compuestos, caracterizados mediante FTIR, SEM y EDS, ademés del indice de
permeabilidad al vapor de agua. Posteriormente, se realiz6 una aplicacion de estos
compuestos en el fruto y se analizé el comportamiento de la matriz biopelicula+fruto, se
analizaron propiedades organolépticas pasados diez dias y se concluyé que el mejor
recubrimiento es el compuesto C4, pues cumple con las caracteristicas de permeabilidad,
pérdida de peso, maduracion controlada y propiedades organolépticas éptimas, impulsando

este compuesto como un potencial recubrimiento para alimentos climatéricos.

Palabras clave — Recubrimientos, biomaterial, fibroina, Aloe vera, aceite

esencial, banano.
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ABSTRACT

This study explores the possibilities of forming coatings for export bananas from
fibroin, a protein present in the cocoon of the silkworm Bombyx mori, with antibacterial and
antifungal additives such as Aloe vera and thyme essential oil. A successful extraction of
fibroin was carried out using the BioMat biomaterials group protocol and the formulation of
different compounds was achieved, characterized by FTIR, SEM and EDS, in addition to the
water vapor permeability index. Subsequently, these compounds were applied to the fruit and
the behavior of the biofilm+fruit matrix was analyzed. Organoleptic properties were analyzed
after ten days and it was concluded that the best coating is compound C4, since it meets the
characteristics of permeability, weight loss, controlled ripening and optimal organoleptic

properties, promoting this compound as a potential coating for climacteric foods.

Keywords — Coating, biomaterial, fibroin, Aloe vera, essential oil, banana.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Introduccion y planteamiento del problema

Colombia cuenta con una larga tradicion como productora y exportadora de banano. Existen
dos tipos de este producto: banano de exportacion y banano criollo o de consumo interno.
Los principales productores de banano a nivel mundial son Ecuador y Bélgica con un 35.71%
de la produccién total del mundo, mientras que Colombia figura en un tercer lugar con un
8.81% [1]. Entre los principales destinos se encuentran: Europa, Norte América, Medio
Oriente, Cono Sur y Asia. Especificamente a paises como EE. UU., Canada, Inglaterra,
Alemania, Holanda, Emiratos Arabes Unidos, Egipto, Chile, China y Japon, quienes son los
principales importadores del banano [2].

Las pérdidas en las cosechas pueden ser provenientes de diferentes factores como lo son la
recoleccion, el embalaje, almacenamiento o transporte y se deben principalmente a malas
précticas agricolas o falta de conocimientos sobre manipulacién poscosecha. Dentro de los
problemas en la poscosecha se encuentran: dafios mecénicos, deshidratacion, maduracion
prematura, dafios por insectos o infecciones causadas por hongos o bacterias, que finalmente
impiden su posible exportacion [3]. Entre los hongos que causan la pudricion del fruto se
encuentran el Fusarium pallidoroseum (si F. semitectum, F. roseum), C. musae y Verticillium
theobromae asi como un complejo de especies de Fusarium, Cephalosporium, L. theobromae
entre otros. Por otra parte, las enfermedades mas usuales en los cultivos bananeros de
América Latina son conocidas como Sigatoka negra, Sigatoka amarilla, moco del platano,
siendo las dos primeras causadas por una sepa del hongo Fusarium oxysporum y la tltima es
causado por laraza 2 de la bacteria Ralstonia solanacearum, existen muchas mas alteraciones

en el fruto del banano a causa de bacterias u hongos principalmente [4].

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) ha
definido el manejo integrado de plagas (MIP), como “la metodologia que emplea diferentes

procedimientos aceptables desde el punto de vista econdémico, ecoldgico y toxicoldgico para
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mantener las poblaciones de organismos nocivos por debajo del umbral econdmico,
aprovechando, en la mayor medida posible, los factores naturales que limitan la propagacion
de dichos organismos”[5], con base a la definicién anterior, se plantean alternativas de
caracter sostenible, por lo tanto se requiere un cambio en las practicas agricolas que
disminuyan la implementacion de insecticidas altamente contaminantes y se reemplacen por

controles de tipo biologico [6].

Con el fin de disminuir las pérdidas de productos agricolas, se ha trabajado en la aplicacion
de recubrimientos para la preservacion de las frutas, lo cual representa una gran ventaja pues
prolonga su vida util, toda vez que la protege de la humedad, evitando una cantidad de
reacciones enzimaticas que aceleran el proceso de maduracién, proceso que debe retardarse
en frutos que sean de calidad de exportacion, como el banano. Los materiales empleados para
la fabricacion de las peliculas protectoras normalmente provienen de fuentes renovables,
como lipidos, polisacaridos y proteinas, asi como mezclas de éstos. Los recubrimientos
proporcionan una barrera semi-permeable a los gases y al vapor de agua, ademas puede actuar
como portadores de ingredientes funcionales como agentes antimicrobianos y antioxidantes
[7], utiles en la prevencion de enfermedades producidas por hongos o bacterias. Entre los
polimeros usados para fabricar recubrimientos estan el quitosano y en la actualidad se estan

investigando polimeros como fibroina y la sericina [8][9].

La fibroina es un biomaterial que tiene la forma de filamento continuo recubierto por sericina
[9], ambos provenientes del capullo del gusano de seda (Bombyx mori), y que han sido
ampliamente usados en el area de bioingenieria pues poseen cualidades de biocompatibilidad
y biodegradabilidad utiles en mdltiples aplicaciones, ademas pueden funcionar como
portadores de farmacos y otros formulados que permitan el control de plagas producidas por

agentes infectantes [10]

Por otro lado, también suelen usarse esenciales que son aditivos extraibles de plantas, frutos,
arboles, especias y semillas y su implementacion en este campo es muy usual [11], ya que
potencian la actividad de inhibicidn en el crecimiento de fitopatégenos generando efectos
fungicidas y bactericidas [12]. En particular, el aceite esencial de tomillo como componente
principal tiene el Timol, alcanzando concentraciones de hasta el 80% en algunos casos, dicho

componente es altamente reconocido por su actividad antibacteriana y antifungica
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implementandose en la industria de desinfectantes, enjuagues bucales, entre otros. Se ha
evaluado su capacidad antimicética en plantas de tomate de arbol, obteniendo resultados

positivos en el control [13].

Se conoce tambien al Aloe vera, como un excelente limpiador y antiséptico natural que tiene
propiedades bactericidas y fungicidas, que en combinacion con otros materiales potencia la

accion antimicrobiana que posee [14].

En tal sentido, conociendo las ventajas de estos materiales por separado, en este proyecto se
propone la unién de todos ellos, en la fabricacion de un recubrimiento a base de fibroina, con
adiciones de Aloe vera y aceite esencial de tomillo para su aplicacion en la proteccién de

bananos de tipo exportacion.

1.2 Antecedentes

Desde los siglos XI11'y XII se implementa el uso de biopeliculas con el fin de imitar la capa
natural que protege a algunos alimentos como frutas y verduras. En China utilizaban ceras
de citricos para evitar la pérdida de humedad de los alimentos y asi inhibir el proceso de
maduracion en un periodo corto de tiempo, numerosas técnicas se implementaban entonces
para evitar la pérdida por dafio o pudricién de los mismos, una de ellas la técnica de
enmantecado, que consistia en engrasar la capa externa de los alimentos para que, de manera
similar a la cera, se evitara la pérdida de humedad, posteriormente se empleaban gelatina

para la proteccidn de la carne y ceras parafinadas para la proteccién de frutas [15]

En la busqueda de materiales que sirvan para recubrimientos se encontré que el Quitosano
es un potencial material para recubrimientos, ideal para bayas (fresas, moras) debido a sus
propiedades antifungicas y que es posible formar peliculas con él, pero por su sabor amargo
y astringente no es altamente empleado en el mercado real [16][17]. Por otro lado, los
recubrimientos a base de almidones comestibles como yuca y arroz han sido aplicados en

frutos como toronja, pifia, guayaba, pera y mango [8][18][7].

Con el fin de conocer algunos tratamientos realizados a bananos, que propendan alargar la
vida util del mismo, se muestra, a continuacion, los estudios y resultados obtenidos por

diferentes autores.
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Hurtado, en su investigacion, separd e identifico 10 géneros de hongos responsables de dafios
poscosecha del banano (Musa acuminata), en el método hidrotérmico evaluado se ensayaron
dos variables de disefio: temperatura del agua de: 40, 45y 50 °C y los tiempos de inmersion
de: 1, 5, 10 y 20 min, respectivamente. A la par, otros bananos se trataron con fungicidas. Se
observo que el buen manejo hidrotérmico, es decir, la variacion controlada de temperatura 'y
tiempo de inmersion, no alterd las caracteristicas fisico-quimicas del producto durante la
conservacion poscosecha, ni se distorsionaron las caracteristicas sensoriales: apariencia
general, olor, textura, sabor y dulzor con respecto al tratamiento convencional con fungicida
[19].

Guzman, en su investigacion, evaluo el efecto del &cido giberélico (AG5) en la vida util del
banano dulce Musa, se realizaron tres tratamientos a diferentes concentraciones del &cido y
se hicieron controles en cuanto a los tiempos de maduracion. Finalmente se concluy6 que la
aplicacion del acido giberélico por aspersion, proporciond 1,5 dias de vida util adicional, y
que después de 10 dias de almacenamiento las concentraciones de AG; 1350 mg/l y 1889

mg/I fueron las mas propicias para el almacenamiento posterior a la cosecha [20].

Villarroel, et al, en su trabajo, establecieron ciertos pardmetros para la conservacion del fruto
del banano, implementaron un recubrimiento con dos ceras de origen natural (Carnauba y
abeja), este experimento se realizd sobre 24 especimenes de dos variedades de banano
Cavendish y orito, se variaron las concentraciones de las ceras y analizaron variables como:
pH, acidez, indice de madurez, mohos, entre otras. Se destaca que la aplicacion de la cera

Carnauba conservo de mejor manera los bananos [21].

En el trabajo realizado por Lépez, se evaluo el efecto de la aplicacion de latex de banano,
con el fin de aumentar la vida Util poscosecha del banano. Se contemplaron variables
independientes como la cantidad de latex (5-15%) y acido citrico (1-3%), variables
dependientes como: acidez titulable, pH, reduccion de peso, color (luminosidad). Se
concluye que las cantidades optimas de &cido citrico y latex fueron de 1 y 15%
respectivamente, los cuales permiten obtener mayor variacién de las variables dependientes

con respecto al control teniendo variaciones de tasa de respiracion de 27.5462 (mg de
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CO2/kg.h), y pérdida de peso de 7.9%, indicando que retrasan el proceso de maduracién del

banano.

