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RESUMEN

Actualmente existe una creciente necesidad de generar alternativas para el
aprovechamiento de los subproductos derivados del tratamiento de la seda, como es el caso
de la proteina de sericina, la cual es extraida en la etapa de desengomado que se le realiza al

capullo del gusano Bombix mori L. en el proceso de la obtencion del hilo de seda.

Este trabajo se enfoco en la extraccion de la proteina de sericina utilizando como materia
prima capullos (SSC) e hilos de seda (SSY), provistos por la Corporacién para el
Desarrollo de la Sericultura del Cauca -CORSEDA, Popayan. La extraccion de la sericina
se realizo por medio de agua caliente usando un autoclave, donde se obtuvieron las
soluciones de sericina que posteriormente se deshidrataron por dos métodos: liofilizacion y
spray drying. Las propiedades de las muestras obtenidas en cada proceso de secado se
caracterizaron y compararon para evaluar su potencial uso como aditivo en el desarrollo de
un alimento. Los resultados mostraron que las propiedades y el comportamientos de la
proteina tienen una dependencia significativa con el método de deshidratacion, y una
influencia no muy marcada con la fuente de extraccion, por lo cual, al realizar una
formulacién de alimentos se debe tener en cuenta el proceso a elegir de deshidratacion de la
proteina, a fin de determinar cudl de las propiedades son las necesarias para dicho

desarrollo.

PALABRAS CLAVE: Sericina, liofilizacion, spray drying.



INTRODUCCION

La sericultura es el conjunto de actividades culturales y econdmicas que se desarrollan en
torno a la seda (Pescio et al., 2009); ésta integra tres componentes, a) el agricola con el
cultivo de la morera Morus sp, b) el pecuario con la cria del gusano de seda Bombyx mori L
y ¢) el agroindustrial, con la transformacién del hilo en la industria, principalmente la textil
(Cifuentes, 1998). Esta actividad se desarrolla en mas de 20 paises, siendo China el
principal productor con mas del 70% de las 100 mil ton anuales producidas mundialmente,
seguido por paises asiaticos como Japon, India, Tailandia y Vietnam; con una produccion

menor ltalia y Francia (Pescio et al., 2009).

Durante el proceso de transformacion de la seda se producen diferentes residuos, tales
como capullos defectuosos, fibras cortas, pupa, ademéas de la sericina, los cuales
generalmente eran desaprovechados debido al desconocimiento de su potencial comercial.
Sin embargo, la creciente incorporacion de sedas artificiales y la competencia internacional
de productores de seda, ha llevado a los paises asiaticos a desarrollar una cadena sericola
integral, donde se aprovecha toda la materia prima resultante del proceso de
transformacion. Especificamente, la comunidad cientifica ha despertado gran interés en el
uso de las proteinas que conforman la seda: fribroina y sericina, ya que son de origen
natural, biodegradables, no toxicas y tiene gran versatilidad en su uso. En la literatura se
encuentra una gran cantidad de publicaciones y estudios, donde se han explorado sus
propiedades y se han desarrollado diferentes productos a partir de ellas, encontrando mayor
informacion sobre la fibroina (Wong, Chan, y Chrzanowski, 2014).

En Colombia todavia es muy precario el conocimiento de las proteinas de la seda, por lo
tanto, se hace necesario generar un conocimiento de sus propiedades y evaluar su relacién
con la fuente de obtencion y los procesos de extraccion utilizados, teniendo en cuenta los
estudios desarrollados a nivel internacional. Adicionalmente, es importante tener en cuenta

que sus propiedades dependen de las caracteristicas genéticas y modificables del gusano de



seda, las cuales se dan por el lugar de produccion, el manejo del ambiente (temperatura,
humedad ambiental, aire, iluminacion) y las caracteristicas del alimento que se les ofrezca,
pues estos factores indicaran la calidad y las propiedades de la seda obtenida (Pescio et al.,
2009; Rodriguez et al., 2012).

El proceso de extraccion de la sericina se logra en una etapa llamada desengomado,
donde ademaés se eliminan algunos contaminantes naturales o adquiridos durante el proceso
de obtencion del capullo. El objetivo principal de esta etapa es eliminar la sericina, con el
fin de obtener un hilo de seda suave, brillante y facil de manejar. A nivel mundial, este
proceso se hace en soluciones acuosas que contienen detergentes, acidos y sales, las cuales,
finalizado el proceso son depositadas en sistemas de alcantarillado o suelos. Debido a la
presencia de sericina, acidos (oléicos, linoléico y linolénico), pigmentos y de los
compuestos que se usan para realizar este proceso, el contenido de materia organica en los
afluentes acuosos incrementa, generando problemas de contaminacion hidrica (Capar,
Aygun, y Gecit, 2009).

Considerando el problema ambiental que pueden generar las aguas resultantes del
desengomado y sumado a las propiedades atribuidas a la proteina de sericina, tales como la
resistencia a la oxidacion, actividad antibacterial y antimicrobiana, proteccion a la radiacion
solar ultravioleta (UV), facil absorcion y liberacion de humedad, inhibicién de la actividad
de la tirosina y de la cinasa, actividad celular, propiedades anticoagulantes y
anticancerigenas, ademas, promueve el crecimiento celular y sirve como cicatrizante (Capar
et al., 2009; Naskar, Barua, Ghosh, y Kundu, 2014; Ude et al., 2014; Vepari y Kaplan,
2007; Zhang, 2002). Diversas regiones se han interesado en la recuperacion y utilizacion de
esta proteina en el desarrollo de productos con valor agregado, por ejemplo, paises asiaticos
han implementado sistemas para la recuperacion de la sericina debido, ademas de las
razones ambientales, a las diversas propiedades y aplicaciones cosméticas y farmacéuticas,
que se le adjudican a esta proteina. A pesar de encontrar algunos reportes, aun hay pocos

estudios que evaluan la sericina como aditivo alimentario (Zuge et al., 2015).

Teniendo en cuenta todo lo anterior y la inexistencia de estudios que evallen las

propiedades de la sericina obtenida a partir de la seda colombiana, esta investigacion se



orientd a la caracterizacion de la proteina de sericina extraida a partir de capullos
defectuosos y del hilo de seda, con miras a ser incluida en matrices alimentarias, pudiendo

representar para el sector sericola un beneficio ambiental, economico y social significativo.



1. MARCO TEORICO

1.1. PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas formadas por cadenas de aproximadamente 20
aminoacidos diferentes, unidos entre si por medio de enlaces peptidicos; estas se
encuentran como mezclas complejas en los sistemas bioldgicos, donde desempefian gran
cantidad de funciones: estructurales, transporte, motilidad, defensa, reconocimiento,
almacenamiento, ademas de la funcion catalitica que llevan a cabo las enzimas y que
resultan esenciales en la homeostasis del metabolismo (Arboledas Brihuega, 2011; Badui
Dergal, 2006). Las proteinas poseen propiedades y caracteristicas que las diferencian unas
de otras, por las cuales pueden ser separadas y aisladas de sus fuentes, entre las mas
importantes se encuentran la solubilidad, el punto isoeléctrico, la desnaturalizacion, la
solvatacion o hidratacion, la densidad y la conducta en presencia de sales (Bolafios V, Lutz
C, y Herrera R, 2003).

Uno de los comportamientos mas importantes en el estudio de las proteinas es su caracter
hidrofobico o hidrofilico, el cual viene determinado por la secuencia de los aminoacidos,
conformacién, carga neta y por su peso molecular; este comportamiento es fundamental
para el conocimiento del tipo de interacciones que pueden establecerse entre proteinas o
con otras moléculas organicas. Algunas de estas reacciones se utilizan en la industria
alimentaria para modificar la conducta de algunas moléculas presentes en los alimentos y
por consiguiente, también cambian las propiedades funcionales de las proteinas y sus
péptidos (Boatella Riera, 2004).

Las proteinas poseen propiedades nutricionales, debido a que ayudan a cubrir
requerimientos de nitrégeno y aminoacidos, garantizando un crecimiento y mantenimiento
adecuados del individuo que las consume; asimismo, éstas pueden ser ingredientes de

productos alimenticios funcionales (Badui Dergal, 2006).

Las proteinas se presentan de dos formas: una fibrosa, que es de estructura lineal, y posee

baja solubilidad y alta resistencia mecanica, y otra globular, la cual es soluble en agua,



facilmente degradable y tiene estructura compacta (esfera) (Campbell y Farrell, 2005;
Vazquez Martinez, De Cos Blanco, y Lopez Nomdedeu, 2005).

1.1.1. Estructura.

Para dar estructura a las proteinas, los aminoécidos que las componen se combinan entre
si por medio de enlaces peptidicos, variando el nimero de unidades de estas moléculas
organicas. La conformacion asumida por éstas definen las propiedades inmunologicas,
enzimaticas u hormonales de las proteinas. Segun su complejidad se pueden encontrar

cuatro niveles de estructuras (Badui Dergal, 2006; Campbell y Farrell, 2005).

a) La estructura primaria de las proteinas hace referencia a la secuencia de
aminoéacidos (polipéptido). Este nivel es el méas sencillo y el mas importante, ya que
determina la conformacién final y la funcion de la proteina. Esta estructura es el
primer paso unidimensional para especificar la estructura tridimensional de una
proteina (Arboledas Brihuega, 2011; Campbell y Farrell, 2005; Vazquez Martinez et
al., 2005).

b) La mayoria de las proteinas contienen mas de un tipo de estructura
secundaria en diferentes porcentajes. Esta estructura corresponde a las torsiones y
plegamientos que sufren las cadenas de aminodcidos, las cuales gracias al
establecimiento de enlaces de hidrdgeno entre los &tomos de los grupos carbonilo y
amino que participan en los enlaces peptidicos, puede adoptar distintas
conformaciones (Rodriguez Rivera, 2008). En ausencia de puentes de hidrdgeno, un
polipéptido puede asumir varias conformaciones al azar, denominadas
enrollamiento al azar (random coil, estructura amorfa de las proteinas) las cuales
estan controladas por el pH, la temperatura, la fuerza iénica, los sélidos solubles y
la constante dieléctrica del disolvente. Por otro lado, cuando en ciertos residuos se
forman puentes de hidrogeno estabilizadores, partes de la cadena principal se
pliegan en una 0 mas estructuras periédicas bien definidas como a—hélice y p-hoja,
que son dos de los patrones estructurales mas importantes en las proteinas, y

determinan la estructura cristalizada. EI 60% de una proteina promedio se encuentra



formada por estas dos conformaciones, el resto de la molécula se compone de
plegamientos y giros al azar (Badui Dergal, 2006; Lodish, 2005).

c) La estructura terciaria se refiere al modo en que la cadena polipeptidica se
dobla sobre si misma para producir una estructura plegada y compacta (forma
tridimensional), caracteristica de las proteinas globulares (Badui Dergal, 2006;
Vazquez Martinez et al., 2005).

d) La estructura cuaternaria se refiere a la asociacion de dos o mas cadenas de
aminoacidos, mediante interacciones o entrecruzamientos, las cuales proporcionan
la energia necesaria para estabilizar la estructura de maltiples subunidades (Badui
Dergal, 2006; Vazquez Martinez et al., 2005).

1.1.2. Las proteinas en la industria de alimentos.

La industria alimentaria se encuentra a la busqueda de proteinas alternativas que puedan
competir con las que actualmente dominan el mercado y que posean propiedades nutritivas,
funcionales, sensoriales y que presenten funcionalidad maltiple, caracteristicas ideales para
utilizarse en el desarrollo de nuevos productos alimenticios (Badui Dergal, 2006; Dehnad,
Jafari, y Afrasiabi, 2016).

Para la adicion de una proteina en un alimento es importante tener conocimiento de sus
propiedades funcionales, ya que éstas determinan su comportamiento general durante la
produccion, procesamiento, almacenamiento y consumo de los mismos. Algunas de las
propiedades funcionales mas importantes de las proteinas con aplicaciones alimentarias
son: solubilidad, capacidad de hinchamiento y retencion de agua, propiedades espumantes y
capacidad de gelificacion, emulsionante, entre otras. Es de gran importancia tener
conocimiento que estas propiedades se ven influenciadas por las condiciones de extraccion
(temperaturas de obtencidn, tipo de solvente), e igualmente por factores que se puedan dar
en el proceso del desarrollo del alimento, tales como tratamientos térmicos, cambios de pH,
alta presion, fuerzas de cizallamiento, congelacion, secado, homogenizacion, entre otros,
los cuales tienen un efecto significativo en el cambio estructural de la proteina (Zayas,

1997; Zimmerman-Stein y Ruiz-Espinoza, 2010).