Segun lo descrito por Castillo, en su trabajo de investigacion sobre el uso de peliculas a base
de quitosano, indico que tienen un gran potencial en la conservacion de frutas, y se observo
un control constante con las frutas climatéricas, extendiendo el tiempo de vida util a 15,37
dias a una temperatura de 10°C [22]. Por su parte, en el trabajo de investigacion de Quintero
y Marin, desarrollaron peliculas a base de quitosano, con el fin de proteger el banano, a dichas
peliculas le adicionaron aceites esenciales evaluando diferentes protocolos con variaciones
en concentraciones, aceites y solventes, Los resultados evidencian el efecto de las peliculas
de quitosano sobre los bananos recubiertos, puesto que efectivamente se retrasa el proceso
de maduracion para todos los protocolos ensayados, el protocolo denominado en su
investigacién como G9-2 tenia como potencializador de actividad antimicrobiana el aceite

esencial de tomillo [23].

Cuervo, Murillo y Urrea, en su investigacion realizaron el proceso de extraccion de la
sericina, que en conjunto con la fibroina conforman las principales proteinas constituyentes
del capullo del gusano de seda, se realizaron los recubrimientos empleando diferentes
técnicas de impregnacién en fresas y bananos. Se concluy6 que la técnica por inmersion
generd exceso de humedad en la superficie del fruto, lo que hizo que madurara mas rapido,
y aparecieran diferentes microorganismos, al comparar los dos tipos de técnicas se evidencio
que los realizados por pincelado presentan mejores resultados, se comprob6 que la sericina

es una alternativa para el desarrollo de recubrimientos [24].

En estudios realizados por Cartaya, et al, fue empleado extracto de tomillo rojo en una
suspension acuosa, con el fin de proteger bananos de la enfermedad denominada
podredumbre de corona, obteniendo una reduccion del 69,83% del micelio que esparce la
enfermedad [25]. EI moho gris es una enfermedad que ataca ampliamente a los frutos,
causando importantes pérdidas poscosecha, es producido por el hongo Botrytis cinerea, por
esto, Taborda, et al, en su estudio, analizaron el efecto fungistatico de dos aceites esenciales,
uno de ellos, Thymus vulgaris L., mas conocido como tomillo, in vivo, se observd que en
bananos inoculados con B. cinerea controld eficientemente la incidencia de dafio causado

por el patdgeno en cuestion [26].
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Por su parte el Aloe vera ha sido aplicado en frutas y hortalizas, Fernandez, et al, menciona
que luego de diluir 200 mL de gel Aloe vera comestible en 4 L de agua destilada, se mezcla
en una licuadora y se filtra para eliminar las fibras, los frutos son sumergidos a 20°C durante
5 minutos en el Aloe Vera diluido, se llegd a que éste redujo significativamente el deterioro
de las frutas de frambuesa durante el almacenamiento [8]. El objetivo de la investigacion de
Cordoba, et al, fue evaluar el efecto fungicida de los extractos de Aloe vera y cola de caballo
en la inhibicion de los hongos fitopatégenos que causan pudricion de corona en banano
organico. Llegaron a la conclusion que éste recubrimiento redujo en un 40% el crecimiento

patdgeno [27].

Las biopeliculas a base de fibroina han sido ampliamente aplicadas, un estudio realizado por
Baimark y Srihanam, tuvo como objetivo desarrollar una biopelicula a partir de una solucion
de fibroina con adiciones de glucosa, para mejorar aspectos como la flexibilidad y la
capacidad de humectacion de la misma. Por sus caracteristicas mecanicas permite que el
biomaterial elaborado pueda tener potenciales usos biomédicos, farmacéuticos y aplicaciones
en el desarrollo de empaques [28]. En el trabajo de investigacion realizado por Shetty y Rao
se caracterizan peliculas obtenidas al mezclar fibroina de seda y alcohol polivinilico (PVA)
en diversas proporciones, concluyeron, después de ensayo mecanicos, pruebas como FTIR,
entre otras, que son mas flexibles y térmicamente estables y, por lo tanto, son un buen
candidato para el material de envasado de alimentos [29].

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Desarrollar recubrimientos a base de fibroina con adiciones de Aloe vera y aceite esencial de

tomillo que permitan proteger el fruto del banano.

1.3.2 Objetivos especificos

e Extraer fibroina desde los capullos del gusano de seda Bombyx mori.

e Elaborar diferentes formulados de fibroina, Aloe vera y aceite esencial de tomillo
como posible recubrimiento para proteccion del banano.

e Caracterizar los formulados obtenidos fisica, quimica, antibacteriana y

antifangicamente.


https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/topics/materials-science/poly-vinyl-alcohol
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Implementar los mejores formulados obtenidos sobre el fruto evaluando su

comportamiento sobre este.
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Capitulo 2

MARCO TEORICO

2.1 Generalidades del banano

El banano pertenece al orden Zingiberales, familia Musaceae y género Musa. Las especies
mas destacadas son: la Musa acuminata colla que ha dado origen a las variedades
comerciales, Musa balbisiana colla y Musa acuminata diploide [1]. La planta de banano esta
compuesta por un tallo donde se origina la planta y se desarrollan hijos que daran lugar a
nuvas plantas, cuenta también con un pseudotallo que en su parte central crece la florecencia
que en su proceso de maduracidn se transforma finalmente en racimo, éstas y las demas partes

de la planta se muestran en la figura 1 [2].
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Fig 1. Planta del banano y sus partes. [2]
En Colombia, existen dos tipos de especies de esta fruta, el banano de exportacién Cavendish
valery y el banano criollo o de consumo interno [3] [4].

2.1.1 Proceso de cosecha y poscosecha.

De acuerdo con el lugar donde esta ubicado el cultivo, el proceso de cosecha y poscosecha
puede variar, de manera generalizada se puede decir que la cosecha comprende las etapas
principales de identificacion del racimo, puya o semicorte en la planta, corte y transporte [5].

En Colombia, el proceso se realiza como se explica a continuacion:

Se definen algunas etapas del proceso de cosecha: El desflore, consiste en retirar las flores
secas que se encuentran en las puntas de los racimos, con el fin de evitar dafios causados por
insectos. Entretanto en el desdede, se retiran todos los dedos no deseados del racimo. En el
deshoje se eliminan las hojas secas o dobladas que tapan el racimo y no le permite a
exposicion a luz, aire y calor, necesarios para su desarrollo. EI desmane consiste en separar
de una a tres manos pequefias para permitir que las demas alcancen las necesidades exigidas.
Finalmente se corta el racimo y se transporta mediante garrucha para evitar dafios mecanicos

en el fruto [6][7]. En la figura 2, se muestra el proceso de cosecha mediante un esquema.
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Fig 2. Proceso de cosecha del banano. Fuente: autoria propia.

Por su parte, el proceso de poscosecha inicia con la recepcion del racimo en la planta
empacadora, alli se lava el racimo con el fin de eliminar materiales contaminantes o insectos,
luego se desmana, se pesa y clasifica. Para evitar el desarrollo de hongos u otras potenciales
enfermedades que den lugar a la descomposicion del fruto, se aplica un fungicida. Finalmente
se empaca Yy paletiza, es decir, se unifica la carga sobre una estiba de madera para facilitar su

transporte [8][5]. En la figura 3, se muestra el proceso de poscosecha.
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Fig 3. Proceso de poscosecha del banano. Fuente: autoria propia.

2.1.2 Afecciones al fruto

Las causas de pérdidas de los frutos se generan desde el proceso de cosecha, poscosecha,
hasta el transporte, generalmente debido a malas précticas agricolas o fallas en la
manipulacion. Cabe anotar que el manejo poscosecha del banano es una fase fundamental en
el proceso de exportacion, pues las pérdidas del cultivo pueden ser totales si se detecta dafio
mecanico, pudriciébn o maduracion prematura [2]. Las limitaciones en la produccion de

banano, ya sea de tipo exportacion o los de consumo interno son, principalmente, las
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enfermedades y plagas. En Colombia, existen tres afecciones principales al cultivo de

banano: la sigatoka, el mal de Panamay moco de platano.

La sigatoka es una enfermedad que ataca las hojas, afecta el desarrollo y acelera el proceso
de maduracion de los frutos. La sigatoka amarilla es abundante pero no tiene los efectos de

la sigatoka negra, ésta Ultima es mas agresiva en bananos de tipo Cavendish [9] [7].

La enfermedad conocida como mal de Panama es causada por el hongo de suelo Fusarium
oxysporum, es la enfermedad mas destructiva, inicia cambiando la coloracién de las hojas,
degrada la raiz y al extenderse por el pseudotallo debilita la planta y se termina perdiendo la

totalidad del cultivo, ademas es un hongo resistente al control quimico con fungicidas [10].

Por su parte, el moco de platano es causado por la raza 2 de la bacteria Ralstonia
solanacearum, causa dafios similares a la enfermedad de Mal de Panama y adicionalmente

agrieta la cascara del fruto [11].

2.1.3 Control bioldgico de patdgenos.

Tradicionalmente el control de plagas, virus o bacterias es realizado con agroquimicos o
agrotdxicos, que resultan finalmente en afecciones a los cultivos, las frutas y las personas
[12]. En contraste, se buscan opciones sustentables, que no afecten los alimentos, que sirvan
de barrera protectora frente a agentes patdgenos y que puedan alargar la vida util de los frutos,
haciéndolos candidatos para ser exportados, una clara alternativa es utilizar recubrimientos
biodegradables [13]. Otro punto importante a tener en cuenta es que por la posicion
geografica de Colombia, se presentan condiciones climaticas especiales y de biodiversidad,
estas condiciones se ven reflejadas en las diferentes plagas que atacan los cultivos agricolas,
a la vez que brindan la opcion de disponer de agentes de caracter natural para el control
bioldgico [14].

2.2 Biopeliculas

Es conocido que el suelo, aire y agua se ven constantemente afectados por agentes patégenos
que pueden causar enfermedades en los cultivos y por ende en los alimentos, por lo tanto se
sugieren recubrimientos o elementos de proteccion y empaque, que a pesar de ser Utiles,

terminan siendo desechados de manera inmediata, por lo tanto plasticos, bolsas y otros
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derivados son ahora un problema mayor [15]. Es necesario entonces buscar opciones
sustentables que permitan proteger los frutos y que éstos puedan ser exportados garantizando

el procesamiento minimo y que los recubrimientos no sean toxicos.