El comportamiento de la formulacion y del resultado final del alimento, depende de la
estructura tridimensional de las moléculas y de las interacciones que generan éstas con los
demas componentes del producto, las cuales se pueden dar asi (Badui Dergal, 2006):

a) Propiedades de hidratacion (interaccion hidrodinamica): son las
interacciones proteina-agua, estas dependen del tamafio, forma y flexibilidad
molecular. Entre estas propiedades se pueden mencionar la absorcion de agua, la
capacidad de humectacién, la capacidad de hinchamiento, la capacidad de retencion
de agua, la adhesividad, la dispersabilidad, la solubilidad, y la viscosidad.

b) Propiedades relacionadas con interacciones proteina-proteina: son las
asociadas con la precipitacion, gelacion, formacion de masa, de fibras, de pelicula,
la adhesién y la cohesion.

c) Propiedades de superficie (fendmenos de superficie): dependen de la
composicion superficial de la proteina, es decir, de la relacion de aminoécidos
hidrofébicos/hidrofilicos, ya que de acuerdo a esto dependera la capacidad de ligar

grasas Yy sabores (emulsificacion, espumado y union de sabores).

1.2. DESHIDRATACION

La deshidratacién es uno de los métodos de conservacion de alimentos méas antiguos, en
el cual se logra la reduccion del contenido acuoso en las matrices alimentarias prolongando
de esta manera su vida til. Se hace especialmente con el fin de mejorar su conservacion
microbioldgica y retardar muchas de las reacciones indeseables que generan el deterioro de
los alimentos (Bello Gutiérrez, 2000). Ademas de lograr la conservacion de los alimentos,
la deshidratacion permite disminuir los costos de envasado, manejo, almacenamiento y
transporte, ya que se reduce el peso del alimento y en algunos casos el volumen (lbarz y
Barbosa Canovas, 2005).

En el caso de las proteinas los métodos de deshidratacion son importantes
primordialmente para la eliminacion del solvente (generalmente agua). Una proteina o

péptido en presencia de agua es inestable y puede generar diferentes tipos de



desnaturalizacion, tales como la gelificacién o la agregacion/desagregacion; generandose
una hidrélisis o la oxidacion de esta misma (Wahl, Khinast, y Paudel, 2016).

1.2.1. Métodos generales de deshidratacion.

En la actualidad existen diferentes métodos de deshidratacion en la industria de
alimentos, todos con el fin de disminuir la cantidad de agua presente en estas matrices,
minimizando la pérdida de los compuestos originales del alimento en su estado natural.

Algunas técnicas son:

a) Deshidratacién osmdtica: Operacion que consiste en la remocion del agua
contenida en los alimentos mediante su inmersién en soluciones concentradas que
poseen alta presién osmética y menor actividad de agua que el alimento en cuestion
(Jurado, Calder, y Calderén, 2012).

b) Deshidratacion por aire caliente: Proceso en el cual se presenta una
trasferencia de calor por conveccidn y un contacto directo de la sustancia con el aire
caliente en el cual tiene lugar la evaporacion del agua. En esta técnica las variables
importantes son: temperatura, humedad relativa del aire de secado, flujo de aire,

tamano y forma del producto a deshidratar (Landwehr, 1999).

c) Deshidratacion por liofilizacion: Tratamiento que permite la eliminacion del
agua presente en un producto por medio de la sublimacion de la misma, donde las
variables analizadas en el proceso son el tiempo de deshidratacion y presion
(Ramirez Navas, 2006).

d) Deshidratacién por spray-drying o atomizacion: Método establecido para la
transformacion de materiales liquidos en forma de polvo seco. Es ampliamente
utilizado en las industrias alimentaria y farmacéutica (Anandharamakrishnan, S. y
Ishwarya, 2015). Dentro de esta técnica se ven involucradas un elevado nimero de
variables que influyen en la cinética de secado y en las propiedades del producto
final (Mondragon, Julia, Barba, y Jarque, 2013).



e) Deshidratacion por ventana refractiva: Utiliza agua a 95 °C como principal
medio de transferencia de calor para transmitir energia a un producto
principalmente por radiacion térmica. El proceso permite que la radiacion
proveniente del agua caliente pase a través de una pelicula que literalmente esta
flotando en la superficie del agua, de esta forma, la radiacion térmica llega al
producto, provocando la evaporacion del agua que constituye al alimento, como
consecuencia, se genera una rapida deshidratacion del alimento a presion

atmosférica (Morales Pérez y Vélez Ruiz, 2013).

A continuacion se detallan dos de las técnicas mas usuales en la industria y las cuales

se implementaran en esta investigacion.
1.2.2. Deshidratacion por spray drying.

Durante los altimos 20 afios se ha generado un alto interés en la técnica de deshidratacion
por spray drying, incrementando ampliamente su demanda en varios sectores industriales,
principalmente en el de alimentos y farmacos. Este método es una operacion unitaria,
delicada con las propiedades reoldgicas y caracteristicas organolépticas del producto. El
objetivo principal de esta técnica es remover la humedad por medio de la aplicacion de
calor a un producto liquido, el cual es alimentado a una camara de secado donde sufre una
serie de transformaciones fisico-estructurales antes de producirse un polvo. Estos cambios
se producen debido a la influencia de cada una de las cuatro etapas del proceso de secado:
atomizacion de la solucién de alimentacién, contacto del producto atomizado con el aire
caliente, evaporacion de la humedad y separacion de las particulas. Cada etapa tiene una
influencia en la calidad del producto final (Anandharamakrishnan, S. y Ishwarya, 2015;
Greensmith, 1998).