Ahora bien, un recubrimiento comestible puede estar definido como una matriz continua
delgada, que posteriormente serd utilizada en forma de recubrimiento del alimento esta puede
ser aplicada ya sea por métodos de aspersion, inmersion, pinceladas, entre otros. El uso de
recubrimientos en frutas ha sido implementado para mantener la calidad y prolongar su vida
atil [13]. Unas de las ventajas de los recubrimientos es la propiedad antimicrobiana,
permeabilidad a gases, y que le otorgan al alimento mejor apariencia y propiedades
mecénicas mas adecuadas. Ademas, al ser biodegradables, no presentan toxicidad y son
amigables con el medio ambiente [16]. En la figura 4 se ejemplifican algunas caracteristicas

de las biopeliculas.

Biopelicula Ingredientes
i . funcionales que se

pueden adicionar
.

— | Antioxidantes

—

| Antimicrobianos

Compuestos
volatiles (aroma) ~ )

— v L

Fig 4. Biopeliculas, modificado de [17]

2.3 Materiales usados en la fabricacion de peliculas protectoras.
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2.3.1 Biopolimeros.

Los biopolimeros son macromoléculas naturales o polimeros de residuos monomeéricos,
obtenidos a partir de sistemas bioldgicos u organismos vivos. Las clases principales de
biopolimeros son los polisacaridos y las proteinas, siendo biomateriales altamente

implementados en la industria alimentaria [18].

Algunos derivados de celulosa como metilcelulosa mc, hi-droximetil celulosa hmc,
hidroxipropil metilcelulosa hpmc y carboximetilcelulosa cmc, y otros polisacaridos como
pectinas, derivados de almiddn, alginatos, carragenina, quitosano y gomas, son biomateriales
capaces de constituir una matriz estructural, permitiendo obtener recubrimientos comestibles
transparentes y homogéneos [13]. Sin embargo, su barrera contra la humedad es pobre dada
su naturaleza hidrofilica [19].

Por su parte las proteinas empleadas para la formulacién de peliculas, en general, tienen una
buena adherencia superficial y barrera a gases, pero su fragilidad es alta, esta se puede
mejorar con la adicion de plastificantes como el glicerol o sorbitol con el fin de mejorar la
extensibilidad y viscosidad del recubrimiento. Los biopolimeros proteicos pueden ser de
origen vegetal o animal, como las proteinas de soya, gluten de trigo, ceina de maiz, proteinas

de girasol, gelatina, suero de leche, caseina y queratina [18].

2.3.2 Fibroina

La fibroina de seda (FS) es la principal proteina de la fibra de seda y representa alrededor del
80% de su peso. Esta proteina, esta constituida por diferentes aminoacidos, entre los que se
destacan la glicina, la alanina, la serina y la tirosina. La FS puede ser extraida directamente
de la glandula de los gusanos de seda (Bombyx mori), pero de manera general es extraida del
capullo de este gusano que, bajo condiciones especiales de alimentacion, temperatura y
humedad, inicia un proceso de transformacion en el que construye un capullo a manera de
proteccidn. Los sericultores interrumpen el proceso de metamorfosis pues los capullos sirven
de materia prima para la produccion de la seda [20]. En las figuras 5 y 6 se muestran los

capullos de seda y la estructura molecular de la fibroina, respectivamente.
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Fig 5. Capullo de gusano de seda (Bombix mori), Fuente: autoria propia
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Fig 6. Estructura molecular de la fibroina [21].
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2.3.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales se definen como aquella porcion liquida volatil que contienen las
sustancias responsables del aroma de las plantas de importancia en diferentes industrias,
como la alimentaria, cosmética y farmacéutica [22]. Los aceites esenciales se pueden

clasificar por su consistencia, su origen, o su naturaleza quimica [23].

e Por su consistencia: pueden ser esencias (de caracter liquido), balsamos (de
consistencia mas espesa) y oleorresinas (semisolidas).
e Por su origen: naturales (obtenidos directamente de la planta y no son procesados

posteriormente), artificiales (enriquecimiento de la esencia con uno de sus
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componentes) y sintéticos (mezcla de componentes obtenidos a partir de sintesis
quimica).
e Por su naturaleza quimica: pueden ser monoterpenoides, sesquiterpeniodes o

compuestos oxigenados.

En general, los aceites esenciales han sido empleados en la elaboracion de recubrimientos o
biopeliculas como agentes potencializadores de los efectos bactericidas y antimicéticos,
como conservantes de alimentos para controlar el crecimiento de hongos y bacterias en frutas
y verduras [24]. Ademas de ser empleados en hortalizas, también han mostrado resultados
favorables en otros alimentos como el queso mostrando beneficios al reducir la pérdida de
agua y la permeabilidad al oxigeno, retardando la oxidacién de los lipidos, mejorando la
textura y el sabor; asi como, disminuyen el recuento microbiano en la superficie del alimento
[18].

2.3.3.1 Aceite esencial de tomillo.

El Thymus vulgaris L. es un subarbusto de la familia Lamiaceae, que es perenne y aromatica,
rica en aceite esencial, cuyo principal componente es el timol, una planta introducida de
Europa y en la medicina tradicional se conoce como tomillo [25]. El tomillo como aceite
esencial esta presente en actividades quimicas como bactericida, insecticida o en la industria
médica como antiséptico, posee efectos en el aparato respiratorio y como agente antiartritico
0 antirreumatico [26]. Particularmente, ha sido empleado en biopeliculas capaces de repeler
bacterias como E. coli, Staphylococcus aureus y lactobacullus lactis, ademas se registra una

disminucidn en la permeabilidad gracias a su propiedad hidrofébica [27].

2.3.4 Aloe vera

Aloe barbadensis Miller (Aloe vera Linne), comdnmente conocida como Aloe vera, es una
de las aproximadamente 420 especies de Aloe que pertenecen a la familia de las liliceas
(familia Liliaceae, tribu Aloineae) que se origino en Sudafrica, pero ahora se extiende por
climas subtropicales y tropicales secos, incluido el sur de los Estados Unidos. Solo unas
pocas especies de Aloe tienen importancia comercial; Aloe vera se considera la mas potente
y, por lo tanto, la méas popular [28]. Al Aloe vera, se le atribuyen diferentes cualidades como:

su accion desinfectante, antiviral, antibacterial, antiinflamatoria. Ademas, se destaca su



RECUBRIMIENTOS A BASE DE FIBROINA... 29

actividad contra enfermedades en la dermis, como: dermatitis, psoriasis y contra los dafios
causados por la irradiacion. Por otra parte, ayuda en los desérdenes intestinales, tales como
estrefiimiento atribuyéndole accion antidisentérica, antinemorroidal, cicatrizante y laxante
[29].

Como aplicacion en el area de recubrimiento de alimentos ha sido reportada la utilizacién de
Aloe vera para formar recubrimientos de frutas y vegetales y para el mantenimiento de la
calidad poscosecha de uvas y cerezas. Ademas, en coberturas empleadas en el tratamiento de

las zanahorias retardaron la degradacion del alimento [30].
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Capitulo 3

EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE FIBROINA

3.1 Introduccion

La fibroina es una de las principales proteinas presentes en el capullo de seda del gusano de
seda, conocido como Bombix mori, la fibroina constituye el 80% del capullo
aproximadamente y restante corresponde a la sericina proteina que se caracteriza por ser
adhesiva en el capullo y es la responsable de mantener las fibras unida en una estructura
definida [1].

A la fibroina la conforman dos cadenas de proteinas, dichas cadenas poseen pesos

moleculares diferentes, una del alto peso molecular del orden de 325 kDa y la otra mas ligera
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de 225 kDa ademas de una tercera cadena de glicoproteinas. La cadena de alto peso molecular

tiene alto contenido en glicina, alanina y serina, con las cuales forma secuencias repetitivas

[2]

En la conformacion estructural de la fibroina se encuentra seda tipo | y seda tipo Il (lamina
B). La seda tipo I, hace referencia a la estructura de la seda en disolucién compuesta
mayoritariamente de random coil (conformacion al azar) y alfa hélices, por su parte la seda
tipo 11, es la estructura que adopta la seda en la fibra, principalmente ldmina beta. Las hojas
de lamina B se apilan alternando contactos de glicina y alanina-serina, en la figura 7 se

muestra la estructura de la fibroina [3].
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Fig 7. Estructura de la fibroina [3]

Con el fin de extraer y solubilizar la fibroina presente en el capullo, se siguen tres pasos de
manera general, desgomado, disolucién y proceso de dialisis. En el proceso de desengomado
se busca eliminar la sericina, cuando se desengoma de forma agresiva, es decir, con carbonato
sodico da lugar a una fragmentacion de las cadenas moleculares de la fibroina, de ese modo
se obtiene fibroina de bajo peso molecular, en contraste a su desengome con agua, donde la

fragmentacion es mejor y se obtiene fibroina de alto peso molecular [3].
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Para poder utilizar la fibroina, se debe realizar el proceso de disolucion el cual suele realizarse
con diferentes soluciones ionicas, por ejemplo, bromuro de litio (LiBr) [4], o utilizando
soluciones ternarias de cloruro de calcio, etanol y agua CaCl,/C2HsOH/H20[5]. Para
promover el proceso de didlisis, la solucion de fibroina permite realizar un intercambio de
iones entre ésta y el agua, para lo cual se deben emplear membranas porosas que permitan

dicho intercambio [5].

3.2 Metodologia

3.2.1 Proceso de extraccion

Para la extraccién de fibroina se partid de capullos de gusano de seda Bombix mori, los cuales
fueron adquiridos de la corporacion para el Desarrollo de la Sericultura del Cauca
(CORSEDA) y proporcionados por el laboratorio de Biomateriales BioMat de la Universidad
de Antioquia.

Para la extraccion se siguid el protocolo desarrollado por el grupo de investigacion de
Biomateriales BioMat, el cual inicié con un corte de los capullos en pequefios fragmentos
de aproximadamente 0.5 cm? y fueron pesados, luego se prepard una solucion de carbonato
de sodio (Na2COs3), usando la relacion de carbonato es 2/5 del peso de los capullos, esta
solucion se llevé a 80°C, posteriormente se agregaron los fragmentos de capullo manteniendo
la temperatura bajo agitacion constante durante 4.5 horas con el fin de desengomar la
fibroina, al terminar este tiempo la madeja obtenida se secd a 40°C durante 24 horas [6].
Todos los reactivos usados fueron de grado analitico.