Ademas de la influencia de las etapas del proceso de secado, cabe resaltar que tanto la
eficacia de la deshidratacién como la calidad del producto final, dependen de la relacién
entre los parametros de operacion (velocidad de operacion, presion, temperatura de entrada
y salida) y la estabilidad del producto a deshidratar (contenido de solidos totales,
viscosidad, tamafio de particula). La temperatura de trabajo es una de las variables mas

importantes para la calidad del producto, la cual se controla en tres puntos: en la solucion



que va a ser alimentada (antes del secado), en la entrada al secador (150-220 °C) y en la
salida (50-80 °C) del mismo; esta Gltima es méas baja, lo cual disminuye la degradacién

térmica del producto (Gémez Cruz y Jiménez Munguia, 2014).

En la industria de alimentos, algunos productos deshidratados por esta técnica son:
proteinas, café instantaneo, sopas, leche, té, quesos, helados, entre otros. Igualmente, es la
forma méas comun para encapsular aromas, sabores y compuestos bioactivos (vitaminas y
aceites esenciales). La creciente demanda de esta técnica en el sector de alimentos se debe a
los resultados obtenidos en los productos finales, los cuales reflejan alta calidad,
estabilidad, funcionalidad y contenido bajo de humedad (Gémez Cruz y Jiménez Munguia,
2014), ademas de brindar (Greensmith, 1998):

a) Flexibilidad en el manejo del producto final, tanto en transporte como en la
planta.

b) Produccion de alta calidad con propiedades bacterioldgicas, quimicas/fisicas
y funcionales estables.

c) Prolongacion de tiempos de almacenamiento, ya que la vida Gtil del producto

aumenta.

1.2.3. Deshidratacién por liofilizacion

El proceso de deshidratacion por liofilizacién o secado por congelacion, es un método
utilizado comdnmente para brindar estabilidad a productos acuosos que requieren de
almacenamiento de largo plazo; causando un deterioro minimo en la estructura nativa del
producto, y reduciendo las pérdidas de los compuestos responsables del sabor y aroma en
los alimentos (Heller, Carpenter, y Randolph, 1999).

La liofilizacion es el proceso donde la eliminacion del agua (solvente mas comun) se
realiza por un proceso de sublimacion, es decir, cuando se da la transformacién directa del
hielo a gas sin pasar por el estado liquido. Estas condiciones se consiguen manteniendo la
temperatura y la presion por debajo de las condiciones del punto triple (punto en el que
pueden coexistir los tres estados fisicos), en el cual no se sostendra el crecimiento biol6gico

ni las reacciones quimicas (Lujan Gonzéales y Ocampo lIsaaza, 2008; Ramirez Navas, 2006)



El principio basico de este método estd compuesto por 2 etapas: congelacion y
deshidratacion. La congelacion debe ser muy répida con el objetivo de obtener un producto
con cristales de hielo pequefios y en un estado amorfo, en esta etapa se separa el solvente de
los solutos, ya que en un sistema acuoso, el agua forma cristales y los solutos estaran en la
region intersticial entre éstos. Cominmente se utiliza el nitrégeno liquido para congelar las
muestras, ya que proporciona una velocidad de enfriamiento mas rapida (300 K/s) que
muchos otros mecanismos (Heller et al., 1999; Mellor, 1978). La etapa de deshidratacion se
realiza a presiones bajas para permitir la sublimacion del hielo, donde se dan dos
fendmenos: el primero es la sublimacion del hielo bajo condiciones de vacio, y el segundo
cuando la humedad residual ligada al material sélido es extraida dejando asi un producto
deshidratado (Rangel Marrén, 2004).

Asi como en el método de secado por spray drying, la deshidratacion por liofilizacion
puede llevar a cambios en la estructura de las proteinas (secundaria y/o terciaria). Para
evitar estos cambios, habitualmente se utilizan: a) estabilizadores como agentes
antioxidantes o crio-protectores, los cuales mejoran la estabilidad de la solucién y/o del
producto liofilizado, b) soluciones buffer para estabilizar y controlar el pH de las muestras,
C) agentes de carga que aumentan la estabilidad (crio-protector) y que proveen una refinada
estructura del polvo obtenido, y d) surfactantes, los cuales evitan la agregacion y aumentan
la solubilidad/humectabilidad (Wahl et al., 2016).

El proceso de liofilizacion comparado con el secado por spray drying, es 30-50 veces
mas costoso debido a la velocidad lenta de secado y a la necesidad de usar vacio (Ramirez
Navas, 2006), aunque el costo varia dependiendo del material a secar. Se ha probado que la
liofilizacion convencional se usa ampliamente para remover agua de nanoemulsiones y
formar nanocépsulas sin cambiar su estructura y forma (Gémez Cruz y Jiménez Munguia,
2014). Los alimentos liofilizados han tenido un gran auge en proyectos multinacionales con
el fin de preparar productos para astronautas, montafistas y comandos militares, al igual
que en la industria comun se puede encontrar alimentos como leche, sopas, huevos, zumo

de frutas, entre otros (Ramirez Navas, 2006).



1.3. SERICINA
1.3.1. Sericultura.

La sericultura es el conjunto de actividades culturales y econdmicas que se desarrollan en
torno a la seda (Pescio et al., 2009); e integra tres componentes, a) el agricola con el cultivo
de la morera Morus sp, b) el pecuario con la cria del gusano de seda Bombyx mori L y ¢) el
agroindustrial, con la transformacidn del hilo en la industria textil (Cifuentes c, 1998).

El cultivo de arboles de morera inicia con la produccion de plantulas, seguido por el
desarrollo del cultivo, el control de insectos o plagas y finalmente la cosecha. La cria de los
gusanos incluye la conservacion de sus huevos, la gestion de la cria, la prevencion de sus
enfermedades, su alimentacion mediante el suministro de las hojas de morera y la
recoleccion de las larvas maduras que inician la formacion de los capullos (Resh y Cardé,
2009; Takeda, 2009). Para poder obtener la seda comercial, los capullos son cosechados al
séptimo o noveno dia luego de que los gusanos entran en éste, momento en cual los
insectos se han transformado en criséalidas o pupas. Esta cosecha se debe realizar dentro de
estos dias para no correr el riesgo de que emerjan las mariposas, lo cual no es deseable
puesto que con esta accion el capullo se perfora y ya no sirve para devanarlo, ya que se
pierde la continuidad del filamento (Akai, 1984; Rodriguez et al., 2012).

1.3.2. Gusano de seda.

El gusano de seda Bombyx mori L es un insecto monofago estricto, es decir, se alimenta
unica y exclusivamente de hojas de morera, donde encuentra y obtiene los elementos
nutricionales necesarios para su buen desarrollo fisiolégico y productivo; debido a la
presencia de fibra, sacéridos, agua, resina y proteina. Los tres primeros componentes
ayudan a nutrir al gusano, mientras que los dos Gltimos componentes contribuyen a la

preparacion de la seda (Capsadell, 1883; Rodriguez et al., 2012).

En el cuerpo del Bombyx mori L. existen dos glandulas sericigenas, por las cuales
sintetiza las proteinas obtenidas del alimento, que posteriormente son almacenas en el

lumen y se convierten en fibra de seda (ver Figura 1) (Patel y Modasiya, 2011). Esta



glandula se divide en tres regiones que tienen diferentes funciones: anterior, media y
posterior. La regidon posterior es de gran longitud, es curvada y secreta exclusivamente
fibroina, la principal proteina del hilo de seda, que conforma del 70-80% del capullo. La
region media es la méas grande de las tres regiones y tiene tres divisiones bien definidas
formando una figura de “S”. Esta region secreta unicamente la proteina de sericina, la cual
representa aproximadamente el 25-30% del peso en el capullo; y se compone
principalmente por serina, acido aspartico, glicina, treonina y prolina (Patel y Modasiya,
2011). La regidn anterior es un tubo estrecho donde se forma el filamento de seda, que por

efecto de la presidn elimina el agua y concentra ambas proteinas (Patifio Ospina, 2008).

Estas dos proteinas fibroina y sericina sintetizadas en la glandula sericigena, llamadas
seda liquida, son segregadas por el gusano durante el hilado del capullo, y son expulsadas a
través de la abertura de la hilera (ver Figura 1), para producir un delicado hilo de seda doble
de fibroina (75-70%), protegido por una cubierta de sericina (25-30%) que mantiene los
filamentos unidos, los cuales pueden llegar a medir hasta 1.500 m (Resh y Cardé, 2009;
Rodriguez et al., 2012).

Estigmas

Glandulas Vasos'ds Tubo digestivo

sedosas { d Malpigio

Tubo digestivo

Hilera

Figura 1. Morfologia del gusano Bombix mori L. (Eubacteria, 2015)

1.3.3. Proceso de obtencién de la sericina.

Uno de los principales objetivos en la sericultura es la obtencion de hilos de seda, los

cuales se pueden procesar a partir de filamentos continuos, o bien como fibra corta, para



ésta Ultima se utilizan los capullos defectuosos. Para lograr ésto se requiere de diferentes

procesos, como se observa en la Figura 2 (Cifuentes, 1998; Pescio et al., 2009).

Durante el proceso de transformacion de la seda se obtienen subproductos y residuos
tales como capullos de rechazo (perforados, dobles, deformes, con puntas finas,
manchados), las hebras (borra e hilaza), pupa o crisalida, aguas desengomadas, entre otros;
desaprovechandolos casi en su totalidad debido a sus bajas propiedades, alto contenido de

impurezas y al desconocimiento de su potencial comercial (Pescio et al., 2009).

DESBORRE: La borra es una fibra de seda laxa que
mantiene amarrados los capullos a una estructura de
sosten. Como esta fibra no es devanable, se debe retirar
en el mismo lugar de la cosecha.

SECADO DE LOS CAPULLOS: Se realiza para
sofocar a los gusanos. La temperatura inicial es de 110 a
115 °C y va descendiendo hasta llegar en la etapa final a
55 - 60 °C.

DEVANADO DEL _CAPULLO: Aqui se obtienen las
madejas de seda cruda. En esta etapa los capullos se
sumergen en agua caliente, donde la sericina se ablanda

y permite tomar el filamento a ser devanado.

DESCRUDE O DESENGOMADQO: En esta etapa se
elimina la sericina y demés contaminantes naturales o
adquiridos durante el proceso de obtencién de la seda. @

PROCESOS, TINTOREOS Y ACABADOS: Segun el
destino del producto final, la seda puede blanquearse,
para luego colorear, ya sea con tinturas quimicas o de
origen natural.

Figura 2. Proceso de obtencion del hilo de seda (Pescio et al., 2009).

En el transcurso de la obtencion de la seda hay dos etapas en las cuales se remueve la
sericina, la primera es el devanado y la segunda es el desengomado. En la primera etapa el
agua se mantiene a una temperatura de 50-60 °C solubilizando alrededor del 1-3% de la
sericina presente en el capullo. Durante el desengomado se remueve de manera parcial o

total esta proteina; esto depende del uso final de la seda y de las propiedades que se le



quiera aportar al producto final, como brillo, suavidad o resistencia. Es comun dejar la
sericina en la seda hasta que esté lista para tefiir.

El desengomado se realiza con dos propositos: a) eliminar el contenido de sericina y b)
eliminar los reactivos afiadidos y la suciedad recogida en los procesos previos (Menezes,
2009). Anteriormente esta actividad se realizaba solo con el objetivo de eliminar esta
proteina, sin embargo, el sector de la produccién de la seda esté investigando actualmente
procesos de extraccion que permitan la recuperacion de la sericina para su posterior uso en
el desarrollo de productos de alto valor afiadido (Zuge et al., 2015).

El desengomado es considerado como un proceso en el cual se da la division de los
enlaces peptidicos de la sericina, ya sea por el uso de enzimas como las proteasas, quimicos
como &cidos débiles y alcalis, y agua a alta presion. Debido a que el método quimico tiende
a deteriorar las propiedades gelificantes y mecanicas de la sericina y la extraccion
enzimética limita su aplicacion, el método de agua caliente/agua a altas presiones ha
cobrado gran interés, ya que permite obtener una sericina sin agentes contaminantes
(agentes quimicos) ni impurezas. La extraccion con agua a altas temperaturas normalmente
se realiza en un autoclave durante periodos de tiempos largos (minimo 30 min) con
temperaturas superiores a 100 °C, donde la mayoria de investigaciones se desarrollan a
120 °C por mas de 2 h (Lamboni, Gauthier, Yang, y Wang, 2015; Menezes, 2009; Zige et
al., 2015).