La segunda etapa consistié en solubilizar la fibroina extraida, para lo cual ésta fue llevada a
una solucién ternaria de Cloruro de calcio/etanol/agua (CaCl/C2HsOH/H20), en relacién

(1:2:8) en agitacion constante a 60°C.

Como etapa final, se llevo a dialisis contra agua destilada, con membranas porosas de

celulosa, el cambio de agua se realiz6 durante una semana de forma regular durante cada dia.
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En los esquemas de las figuras 8, 9 y 10 se muestra el proceso de obtencién de la fibroina

dividido en las tres etapas descritas.

Etapa 1, desengome de fibroina.

80°C 80°C

Formacién de madeja.

Corte de capullos. Solucion de Carbonato de Sodio Adicion de los capullos.

Fig 8. Desengome de fibroina. Fuente: Autoria propia.

Etapa 2, solubilizacion o disolucién de fibroina.

60°C
s 8 EtOH s
60°C —<] 60°C
—_ [————23 —————=
Fibroina en solucion.
0 a 0
H20+CaCl2 H20+CaCl2 Adicion de la madeja

Fig 9. Solubilizacion de fibroina. Fuente: Autoria propia.

Etapa 3, dialisis y obtencion de fibroina.
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@ 7 dias

— = g=p|—

Fibroina en solucion. Dialisis

Fibroina

Fig 10. Fibroina en didlisis. Fuente: Autoria propia.

Una vez terminada la etapa de solubilizacion, se procedié a determinar la concentracion de
la fibroina obtenida tras secar tres vidrios reloj a 105 °C durante una hora, debidamente
marcados, éstos se dejaron enfriar en disecador para, posteriormente, pesarlos y luego
adicionar 1 ml de la fibroina obtenida a cada uno, y llevarlos nuevamente al horno, a 105 °C
por 24 horas. Pasado este tiempo, se pes6 nuevamente cada vidrio de reloj. Con los datos
obtenidos se encontr6 la concentracion de la fibroina extraida, y se report6 en términos de

porcentaje.

3.2.2 Caracterizacion

La solucion de fibroina fue caracterizada por medio de andlisis por espectroscopia infrarroja
(FTIR) y espectroscopia UV-visible.

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR): se determinaron los
grupos funcionales de la fibroina extraida, haciendo un analisis del espectro infrarrojo con el
equipo PerkinElmer Spectrum IR, con el fin de determinar los grupos funcionales de la
fibroina extraida, para este propdsito se barrio el rango espectral entre 4000 cm™ y 400 cm™.

Espectroscopia UV-visible: EI espectro UV-visible (UV-Vis) se midié usando un
espectrofotometro (Shimadzu UV-1800) en el rango de longitud de onda entre 250 y 400 nm.
La medicion de linea de base fue realizada automaticamente por el espectrofotometro con

agua como referencia.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Extraccién de fibroina

En la figura 11, se presenta la secuencia de trabajo para la extraccion de fibroina.

Fig 11. A. Capullos de gusano de seda sin tratar. B. Capullos cortados. C. Fibroina desengomada en forma de
madeja. D. Proceso de disolucidn de fibroina. E. Solucion de fibroina sin dializar. F. Proceso de dialisis. G.
Solucidn de fibroina dializada. Fuente: Autoria propia.
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Empleando el protocolo establecido para la extraccion y solubilizacion de fibroina propuesto
por el grupo en biomateriales BioMat, se logr6 obtener para la etapa 1 de desengome, una
madeja consistente, como se muestra en la figura 11 C, ademas se muestra la solucion de
fibroina obtenida después de realizar la etapa 2 de solubilizacion y la etapa 3 de dialisis del

proceso en la figura 11 G.

Para obtener la solucion que se muestra en la figura 11 E, se esperé alrededor de 3 horas,
para que solubilizara completamente la madeja, finalizado este proceso, se dejo en dialisis
durante 7 dias y se cambi6 el agua cada 8 horas aproximadamente, la membrana se hincho
debido al intercambio de iones presente entre la solucién y el agua destilada, por lo cual fue

necesario cambiar dicha membrana durante el proceso de dialisis.

A la solucion acuosa de fibroina dializada se le midid la concentracion como indica el

protocolo mencionado anteriormente, estos resultados se muestran en la tabla 1.

TABLA 1 CONCENTRACION DE FIBROINA.

Vidrio Peso devidrio Peso de vidrio + Fibroina Peso de la fibroina

1 35.5744 g 34.5915 g 0.0171 g

2 35.4750 g 35.4919 g 0.0169 g

3 35.1717 g 35.1881 g 0.0164 g
Promedio (%) 1.69%

Después de realizar este procedimiento se obtuvieron 600mL de fibroina de 1.69% w/v de
color blanco con apariencia similar al agua, pero con una viscosidad aparente mayor a la
misma. Cabe anotar que el protocolo disefiado por el grupo de investigacién en biomateriales
BioMat, se implementd para obtener porcentajes de fibroina alrededor de 2% wi/v. Por su
parte, segun se reporta en la literatura, la adicion de fibroina al 2% aproximadamente,
permitié mejorar algunas propiedades como resistencia a la rotura, permeabilidad al oxigeno
y mayor porcentaje de degradacion, de peliculas a base de polivinil alcohol (PVA) [7].
Ademas, se plante6 que a mayor concentracion de fibroina la estructura de la pelicula es méas
compacta y, por tanto, mas opaca, esa relacion tiene un efecto en las propiedades mecanicas,
y las peliculas resultantes son mas rigidas cuando se usa en concentraciones mayores al 2%
de fibroina [3]. Por lo tanto, se considerd que la concentracion obtenida para la solucion de

fibroina es adecuada para su uso en recubrimientos [8].
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3.3.2 Caracterizacion

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR):

En la figura 12 se presenta el espectro infrarrojo obtenido para la solucién de fibroina.
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Fig 12. FTIR, fibroina en solucion.

Cabe destacar que la region de interés para de material se encuentra de manera general entre
1000cm™t. y 1800cm™1, siendo la zona caracteristica de las amidas presentes en la
estructura molecular de la fibroina [9]. El espectro da razén sobre las estructuras proteicas
obtenidas del analisis, la banda amida | que se presenta en la region de 1.700 cm™~* y1.600
cm™1, es bastante compleja, ya que involucra estructuras secundarias (a-hélice, B-hojas, B-
giros e irregulares), y se relaciona principalmente con el estiramiento C = O. La amida Il
corresponde a la deformacion angular en el plano del grupo N-H (60%) y por el tramo C-N
(40%). La banda que hace referencia a esta amida aparece alrededor de 1.550 cm ™1, La amida
I1l, cuya banda se puede observar en la region de 1.230-1.300 cm-1 , resulta de la
combinacion de las vibraciones de estiramiento del grupo N — C y las vibraciones de flexion

del grupo C = O, y esta relacionado con la conformacion hoja 8 [10].
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Se evidencia la presencia de dos las tres bandas referentes a las amidas, a 1634cm™1, y
1222cm™t, para las amidas | y Il respectivamente, no se observa el espectro claro de la
banda para la amida Il, se observo ademas un fuerte pico de absorcion a 3284 cm™1 que se
puede relacionar al estiramiento N-H del aminoacido serina en fibroina de seda [9]. Es
importante indicar, que de acuerdo al lugar de la region donde se encuentra la banda de
vibracion, se pueden describir los dos tipos de estructuras presentes en la fibroina, bien sea
laseda I (a-hélice) o seda Il (laminas [3), las vibraciones de las amidas I y II, para la estructura
seda 11, no se observan claramente en el espectro obtenido, puede estar relacionado con un
solapamiento o superposicidn pues estas bandas suelen estar muy cerca de la amida 111 de la
seda | [11].

Espectroscopia UV-visible: Para la fibroina en solucion se obtuvieron dos graficos de UV-
vis, uno que relaciona la longitud de onda en el eje x [nm] con la transmitancia en el eje y
[%], y otro que relaciona la longitud de onda, pero esta vez con la absorbancia. Los resultados
se muestran en las figuras 13 y 14, respectivamente.
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Fig 13. Uv-vis de la fibroina en transmitancia.

En la figura 13 se logra apreciar un pico a los 257 nm, esta banda es asociada a la excitacion

de los aminoacidos tirosina (Tyr) y triptéfano (Trp), presentes en la fibroina [12].
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Fig 14. Uv-vis de la fibroina en absorbancia.

De la figura 14, se puede observar un pico a 276 nm, dado que los principales cromoforos
que absorben en la regién UV son probablemente los aminoacidos aromaticos tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe) y triptéfano (Trp), se puede contrastar esta informacién con la obtenida
para transmitancia que éstos aminoacidos estan presentes en la cadena de la seda [13].

De este modo, comparando los resultados obtenidos de caracterizacion (FTIR, UV-vis), se
puede afirmar que se extrajo de manera satisfactoria la fibroina, implementando el protocolo

propuesto por el grupo en Biomateriales BioMat, toda vez que se encontré la composicion
quimica de la misma reportada en la literatura.
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Capitulo 4

ELABORACION Y CARACTERIZACION DE FORMULADOS.

4.1 Introduccion

Con el fin de disminuir las pérdidas de productos agricolas, se ha trabajado en la aplicacion
de recubrimientos para la preservacion de las frutas, lo cual representa una gran ventaja pues
prolonga su vida util, toda vez que la protege de humedad, evitando una cantidad de
reacciones enzimaticas que aceleran el proceso de maduracién, proceso que debe retardarse

en frutos que sean de calidad de exportacion, como el banano [1].

Los materiales empleados para la fabricacion de las peliculas protectoras normalmente
provienen de fuentes renovables, como lipidos, polisacaridos y proteinas, asi como mezclas
de éstos. Los recubrimientos proporcionan una barrera semi-permeable a los gases y al vapor
de agua, ademas puede actuar como portadores de ingredientes funcionales como agentes

antimicrobianos y antioxidantes [2],

La fibroina de seda es un polimero natural que presenta una serie de caracteristicas de gran
interés para el desarrollo de nuevos materiales, entre las que se destacan sus propiedades
mecénicas y su biodegradabilidad. Estas caracteristicas hacen que la fibroina pueda tener
potencial aplicacion como biomaterial para empaques [3]. Gracias a la relativa facilidad con
la que las proteinas de la seda pueden ser procesadas y convertidas en diferentes materiales,
opciones de funcionalizacion con otros biomateriales, hacen de la fibroina una alternativa
promisoria para la obtencidn de productos con variada aplicabilidad, especialmente en la

industria alimentaria [4].