1.3.4. Caracteristicas y estructura de la sericina.

La sericina es un tipo de proteina hidrosoluble y de estructura globular compuesta
principalmente por p-hoja y espiral al azar (Cenis, 2008). Esta proteina contiene
propiedades fisicas y biologicas, tales como: la actividad antibacterial y antimicrobiana, la
proteccién a la radiacion solar ultravioleta (UV), la facilidad para la absorcion y liberacion
de humedad, la inhibicion de la actividad de la tirosina y de la cinasa, la actividad celular,
las propiedades anticoagulantes y anticancerigenas, ademas, promueve el crecimiento

celular y sirve como cicatrizante (V. R. Silva, Ribani, Gimenes, y Scheer, 2012).



El peso molecular de la sericina oscila desde 40 a 400 kDa en el caso de la sericina
extraida del capullo, y de 80 a 310 kDa la sericina que se obtiene directamente de la
glandula del gusano (seda liquida) (Tao, Li, y Xie, 2005). Cuando esta proteina se
solubiliza en un disolvente polar o se hidroliza en soluciones &cidas-alcalinas o se
degradada por una proteasa; el tamafio de sus moléculas resultantes depende de factores
tales como la temperatura, el pH y el tiempo de procesamiento (Y.-Q. Zhang, 2002).

La sericina cuenta con un 45,8% de hidroxiaminoacidos, un 42,3% de aminoacidos
polares y un 12,2% de aminoacidos no polares (Shaw y Smith, 1951; Voegeli, Meier, y
Blust, 1993; Y.-Q. Zhang, 2002), los cuales estan repartidos en 18 aminoé&cidos, siendo los
mas importantes la serina (32%), &cido aspartico (18 %), glicina (16%), treonina (10%) y
prolina (Mahesh N Padamwar, Pawar, Daithankar, y Mahadik, 2005). Posee fuertes cadenas
laterales polares como grupos hidroxilo, carboxilo y amino, lo que permite su féacil
reticulacion, copolimerizacion y la mezcla con otros polimeros para producir materiales
biodegradables con propiedades mejoradas (Ahn, Choi, Lee, Nahm, y Cho, 2001; Nagura,
Ohnishi, Gitoh, y Ohkoshi, 2001). Debido a que el 70% de sus aminoacidos son
hidrofilicos, esta proteina es parcialmente soluble y tiene la capacidad de absorber grandes
cantidades de agua (Wu, Wang, y Xu, 2007).

De acuerdo a su solubilidad puede ser clasificada como sericina A, sericina B, y sericina
C. La sericina A es la capa més externa y es la mas soluble en agua caliente, contiene
alrededor de 17,2% de nitrogeno y aminoacidos como serina, treonina, glicina, y &cido
aspartico. La sericina B es la capa intermedia y contiene 16,8% de nitrégeno. Por Gltimo, la
sericina C es la capa mas interna, es adyacente a la fibroina y es insoluble en agua caliente;
se puede extraer de la fibroina mediante tratamientos con &cido caliente diluido o con
soluciones alcalinas; contiene azufre y un 16,6% de nitrogeno (M. N. Padamwar y Pawar,
2004; Sprange, 1975)

Algunos estudios han sugerido que la sericina nativa posee una region amorfa y una
region cristalina. La region amorfa posee una estructura de espiral al azar (63%) y es la
principal conformacion molecular de la sericina facilmente soluble, mientras que la region
cristalina de la sericina es denominada B-hoja (35%) y es més dificil de disolver (Dash,

Ghosh, Kaplan, y Kundu, 2007). Estos estudios también muestran que a una menor



temperatura, las moléculas de sericina presentan una mayor estructura de -hoja que de
espiral al azar, y caso contrario ocurre a altas temperaturas (Ayub Haider, Arai, y
Hirabayashi, 1993; M. Tsukada, 1980). Estos cambios se deben a que las altas temperaturas
degradan las B-hoja, aumentando la solubilidad de la sericina en agua caliente (Kundu,
Dash, Dash, y Kaplan, 2008), la cual es reversible cuando se alcanzan nuevamente bajas
temperaturas. Se ha reportado ademés que la continua absorcion de humedad genera una
estructura molecular mas densa y con mayor cristalinidad, ocasionando la reduccion en la

solubilidad de la sericina (M. N. Padamwar y Pawar, 2004).

1.3.5. Propiedades de la sericina.

Gelificantes. EI mecanismo de gelificacion es el auto-ensamblaje de las cadenas
proteicas en los cristales B-hoja fisicamente reticulados. Las tensiones de cizallamiento o
algunos disolventes organicos, pueden inducir la formacion de estructuras cristalizadas
insolubles (R. Silva et al., 2016). Cuando una solucion de sericina se solubiliza en agua
caliente y posteriormente la temperatura disminuye, la estructura de espiral al azar (amorfa)
se convierte en B-hoja (cristalina), dando como resultado la formacion de un gel (Huddar,
1985; Liangjun, Juming, y Youlu, 1998). La transicion de espiral al azar a -hoja también
se puede dar por la continua absorcion y desorciébn de humedad (en condiciones
higroscopicas). Estos cambios son reversibles, por ejemplo, la estructura B-hoja puede
volver a su estado de solucion por calentamiento en agua a 50-60 °C y nuevamente gelificar
al enfriarse (P. Aramwit, Siritientong, y Srichana, 2012; Jun, Mitsuo, y Kiyoshi, 1996; K.,
1980). Esta transicion de estado de sol-gel es una caracteristica de la sericina que la
diferencia de la fibroina (S. J. Kim, 2007).

Antioxidante. La sericina funciona como una barrera de proteccion del capullo de seda y
del gusano contra agentes externos mediante su actividad antioxidante, previniendo el
estrés oxidativo, inhibiendo la actividad tirosinasa y la peroxidacién lipidica (Norihisa et
al., 1998). Dicha actividad antioxidante proviene de su naturaleza proteica, debido a su
composicion en aminoacidos; también se debe a la presencia de carotenoides y compuestos

fenodlicos como los flavonoides, que ejercen un efecto antioxidante mediante varios



mecanismos: previene la descomposicion de compuestos lipidicos, se une a metales
volviéndolos inactivos (quelante de metales), y bloquea las especies reactivas como el
oxigeno singlete (Miguel, 2014).