Una de las materias primas de gran demanda, tanto en el mercado externo como en el
nacional, es el Aloe vera, planta de la cual se pueden obtener productos con fines
cosmetoldgicos, farmacéuticos y alimenticios. Gracias a sus propiedades como cicatrizante,
coagulante, hidratante, antialérgico, desinfectante, antiinflamatorio, astringente, y laxante el
Aloe vera, ha sido un material ampliamente utilizado [5]. En el ambito de conservacion,

algunas investigaciones han demostrado que el Aloe vera puede prolongar la vida util y
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mantener los atributos de calidad de los frutos cuando se utiliza como material aditivo en

recubrimientos [6][7].

Por su parte, los aceites esenciales se pueden clasificar como naturales, artificiales y
sintéticos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no se le realizan
modificaciones fisicas ni quimicas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes. Los aceites
esenciales sintéticos son producidos por la combinacion de sus componentes los cuales se

obtienen por procesos de sintesis quimica [8].

De manera particular, es posible obtener un aceite esencial de la planta Thymus vulgaris L.
es un subarbusto de la familia Lamiaceae, conocido comunmente como tomillo, es una planta
perenne y aromatica, rica en aceite esencial, cuyo principal componente es el timol, se utiliza

el aceite esencial como antiséptico, antiviral y antibacteriano [9].

En cuanto a la rigidez de los recubrimientos, de manera general, es debida a las fuerzas de
cohesion que estabilizan la matriz, que en este caso es de base proteica. Los plastificantes
debilitan estas fuerzas de cohesion entre las cadenas, incrementando la movilidad de las
mismas y mejorando la flexibilidad. El glicerol, denominado también trihidroxipropano o
propanotriol es un polialcohol, que tiene tres grupos hidroxilos y es conocido comercialmente

como glicerina [10] .

Los materiales mencionados anteriormente, son la base de los compuestos que fueron
desarrollados en este trabajo y cuyo proceso de fabricacion y propiedades se presentan en

este capitulo.

4.2 Metodologia

4.2.1 Formulacién de compuestos

Con el fin de analizar el comportamiento de los materiales fibroina, Aloe vera y aceite

esencial de tomillo, como materiales aptos para elaborar recubrimientos protectores de
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alimentos, realizaron combinaciones entre ellos para formar diferentes compuestos en forma

de peliculas, los cuales fueron denotados como se muestra a continuacion.

e Compuesto 1 - Fibroina
e Compuesto 2 - Fibroina + Aloe vera
e Compuesto 3 - Fibroina + aceite esencial de tomillo

e Compuesto 4 - Fibroina + Aloe vera + aceite esencial de tomillo.
Como plastificante, se empled glicerol para todos los compuestos.

El Aloe vera empleado, fue el de la marca NaturSab, el cual indicaba que era 100% cristales
de sébila, los cristales se pasaron por un colador, con el fin de extraer el gel, sin trozos. Por
su parte, el aceite esencial de tomillo que se empled fue el de la marca Phitother Laboratorios.

Cada compuesto se preparé por triplicado, es decir, se prepararon tres peliculas por cada uno
de los formulados o compuestos. Para la elaboracién de las peliculas, se prepararon 15ml de
fibroina por molde, para un total de 45 ml por compuesto, tanto de aceite esencial de tomillo
como glicerol son 0,15 ml, es decir, el 1.8% del total de la solucién y 0.6ml de Aloe vera que

representa el 3.77% de la solucion final. Dicha informacion se resume en la tabla 2.

TABLA 2 - FORMULACION DE COMPUESTOS.

Compuesto Fibroina[15ml]  Aloe vera [0.6 mI]  Aceite esencial de  Glicerol [0.15 ml]
tomillo [0.15 ml]

1 X X
2 X X X
3 X X X
4 X X X X

Los formulados se mezclaron con agitacion magnética por 30 min y posteriormente cada
solucion fue vertida en moldes de silicona y se secaron en horno a 40 °C durante 3 dias. Cada
formulado se realizd por triplicado esto con el fin de obtener peliculas suficientes para ser

caracterizadas.
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4.2.2 Caracterizacion quimica y morfoldgica

Las peliculas fabricadas a base se fibroina obtenidas para cada compuesto, fueron
caracterizadas por medio de andlisis por espectroscopia infrarroja (FTIR) con el equipo
PerkinElmer Spectrum Two, con el fin de determinar los grupos funcionales de la fibroina
extraida, al Aloe vera usado y al aceite esencial de tomillo, en un rango de barrido entre 4000
— 450 cm™, ademas se les realizd microscopia electronica de barrido (SEM) empleando el
equipo ZIESS EVOL10, con el fin de analizar la morfologia de las muestras. Por compuesto
se selecciond una muestra cuadrada de aproximadamente 1 cm de lado, de una pelicula, para
analizar el acabado superficial, mediante SEM. Se selecciond un aumento de 500x y 1000x

que permitiera observar detalles superficiales de mejor modo.

Se analizaron las propiedades organolépticas de las peliculas obtenidas, donde se definio el
estado de la pelicula, en una escala de: excelente para peliculas sin defectos superficiales,
buena para peliculas que poseen burbujas y regular para peliculas que poseian ademas de
burbujas, otro defecto particular. Otros aspectos que se evaluaron fueron: la presencia o0 no
de burbujas, la untuosidad al tacto para los compuestos que poseen aceite, intensidad de olor
y el color, en una escala definida asi: amarillo suave (AS), amarillo medio (AM), amarillo
intenso (Al) y amarillo/café (AC). El espesor promedio, se obtuvo a partir de cinco medidas
distribuidas como se muestra en la figura 15, como sugiere la norma ASTM E96/E96M -16
[11].

Fig 15. Medidas de espesor de las peliculas, autoria propia.
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4.2.3 Prueba de permeabilidad al vapor de agua

Para evaluar la permeabilidad al vapor de agua (WVP) se selecciond el método del agua, este
ensayo se tomd de la norma ASTM E96/E96M — 16 [12]. Segun la norma se definié como
recipiente de prueba, un tubo falcon de 15 ml, el cual fue sellado con la pelicula preparada
(tres por cada compuesto) y ésta fue asegurada mediante resortes elasticos, cada sistema
(tubo) fue llenado con 5ml de agua, se pesaron y se colocaron en camaras de desecacion con
las condiciones estandarizadas de humedad relativa, temperatura y presion, este registro se
realizé con el equipo termohigrémetro de la marca 1+D electronica. Las tomas de humedad
relativa, temperatura y presion se realizaron a las 9:00 a.m., 12:00 m, 3:00 p.m. y 6:00 p.m.,
durante 3 dias consecutivos. El montaje realizado se muestra en las figuras 16 y 17.

Fig 17. A. sujecion de la pelicula al tubo, B. pesaje del sistema, C y D disposicion en la cdmara de desecacion,

Fuente: autoria propia.
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Para hallar el indice de transferencia al vapor de agua o coeficiente de transmision de vapor

de agua WVT se empled la ecuacion 1, mostrada a continuacion [12]:

WVT = t% Ecuacion (1)
G= cambio de peso (desde la linea recta) [g]
t=tiempo [h]
G/t= pendiente de la recta, [g/h]

A= area de prueba (area de la boca de la copa), [m?]

WVT = tasa de transmision de vapor de agua, [g/h-m?]

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Formulacién de compuestos

Las soluciones obtenidas mediante el proceso descrito anteriormente se pueden observar en

la figura 18.

Fig 18. A. Compuesto 1. B. Compuesto 2. C. Compuesto 3. D. Compuesto 4
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El color de la solucion de fibroina obtenida es de color blanco, como se observa en la figura
18 A, la variacion en la coloracion de cada compuesto se debe a la presencia del aceite
esencial de tomillo, pues su coloracion es café, por lo tanto, los compuestos 1y 2 no difieren
en color, mientras que, como se puede observar la tonalidad de la solucién del compuesto 3
(Figura 18 C) es mas intensa que la coloracion del compuesto 4 (figura 18 D), toda vez que
éste Ultimo se mezcla, ademas del aceite esencial de tomillo, con el gel de Aloe vera, el cual

atenta el color de la solucion final.

Las peliculas obtenidas por triplicado para cada uno de los compuestos se muestran en la
tabla 3.

TABLA 3 - PELICULAS OBTENIDAS

(Todas las imagenes son de autoria propia)

Pelicula 2 3

Compuesto

1
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El proceso de fabricacion de las peliculas fue facil, toda vez que el molde de silicona permitié
retirarlas sin ejercer presion o fuerza que le causara dafios superficiales a la misma, los bordes
secados en la pared del molde fueron retirados, para obtener una pelicula cuadrada. Para el
compuesto 1 se obtuvieron peliculas uniformes, pero poseian burbujas, la presencia de estas
puede dificultar el proceso de permeabilidad de vapores en la matriz fruta/biopelicula. Por su
parte para el compuesto 2 las peliculas obtenidas fueron uniformes, sin presencia de
particulas o burbujas. Las peliculas del compuesto 3 presentan buena forma, aunque en los
bordes presenta un grosor mayor, esta falla puede atribuirse a algin desnivel superficial en
el proceso de secado. Finalmente, las peliculas del compuesto 4 poseen rebordes mas gruesos.
En cuanto a la coloracién de las peliculas se puede observar un cambio de tonalidad desde
un color amarilloso hasta un color café, esto debido a la presencia del aceite esencial de
tomillo cuya coloracion es de esta tonalidad, las diferentes coloraciones pueden estar también
asociadas a las trazas de aloina y antraquinonas del gel de Aloe vera [13].

Las propiedades organolépticas para las peliculas obtenidas se muestran en la tabla 4.

TABLA 4 - PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS.

FORMULADOS
PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS
ESPESOR
PELICULA COMPOSICION | PROMEDIO | ESTADO BURBUJAS UNTUOSIDAD OLOR COLOR
[mm]
1 0,27+0,14 | Excelente No N/A No posee AS
2 C1 0,23+0,08 Buena Si N/A No posee AS
3 0,25+0,21 Buena Si N/A No posee AS
1 C2 0,19+0,13 | Excelente No N/A Agradable  AM
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2 0,20+0,06 | Excelente No N/A Agradable  AM
3 0,24+0,12 | Excelente No N/A Agradable  AM
1 Regular Si Si Poco Al
0,41+0,07 agradable

2 c3 Excelente No Si Poco Al
0,40+0,13 agradable

3 Excelente No Si Poco Al
0,26%0,15 agradable

1 Excelente No Si Poco AC
0,39+0,07 agradable

2 ca Buena Si Si Poco AC
0,45+0,05 agradable

3 Buena No Si Poco AC
0,52+0,19 agradable

De manera general, se puede afirmar que todas las peliculas obtenidas, poseian buenas

caracteristicas fisicas, a excepcion de algunas que poseian burbujas u otros defectos

superficiales. EI cambio del olor y color pueden estar relacionados a los aditivos presentes

en cada compuesto, por ejemplo las peliculas que contienen aceite esencial de tomillo, se

tornan méas amarillentas tal como le suceden a Salazar en su investigacion, donde realiza

biopeliculas a base de almidon de camote y, al agregar el aceite esencial, sus peliculas

también cambian de color [14].