Emulsificante: Las propiedades emulsionantes de la sericina se relacionan con la
presencia de aminodcidos hidrofilos (mayor afinidad con una fase acuosa) e hidréfobos
(mayor afinidad con fases oleosas), lo cual le da la capacidad de actuar como un agente
tensoactivo en las soluciones compuestas de dos fases (agua/aceite). Asi, la presencia de
estos dos grupos de aminoacidos ayuda a disminuir la tension interfacial y estabilizar la
fase dispersa impidiendo la coalescencia de la emulsidn. La interaccion entre las fases de la
solucién dependeré de la concentracidn, distribucion y de la naturaleza predominante de los
aminoacidos dentro de la estructura de la proteina (hidrofilica/hidrofébica) (Boom, 2008;
Zuge et al., 2015).

1.3.6. Aplicaciones de la sericina.

Las aplicaciones de la sericina abarcan desde cosméticos hasta productos biomédicos,
incluyendo su uso en medicamentos contra el cancer, anticoagulantes y aditivos de cultivo
celular (ver Tabla 1). Puede ser incorporada en diferentes presentaciones tales como
granulos, gel, solucién, peliculas, entre otros. Los estudios realizados en los Gltimos afios
han demostrado su potencial en las industrias biomédicas y farmacéuticas en paises como

Italia, Estados Unidos, China, Austria, Japon y Romania (Kundu et al., 2008).

La aplicacién final de la sericina estd relacionada con la técnica de
recuperacion/extraccion (P. Aramwit et al., 2012), y por su peso molecular. Por ejemplo, la
sericina de alto peso molecular (superior a 20 kDa) es adecuada para la fabricacion de
biomateriales y membranas, mientras que la de bajo peso molecular (menos de 20 kDa) es
adecuada para cosméticos como productos de cuidado de la piel y medicamentos (Capar,
Aygun, y Gecit, 2008). Para el campo de los cosméticos la sericina a usar requiere de una
hidrolisis enzimatica (Vaithanomsat y Kitpreechavanich, 2008), mientras que solo es
necesaria una nano-filtracion para su aplicacién en biomateriales y en alimentos (Capar et
al., 2008).



Tabla 1.

Aplicaciones de la sericina

Propiedades

Reconocida por la FDA como ingrediente apto para uso en alimentos. El polvo de proteina de seda
se encuentra dentro de la lista “Generally Recognized as safe - GRAS”. La principal caracteristica
por la que se plantea el uso de la sericina como ingrediente funcional, es su capacidad
antioxidante. Ademas, la literatura ha reportado que esta proteina actla de manera sinérgica
durante la absorcion intestinal de diversos minerales como el hierro, el zinc, el magnesio y el
calcio, lo que podria proponer su uso en alimentos fortificados o suplementos alimenticios.

Se ha estudiado la obtencidon de los péptidos de sericina, con el fin de mejorar su propiedad como
inhibidor de la enzima tirosinasa, puesto que al disminuir el tamafio de la proteina se mejora su

§ absorcion a nivel intestinal.
S Con esta proteina se ha desarrollado productos dietarios como:
% - Tratamiento para el estrefiimiento.
é_ - Alimentos con efecto antioxidante.
08_), - Pan, vinagretas.
L
- Biofilms (P.M alrededor de 200 kDa) para revestimientos alimenticios, evitando que la humedad
y el oxigeno los dafien.
“ (Food and Drug Administrati., 2001; M. N. Padamwar & Pawar, 2004; Sasaki, Yamada, y Kato,
@ | 2000; Wu, Wang, & Xu, 2008; Zhaorigetu, Sasaki, Watanabe, y Kato, 2001)
En este campo se destacan las propiedades antioxidantes, anticancerigenas y anticoagulantes de la
é sericina, asi como aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
8 | Biofilms de sericina son estudiados principalmente para su aplicacion en productos biomédicos y
g_ suministro de farmacos. Debido a que algunos estudios realizados han observado que la sericina
& | por si sola no forma una pelicula consistente a pesar de que su peso molecular sea alto, ésta se
9 puede combinar con otros biopolimeros para proporcionar una mejor estructura a la pelicula.
= Esta proteina es aplicada en productos contra el cancer gracias a su actividad antioxidante y
8| o o . ) . . .
GE) o | antiproliferativo contra las células de cancer. Estudios han mostrado resultados contra el cancer de
'nCE) % piel y colon en ratas.
L%‘ También es usada en apositos de curacion de heridas abiertas 0 quemaduras, lentes de contacto
con permeabilidad al oxigeno, entre otros productos.
_ (Kaewkorn, Limpeanchob, Tiyaboonchai, Pongcharoen, y Sutheerawattananonda, 2012; Kundu et
E:) al., 2008; Sothornvit, Chollakup, y Suwanruji, 2010; Zhaorigetu, Yanaka, Sasaki, Watanabe, y

Kato, 2003)




Cosméticos

Propiedades

La sericina ha sido altamente estudiada en el campo de la belleza, ya que ésta posee propiedades
de biocompatiblidad, biodegradabilidad y humectabilidad, dando varios beneficios en el desarrollo
de diferentes formulaciones cosméticas, principalmente cremas y lociones. Es importante resaltar
que el peso molecular (P.M) de la sericina afecta directamente la aplicacion al tipo de cosmético
en el que se desee incorporar, convirtiendo asi el P.M en uno de los indicadores de control de
calidad para tener en cuenta a la hora de ser incorporada en productos cosméticos.

Estudios han reportado que sericina con un P.M de 30-150 kDa no puede penetrar la membrana
celular de la epidermis humana, por lo tanto, no puede ser facilmente absorbida por la piel. Un
P.M entre 12-17 kDa es adecuado para productos cosméticos para el cuidado de cabello y ufias,
mientras que una sericina con P.M entre 5-7 kDa es apropiada para aplicar a los cosméticos de la
piel, ya que este tamafio puede penetrar la membrana celular y luego ser totalmente absorbida,
ademas, con este peso molecular la sericina adquiere propiedades de proliferacion celular y efectos
inhibidores de muerte celular.