4.3.2 Caracterizacion

FTIR: Con el fin de analizar los picos o bandas existentes en el aceite esencial de tomillo,

se muestra la figura 19, obtenida para el espectro infrarrojo, se observa una atenuacion de la

banda en cuanto a frecuencia de absorcion del estiramiento caracteristico O-H, que
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normalmente se ubica entre 3600 cm™ y 3700 cm™, pero en este espectro aparece a 3292
cm’l, este desplazamiento puede estar relacionado con la formacion de enlaces por puentes
de hidrégeno, presentes en el aceite o por la interaccion de éste con el glicerol, tal como
sucede en el estudio descrito por Salazar [14]. Por otro lado, no son observables las bandas
vibracionales correspondientes al estiramiento de los grupos metil o carbonilos, que

posiblemente corresponden a flavonioides o cumarinas que deberian verse entre 1650cm™ y

1830 cm? [15].
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Fig 19. FTIR para el aceite esencial de tomillo.

La banda fuerte en 2973 cm™, se le puede asignar al estiramiento C—H asimétrico y simétrico
en el alifatico metil (CHgs), en los rangos de 940 cm™ a 1220 cm™, se presenta una banda
relacionada con el estiramiento C-H aromatico, para el espectro obtenido, dicha banda se

encuentra desplazada a 1038 cm™, debido, a los puentes de hidrégeno formados, como se
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mencionod anteriormente. La presencia de anillos aromaticos y timol confirma las bandas
tipicas presentes en el aceite esencial de tomillo [16].

En la figura 20 se muestra el espectro infrarrojo para el Aloe vera, la muestra presenta una
amplia banda de absorcion centrada en 3246 cm™, que se debe al estiramiento de los grupos
O-H, una caracteristica de los monémeros de carbohidratos, incluidos la manosa y el &cido
urdénico, compuestos presentes en el Aloe vera [6].
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Fig 20. FTIR para el Aloe vera.

La banda de picos comprendida entre 1730cm™ y 1800 cm™ aproximadamente,
corresponden a la presencia de grupos carbonilos. En el espectro a 1459cm™ se evidencian
picos de absorcion pertenecientes al carboxilato (COO). El pico de absorcion a 873 cm™se
debe a la deformacion fuera del plano C-H de los mondémeros de carbohidratos. Estos picos

de absorcion indican la presencia de manosa y acidos uronicos junto con sus polimeros de
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carbohidratos (es decir, acemananos y pectinas), confirmando asi las bandas caracteristicas
del Aloe vera, resultados que concuerdan con los obtenidos por Jafarizadeh et. all y Lim et.
all, respectivamente. [17] [18].

En la Figura 21 se presenta el espectro infrarrojo para cada compuesto a base de fibroina,
misma, obtenida por el método de extraccion descrito anteriormente; la region de interés para
este tipo de material se encuentra generalmente entre 1000cm™ y 1800cm™, siendo la zona
caracteristica de las amidas principales presentes en la estructura molecular de la fibroina
[19]. La estructura caracteristica de la fibroina consta de una cadena de aminoacidos
repetitivos: glicina, alanina y serina, dando asi diferentes tipos de estructuras moleculares
conocidas como a-helix y P-sheets, también llamadas seda | y seda Il, respectivamente, estos
resultados son comparables con los obtenidos por Xiao et. all [20].
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Fig 21. FTIR compuestos de fibroina.

El registro del espectro para todos los compuestos se realizo en un rango de nimero de onda
de 4000 cm™ a 400 cm™. Para todos los compuestos, de manera general se observd una

pequefia banda a 2875 cm™ correspondiente al estiramiento C-H. Para los compuestos C3 y
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C4 se observé ademas un fuerte pico de absorcién a 3280 cm™ asignado al estiramiento N-
H del aminoé&cido serina en fibroina de seda [20]. Para los compuestos se observan las bandas
caracteristicas de la fibroina, alrededor de 1622, 1536 y 1233 cm™®, correspondientes a las
amidas I, 11 y I, respectivamente, para la seda | (a-hélice). Para la seda II (laminas ), no se
observa la banda de vibracion de la amida | que debe estar cercada a la banda de la amida |
para la seda I, esto puede deberse a un solapamiento de las bandas, por su parte a 1530 y a
1260 cm™ aproximadamente se presenta la amida 11y 111 para la seda 2 [20] [21] [22]. Estos
resultados demostraron que la fibroina fue obtenida debido la presencia de las amidas tanto
de la seda I como la Il, puesto que indican la presencia de la estructura helicoidal y ldminas

B, concluyendo asi que el material fue extraido de manera satisfactoria.

Por su parte, comparando los espectros obtenidos para cada uno de los materiales por
separado, se observan de manera generalizada la presencia de los picos o bandas
caracteristicas para cada compuesto, es decir, en aproximadamente 3200 cm™! se presenta
una banda para el estiramiento de N-H presente en la fibroina, dicho espectro puede solapar
bandas de otros materiales presentes. De manera particular, para el compuesto 1 (fibroina),
se observa la presencia de las amidas pertenecientes a la fibroina. Para el compuesto C2
(fibroina + Aloe vera), se hace complejo identificar la presencia de las bandas caracteristicas
pues su porcentaje de transmitancia es menor, en comparacion con los demas compuestos.
Para el compuesto 3 (fibroina + aceite esencial de tomillo), se observa de manera notoria la
banda relacionada con el estiramiento C-H aromatico, en 1038 cm™ (circulo rojo de la figura
6). Finalmente, el espectro del compuesto C4, presenta un comportamiento similar al
compuesto C3, toda vez que comparten como materiales la fibroina y el aceite esencial de

tomillo.

Microscopia electronica de barrido (SEM): En la figura 22 se muestra el resultado obtenido

de SEM para el compuesto 1 a 500x y a 1000x.
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20kV X500 50pm X1,000 10um

Fig 22. SEM compuesto 1, A. Aumento 500x. B. Aumento 1000x.

En la figura 22 A, se puede observar presencia de muchos defectos superficiales y presencia
de impurezas para la pelicula del compuesto C1, ademés en la figura 22 B se observa mas
claramente la existencia de burbujas, algunas estructuras de forma redondeada y presencia
de impurezas en el material como las hojuelas blancas distribuidas por toda la superficie
(encerradas en los circulos rojos de la figura 8 A y B), de tal modo se decide realizar para
este compuesto, un ensayo adicional de espectroscopia de rayos X de dispersion de energia
(EDS), este ensayo, permitio el andlisis de la composicion de un volumen de muestra. La
posicion de los picos en el espectro identifica el elemento, mientras que la intensidad de la
sefial corresponde a la concentracion del elemento, se analizé una de las hojuelas presentes

en la muestra y los resultados se muestran en la figura 23.
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Fig 23. EDS compuesto 1.

Como es notable en la figura 23, se observa la presencia de trazas de los iones Cloro (Cl) y

Calcio (Ca), ambos a diferentes concentraciones, esto debido a que en el proceso de

solubilizacion de la madeja se agrego Cloruro de Calcio (CaCl,) y en el proceso de dialisis

dichos iones no salieron en su totalidad, de la solucion de fibroina.

Para los compuestos 2, 3 y 4 los resultados de FTIR en los aumentos 500x y 1000x, se

muestran en las figuras 24, 25 y 26 respectivamente, se puede decir que éstos compuestos

poseen de manera general las mismas caracteristicas superficiales, poca presencia de

burbujas, defectos o aglomeraciones. Las hojuelas presentes se asocian a la presencia de

trazas de Calcio y Cloro, como se menciono anteriormente.
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Fig 24. SEM, compuesto 2. A. Aumento 500x. B. Aumento 1000x.

En la figura 24 A, se puede observar una linea de burbujas y probablemente la presencia de
Cloro o Calcio en la superficie, de otro modo, en la figura 24 B, se observa una superficie

mas prolija, cuando se cambia a un aumento mayor y a otra zona de trozo de pelicula.

20kV X500 50pm 20kV  X1,000 10pm

Fig 25. SEM, compuesto 3. A. Aumento 500x. B. Aumento 1000x.

De manera particular, para el compuesto C3, se tenia un trozo de pelicula al parecer, con
algunas grietas superficiales, no pasantes, es decir, que a 500x de aumento no se observa
presencia de la grietay a 1000 x de aumento, se confirmé que la grieta no atraviesa de manera
transversal el material, es decir que es solo una variacion en el espesor de la pelicula. Entre

tanto, se pudo observar una superficie compacta, carente de burbujas.
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20kV X500 50pm 20kV  X1,000 10pm

Fig 26. SEM, A. Aumento 500x. B. Aumento 1000x.

Finalmente se puede decir que a excepcion del compuesto C1, los deméas (C2, C3 y C4),
analizados mediante ésta técnica, permitieron observar una superficie uniforme, continua, sin
signos de fractura o deformidad posterior al proceso de secado, resultado que corresponde
con los resultados obtenidos por Caballero y Gaviria, donde obtuvieron caracteristicas
superficiales similares, para peliculas a base de fibroina [23]. La morfologia de las peliculas
de los dltimos compuestos indican ademéas que los compuestos generaron una buena
compactacion y las fuertes interacciones creadas por los materiales que los componen, tal

como lo indican estudios realizados y analizados mediante SEM por Wang et. all [24].
4.2.3 Prueba de permeabilidad al vapor de agua.
Se realizo6 el montaje del ensayo, ademas se tomd registro de temperatura [°C], humedad [%]

y presion [kPa].

En la figura 27, se muestra la grafica obtenida para la pérdida de peso por compuesto en
promedio, se tomd la pérdida de peso total, registrada durante los 3 dias de prueba, por

pelicula, se promedid este resultado para asi obtenerlo por compuesto.
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Fig 27. Pérdida de peso por compuestos.

De manera general, las peliculas del mismo compuesto se comportaron de forma similar en
la pérdida de peso, pero como se muestra en la tabla 5, la diferencia de pérdida de peso entre
compuestos difiere, resultd que, C1, C2, C3 y C4 se ubican de menor a mayor pérdida de
peso, respectivamente, la informacion obtenida de las gréaficas fue de gran utilidad para hallar
el indice de permeabilidad al vapor de agua (WVT), ademas de la implementacion de la
ecuacion (1). La temperatura promedio de los dias de medicion fue de 23.3 °C, la presién
promedio de 88.49 kPa y la humedad relativa de 34.5 % durante los dias del ensayo.

TABLA5 - INDICE DE PERMEABILIDAD AL VAPOR DE AGUA.

Pérdida de peso Promedio
Muestra Composicién WVT[g/h-m?]
[a] WVT

1 0,1385+0,04 10,9296
2 C1 0,1273+0,04 10,0458 10,5666+0,04
3 0,1359+0,04 10,7244
1 0,1448+0,05 11,4268
2 c2 0,1390+0,05 10,9691 11,2005+0,05
3 0,1420+0,05 11,2058
1 0,1955+0,06 15,4277 15,3146+0,06
2 © 0,1992+0,06 15,7197
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3 0,1875+0,06 14,7964
1 0,2025+0,07 15,9801
2 C4 0,2141+0,07 16,8955 16,3379+0,07
3 0,2045+0,07 16,1379

En cuanto a los indices de permeabilidad, se puede decir que este resultado esta ligado a la
pérdida de peso, siendo menos permeables aquellas que perdieron menos peso, es decir, C1
y C2, y més permeables al vapor de agua los compuestos C3 y C4, pues éstos perdieron méas
peso durante el ensayo. Esta informacion concuerda con la obtenida por Carballo y Martinez,
quienes realizaron este ensayo para peliculas de quitosano [25], que aunque utilizan un
material diferente, el indice se relaciona directamente con la pérdida de peso; también se
presenta similitud con el ensayo de Zavala et all [11] donde a menor pérdida de peso, menor

indice de permeabilidad, también para peliculas a base de quitosano.
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Capitulo 5

APLICACION SOBRE EL FRUTO

5.1 Introduccién

El banano de tipo exportacion en Colombia es cultivado principalmente en las regiones de

Uraba y Magdalena. La especie que mas se exporta en el pais se conoce como Musa

cavendish (Figura 28): Orden: Scitamineae, familia: Musaceae, género: Musa, especie: Musa

cavendish [1].
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Fig 28. Banano tipo Cavendish.

Fuente: https://www.uniban.com/images/banano/Cavendish_Banana_uniban.jpg

El banano es considerado una fruta climatérica, es decir, que su composiciéon depende de la
tasa de respiracion ocurrida entre las capas de la cascara de la fruta. La mayoria de los frutos
carnosos, presentan una tasa alta de respiracion, que coincide con cambios de color, sabor,
textura, peso, asociados con el proceso de maduracion [2]. El desarrollo del fruto se divide
en tres fases: crecimiento, maduracion y senescencia. La primera fase, estd marcada por un
periodo de division y estiramiento de los dedos, como se denomina comercialmente a cada
fruto. La segunda fase es la de maduracion y se caracteriza por cambios fisicos y quimicos
que afectan principalmente la calidad sensorial del fruto como apariencia, sabor aroma y
textura. Finalmente se da la etapa de senescencia y es cuando el fruto se llena de pecas color
café [3].

Desde el punto de vista comercial el cambio de color es importante para determinar el estado
de madurez del banano, Von Loesecke propuso una escala de siete niveles para describir los
cambios de coloracién observados en el proceso de maduracion, tal como se muestra en la
figura 29. Es necesario aclarar que la madurez visual se relaciona directamente con la

maduracion interna de la pulpa [4].
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1- Totalmente Verde

2- Verde con trazas
amarillas

3- Mas Verde que Amarillo

4- Mas Amarillo que Verde

5- Amarillo con Punta Verde

6- Todo Amarillo

Fig 29. Escala de maduracion de VVon Loesecke [5]

El fruto cosechado sigue ejerciendo su actividad metabdlica de forma irreversible debido a
la produccion de la enzima de maduracién, etileno, responsable de la maduracion
organoléptica del banano y de otros frutos climatéricos [5]. El etileno es un gas incoloro de
sabor y olor dulce y agradable empleado en sintesis quimicas, regula diferentes enzimas que
ocasionan el ablandamiento en la pulpa, ayuda a la conversion de almidon a azucares,
incrementa la actividad polifenoloxidada (pardeamiento enzimatico), favorece la sintesis de
compuestos aromaticos y aporta en la degradacién de clorofilas [6], ademas es usado para

acelerar el proceso de maduracion de algunas frutas y verduras [7][8].
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Por su parte, es conocido que el suelo, aire y agua se ven constantemente afectados por
agentes patdgenos que pueden causar enfermedades, por lo tanto se sugiere utilizar
recubrimientos, que a pesar de ser Utiles, terminan siendo desechados de manera inmediata,
por lo tanto plasticos, bolsas y deméas son ahora un problema mayor [9]. ES necesario
entonces buscar opciones sustentables que permitan proteger los frutos y que éstos puedan
ser exportados garantizando el procesamiento minimo y que los recubrimientos empleados
no sean toxicos.

Ahora bien, un recubrimiento comestible puede estar definido como una matriz continua
delgada, que posteriormente sera utilizada en forma de recubrimiento del alimento ya sea por
los métodos de aspersion, inmersion, pinceladas, entre otros. EI uso de recubrimientos en
frutas ha sido utilizado para mantener la calidad y prolongar su vida atil [10]. Algunos
biomateriales implementados en empaques o recubrimientos amigables con el medio
ambiente son polisacaridos como la celulosa, almidon, quitosano, a la vez, se encuentra la
combinacién de dichos materiales con polimeros sintéticos como polivinil alcohol (PVA),
policaprolactona (PLC), representando asi una clara alternativa en la reduccion de desechos
contaminantes [11][12].

En este apartado se aplican sobre bananos, los recubrimientos desarrollados a base de
fibroina, y en el capitulo anterior, para verificar el proceso de maduracion y algunas
propiedades organolépticas de los mismos.

5.2 Metodologia

Para proceder a aplicar los distintos compuestos formulados sobre los bananos, se analizaron
de manera inicial los métodos de aplicacion para ello, por inmersion, aspersion o
implementando una brocha. Se pudo determinar que a nivel de laboratorio la mejor técnica
es el uso de brocha, toda vez que para la técnica de inmersion se requieren grandes cantidades
de las soluciones y para la técnica de aspersion las soluciones deben tener una baja
viscosidad. Cabe aclarar que a nivel industrial la mejor técnica seria la de inmersion por la

rapidez del proceso.
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5.2.1 Limpieza de los frutos

Se obtuvo un racimo de bananos en escala de madurez 1 (totalmente verde), se
cortaron uno a uno conservando la mayor cantidad de tallo o pedicelo, se lavaron
con agua corriente y jabon neutro, sin usar esponjas abrasivas que pudieran causar

dafos en la piel del fruto, se enjuagaron y dejaron secar a la intemperie.

5.2.2 Aplicacion del recubrimiento

Una vez secos, se realizé un sistema simple amarra + hilo, para sujetar los bananos
del pseudotallo y ubicarlos en una estructura para proceder con la aplicacion
mediante brocha de cada uno de los recubrimientos. Se dejaron secar a temperatura
ambiente y a cada uno se le aplicaron 3 capas de recubrimiento, el ensayo se realizd

por quintuplicado para los cuatro compuestos evaluados.

5.2.3 Pérdida de peso y evaluacién de propiedades organolépticas

Se realiz6 una toma de peso inicial de cada banano, y se registré durante 10 dias
el peso de estos, ademas se llevo un registro fotografico y pasado este tiempo se
realizd una prueba de propiedades organolépticas que incluia la descripcion del
sabor, olor, color y textura, a partir de un trozo de fruto, correspondientes a cada

compuesto y al control.

5.2.4 Actividad antimicrobiana y antifingica de los recubrimientos

De manera visual se analiz6 la presencia o no de diferentes hongos o bacterias, l0s
cuales dejan rasgos caracteristicos en el fruto. Se corroboré con los registros
fotograficos tomados durante 10 dias y se compararon los resultados cualitativos
de los bananos sin recubrimiento (control) y los diferentes recubrimientos

empleados.

5.3 Resultados y discusién

5.3.1 Limpieza de los frutos

En la figura 30, se muestran los bananos seleccionados ya limpios.
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Fig 30. Bananos lavados y secos.

Se realiz6 una escogencia aleatoria donde se agruparon 5 frutos para cada uno de los

compuestos y el control. En total se emplearon 25 bananos del mismo racimo.

5.3.2 Aplicacién del recubrimiento
En la figura 31 se muestra el sistema de sujecion empleado y la estructura de

almacenamiento.

Fig 31. A. Sistema de sujecion. B. Estructura para almacenamiento de bananos.

Cada banano fue sujetado como se muestra en la figura 31 A, empleando una amarra,
debido a que los bananos en su proceso de maduracion pierden peso, y este sistema
permite ajustarse al fruto de forma continua. Posteriormente, a cada banano le fueron
aplicadas tres capas del compuesto empleando una brocha de cerdas suaves,

cubriendo toda la superficie de este, se dejo secar entre capa y capa.



RECUBRIMIENTOS A BASE DE FIBROINA... 70

5.3.3 Pérdida de peso y evaluacién de propiedades organolépticas
La pérdida de peso en los bananos se analiz6 con medidas tomadas durante 10 dias,
a la misma hora, se pesaron cada uno de los bananos tanto recubiertos con cada
compuesto, como el control. El porcentaje de pérdida de peso se relaciona en la tabla

6.
TABLA 6 - PERDIDA DE PESO DE BANANOS.

. Porcentaje de
o . Porcentaje de o
Compuesto  Pesoinicial [g] Peso final [g] pérdida de peso
pérdida de peso [%0] .
promedio [%6]

128,32 108,36 15,55
119,47 100,42 15,95

1 128,93 108,35 15,96 15692036
136,92 116,24 15,10
148,52 124,96 15,86
126,70 109,66 13,45
126,56 107,41 15,13

2 114,28 97,20 14,95 16,02+3,13
115,17 90,41 21,50
127,67 108,40 15,0
117,68 101,84 13,46
123,28 99,59 19,22

3 128,76 108,24 15,94 15,80+2,41
134,13 111,53 16,85
120,49 104,16 13,55
130,18 112,40 13,66
126,39 108,37 14,26

4 146,71 124,13 15,39 14,35+0,77
129,32 111,73 13,60
127,06 108,18 14,86
128,34 110,30 14,06
121,36 102,88 15,23

Control 122,34 103,48 15,42 14,96+1,56
126,82 105,09 17,13

123,79 107,74 12,97
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De manera general, la pérdida de peso en las frutas en la fase de maduracion es un proceso
inevitable, pero ésta perdida no debe ser de cierto modo exagerada cuando se conserva en la
intemperie, sin almacenamiento en refrigeracion, tal como lo indica Campuzano [5]. La
pérdida de peso en cada uno de los compuestos es evidente, ninguno de los recubrimientos
esta exento de la transferencia de gases entre el banano y el ambiente, sin embargo, el Unico
compuesto que obtuvo un porcentaje de pérdida de peso menor que el control (14,96+1,56
%), fue el C4 con un 14,35+0,77%. Los compuestos C1, C2 y C3 obtuvieron porcentajes
mayores al control, con un 15,69+0,36%, 16,02+3,13% y 15,80+2,41%, respectivamente.
Los resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Quintero y Marin, dénde incluso
algunos protocolos de recubrimientos, hicieron que los frutos perdieran mayor cantidad de
peso que el control [13].

Para evaluar la escala de maduracion, se llevd a cabo un registro fotografico de cada
compuesto, por quintuplicado, para verificar la coloracion de los frutos y su cambio diario.
En la tabla 7, se muestran los resultados obtenidos por dia, para los compuestos y el control.

TABLA 7 - PROCESO DE MADURACION DE BANANOS.

Dia C1 C2 C3 C4 BLANCO
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10

En términos generales, el proceso de maduracion de los bananos se puede ver afectado por
diferentes factores, la temperatura, la exposicién a la luz del racimo, humedad relativa, tal
como lo indica Villamizar [2]. Para todos los frutos se present6é un proceso de maduracién
inicial controlado, similar al del grupo control. Sin embargo, al final del ensayo, la coloracion
de los compuestos C1 y C2, fue mayor que el control, por lo que se confirma que estos
recubrimientos no permitieron un correcto intercambio gaseoso de oxigeno, didxido de
carbono y etileno, acelerando el proceso de maduracion. Por su parte los recubrimientos C3
y C4, se tornaron de una coloracion similar al control, incluso el recubrimiento C4, puede
decirse que se madurdé en menor medida que el control, siendo una clara opcion de
recubrimiento comercial cuando se le compara con los resultados obtenidos de pérdida de

peso, mencionado anteriormente.
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Con el fin de analizar algunas propiedades organolépticas se realiz6 un ensayo de degustacion
a 4 panelistas, de los cuales 3 no conocian los activos presentes en cada compuesto, mientras
que uno de ellos si. Posterior a la degustacion y visualizacién de las propiedades
mencionadas, se procedio a recoger la informacién y anotaciones mediante un formato. Una
vez finalizada la prueba de pérdida de peso, se concluyd que el sabor de la fruta no cambio
significativamente asi estuviese recubierta, tampoco evidenciaron cambios significativos en
el olor, por la presencia del aceite esencial de tomillo en los compuestos C3y C4. La textura
de la pulpa es el aspecto en que mas se difiere, toda vez que los frutos poseian diferentes
estadios de maduracion. El color de la cascara y la pulpa se describieron como normales. Las

valoraciones obtenidas de cada uno de los panelistas se encuentran en el anexo 1.

5.3.4 Actividad antimicrobiana y antifingica de los recubrimientos
Partiendo de los resultados mostrados en la tabla 3, de forma cualitativa se analiz6 la
presencia de microorganismos o afecciones al fruto que dieran indicios de la accién
de estos sobre el fruto. Tanto para el control como para los compuestos, no se
evidenciaron cambios en la coloracion, olor, diferentes a los caracteristicos del
proceso de maduracion, en tal sentido, tampoco se observé presencia de mohos en los

pedicelos.

El Aloe vera como aditivo funciona ademas de barrera a gases, como estimulante en
la seguridad de los recubrimientos mediante la inhibicion de crecimiento de
microorganismos, se concuerda con la informacion obtenida por Garcia et. all,
quienes indican que al igual que el recubrimiento para frutas y hortalizas como:
zanahorias, fresas y frambuesas, su método de biopelicula aplicado a guayaba a base

de Aloe vera, es viable en el control del crecimiento microbiano [14].

La adicion de aceite esencial de tomillo a los recubrimientos se puede decir que
aumenta la actividad antimicrobiana debido a la presencia de compuestos fendlicos
como el timol, presente en los componentes de este aceite, dicha informacion

concuerda con la obtenida por Salazar, quien al agregar este aceite en peliculas a base
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de almidon de camote, observdO un aumento de la inhibicion, respecto a

recubrimientos carentes de aceite [15].
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ANEXOS.

Anexo 1 — Evaluacion de propiedades organolépticas.
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Panelista 1.
Compuesto Sabor Olor Color Textura
1 Dulce Normal/Dulce Normal Semi-arenosa
2 Més dulce que C1 | Normal Normal Menos arenoso que C1
3 Dulce Normal Normal Suave
4 Trazas de acidez | Normal Normal Menos suave gue C3
Control Similar a C4 Normal Normal Arenoso
Panelista 2.
Compuesto Sabor Olor Color Textura
1 Dulce Normal Normal Semi-arenosa
2 Trazas de acidez | Normal Normal Semi-arenosa
3 Poco dulce Normal Normal Suave
4 Trazas de acidez | Normal Normal Semi-suave
Control Dulce Menos intenso que | Normal Suave
C4
Panelista 3.
Compuesto Sabor Olor Color Textura
1 Dulce, sin acidez Normal Normal Consistente, semi-arenosa
2 Dulce Normal Normal Semi-arenosa
3 Menos dulce que C2 Normal Normal Més arenoso que C2.
4 Trazas de acidez Normal Normal Firme y suave
Control Dulce con trazas de acidez | Dulce Normal Suave
Panelista 4.
Compuesto Sabor Olor Color Textura
1 Dulce Normal Normal Semi-arenosa
2 Mas dulce que C1 | Normal Normal Menos arenosa que C1
3 Dulce Normal Normal Suave
4 Trazas de acidez | Normal, menos dulce | Normal Menos suave gque C3
Control Mas acido que C3 | Normal Normal Suave
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Capitulo 6

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

Durante el desarrollo de este proyecto se llevo a cabo la formulacion de compuestos a base

de fibroina extraida desde los capullos del gusano de seda Bombyx mori, inicialmente, se

realizo la extraccion y caracterizacion de la fibroina empleando el protocolo propuesto por

el laboratorio en biomateriales BioMat, luego se elaboraron y caracterizaron cuatro

compuestos con adiciones de Aloe vera y aceite esencial de tomillo, que finalmente fueron

aplicados sobre el fruto y se evalud el comportamiento del mismo en comparacién con frutos

sin recubrir, por lo tanto, segun los objetivos planteados se puede concluir que:

Se pudo extraer de manera satisfactoria la fibroina del capullo de seda del gusano
Bombyx Mori, al contrastar los resultados obtenidos para las pruebas de
caracterizacion (FTIR, UV-vis), se puede afirmar que se encontré la composicion
quimica de la misma, con bandas de absorbancia y transmitancia en los rangos
establecidos para los aminoacidos aromaticos presentes en la proteina en mencion.
Fue favorable elaboracion y caracterizacion de los formulados, puesto que se
obtuvieron trazas de cada uno de los materiales que los conformaban, esta
informacion es verificable mediante los espectros de FTIR y SEM realizados a cada
una de las peliculas.

En cuanto a la permeabilidad de las peliculas obtenidas, es claro que todas tuvieron
una pérdida considerable de peso, pero los indices de permeabilidad al vapor de agua
indican que los compuestos C1 y C2, son menos permeables que los compuestos C3
y C4, cabe anotar que los resultados obtenidos reflejan que, a menor pérdida de peso,
menor indice de permeabilidad.

Se logré implementar los formulados sobre el fruto, y se afirma que los bananos
recubiertos con los compuestos C1, C2 y C3, perdieron mayor cantidad de peso en
gramos que los bananos control, mientras que para el compuesto C4, los bananos

perdieron peso en menor medida cuando se compara con los demas. Por su parte,
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cuando se compara la pérdida de peso con el indice visual de maduracion, se
concuerda que los bananos recubiertos con los compuestos que presentaron mayor
pérdida de peso se tornaron méas amarillos que los que tuvieron menor pérdida de
peso, los cuales se tornaban mas verdosos.

e Las propiedades organolépticas no se vieron afectadas en gran medida para los
bananos recubiertos, las propiedades de olor, color, sabor y textura no difieren
respecto a los bananos control, sino respecto al indice de maduracién mostrado para
cada fruto.

e EIl comportamiento antimicrobiano y antifingico se pudo corroborar de manera
satisfactoria al comparar cualitativamente la ausencia de crecimientos de dichos
patdgenos, en los frutos recubiertos, como en el control, ademas, se comparo con los
resultados obtenidos por otros autores y se concluy6 que gracias a los activos tales
como el Aloe veray el aceite esencial de tomillo, se presenta una actividad inhibitoria

de microorganismos.

Basado en los items anteriores, se concluye que el objetivo general de este proyecto se
culming, junto con los objetivos especificos, obteniendo que el recubrimiento denominado
C4, acoge las propiedades de permeabilidad con un valor de 16,3379 % +0,07, pérdida de
peso 14,35+0,77%, indice de maduracion controlado y propiedades organolépticas optimas
que podrian ser potencialmente aplicados en recubrimientos para bananos de tipo
exportacion, toda vez que permite el intercambio gaseoso controlado, retardando el proceso

de maduracién respecto a bananos no recubiertos.

6.2 Perspectivas

Este proyecto deja un precedente en cuanto a la fabricacién de peliculas o recubrimientos
para frutos de tipo climatéricos, no solo el banano. Es de suma importancia evitar las pérdidas
en las cosechas y el uso desmedido de plasticos como recubrimientos, por tal motivo, los
resultados obtenidos sugieren que los recubrimientos a base de fibroina con adiciones de Aloe
vera y aceite esencial de tomillo representan una clara alternativa a diferentes problematicas

ambientales. Para confirmar la inhibicion de microorganismos de los recubrimientos se
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recomienda realizar pruebas antimicrobianas y antimicoticas, con cepas especificas y

corroborar dichos resultados, con lo que se puedan obtener de la literatura.