Ejemplos

Entre los productos desarrollados con presencia de sericina se encuentran algunos cosméticos
semi-oclusivos, cremas hidratantes, filtros solares, cremas antiarrugas, geles de afeitar en aerosol
de espuma, polvos para recubierto de cosméticos como los inhibidores de la dermatitis y casos de
acné, cosméticos de ufias para ayudar al fortalecimiento de la estructura de ésta y dar luminosidad;
mascarillas faciales, brillos labiales, champus y acondicionadores que mejoran la absorcion de la
humedad del aire y evitan la rotura prematura del pelo, entre otros.

Ref.

(Hideyuki Fukui-shi Fukui, Keiko Ohkawa-gun Kagawa, y Keiji Tokyo, 2006; Murugesh Babu,
2013; Naskar et al., 2014; M. N. Padamwar y Pawar, 2004; Patel y Modasiya, 2011; Sheng et al.,
2013; Terada, Nishimura, Sasaki, Yamada, y Miki, 2003; Voegeli et al., 1993)




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material

Los capullos (SSC) e hilos de seda (SSY) (Figura 3a y 3b) se obtuvieron de la
Corporacion para el Desarrollo de la Sericultura del Cauca-CORSEDA. Los capullos
fueron cortados en segmentos pequefios (aproximadamente de 0,5 cm) retirdndoles la pupa

seca y otras impurezas; de los hilos engomados se elaboraron madejas.

Figura 3. A) Capullos (pupa e impurezas retiradas del capullo). B) hilos de seda sin desengomar.

Fuente: autoria propia

2.2.  Extraccién de la proteina de sericina: desengomado

Este proceso se realizd por medio de agua caliente, haciendo uso de un autoclave marca
Labtech a una temperatura de 121 °C por 30 min, en una relacion de bafio 1:30 (w/v)
(condiciones seleccionadas a partir de la revisién bibliogréafica realizada y ensayos
preliminares). Las soluciones de sericina obtenidas del capullo (SSC) e hilo de seda (SSY)
se filtraron al vacio para eliminar impurezas y material particulado presentes en las

muestras (ver Figura 4).
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Figura 4. Proceso de extraccion de la sericina de capullos e hilos de seda. Fuente: autoria propia

2.3. Secado de las soluciones de sericina

Las soluciones de sericina obtenidas en la extraccion se sometieron a dos métodos de

secado: liofilizacion y spray drying.

2.3.1. Deshidratacion por liofilizacion.

La congelacion previa de las muestras se realizé en los recipientes del liofilizador (frasco
fast-freeze de 900 ml) utilizando nitrégeno liquido. 200 mL de cada solucién de sericina
congelados se llevaron a un procedimiento de deshidratacion durante 72 h, (SSC y SSY)
(ver Figura 5), utilizando un equipo marca Labconco, cuya temperatura del condensador y
presion fueron -82 °C y 0,023 mbar respectivamente. Las condiciones descritas fueron

elegidas por los resultados de pruebas preliminares.
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Figura 5. Proceso de deshidratacion por liofilizacion. Fuente: autoria propia

2.3.2. Deshidratacion por spray drying.
Este proceso se realiz6 como muestra la

Figura 6. Se utilizé un equipo marca BUCHI (B 290), donde 900 mL de cada solucion de
sericina (SSC y SSY) se bombearon en la camara de secado con un caudal de 6,3 mL/min,
una temperatura de entrada de 160 °C y una de salida de 70 °C, con un flujo de aspersién
de 40 m*/h.
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Figura 6. Proceso deshidratacion por spray drying. Fuente: autoria propia
2.4.  Caracterizacion de la proteina

A las muestras de sericina provenientes de la fase anterior, se les realizaron las siguientes

pruebas de caracterizacion:

2.4.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Los espectros FTIR se analizaron usando un espectrofotémetro Nicolet 6700 Series, con
el fin de obtener informacion sobre la estructura de la proteina. El equipo cuenta con una
ventana de diamante montada en un soporte de carburo de tungsteno con un area de
muestra de aproximadamente 0,5 mm?. Para cada muestra se realizaron 64 barridos a una
resolucion de 4 cm™ y una longitud de onda a 4000- 400 cm™. Se realizé una
deconvolucion en la region de la amida | (1600-1700), utilizando el software Origin 6.0,

efectuando una suavizacién de Savitzky-Golay con 7 puntos y formas de curvas gaussianas.



2.4.2. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La morfologia de la superficie de las muestras SSC y SSY obtenidas fue observada
utilizando un microscopio electronico de barrido en alto vacio con un detector de electrones
secundarios (marca JEOL JSM-6490LV). Antes de la observacién se realizd un
recubrimiento delgado en oro utilizando un equipo marca DENTON VACUUM Desk 1V,
hasta lograr un espesor aproximado de 7 nm. Posteriormente las muestras fueron fijadas en
una cinta de grafito. El voltaje de aceleracion para la imagen fue 20 kV. Las imagenes

fueron capturadas con unas ampliaciones de 500x, 1000x, 2000x y 5000x.

2.4.3. Andlisis termogravimétrico (TGA).

El analisis del comportamiento térmico de las muestras se llevé a cabo en una balanza
termogravimétrica marca Mettler Toledo TGA Q500, donde los termogramas se obtuvieron
bajo una atmosfera inerte de nitrdgeno, con una velocidad de gas de 50 mL/min y una
velocidad de calentamiento constante de 10°C/min, con un rango de temperatura de 30 a
800 °C.

2.4.4. Solubilidad en agua caliente.

El calculo del indice de solubilidad, se realizd por medio de una adaptacion del método
dado por Anderson (1982) y Phoungchandang y Sertwasana (2010). Se pesaron
aproximadamente 25 mg de cada muestra seca (SSC y SSY) en tubos Falcén afiadiendo
10 mL de agua destilada a cada uno, éstos se calentaron a tres temperaturas diferentes (30,
60 y 90 °C) por 30 min. Transcurrido este tiempo las muestras se centrifugaron a 6000 rpm
durante 15 min. Posteriormente, se separ0 el sobrenadante del precipitado, llevando el
primero de ellos a un horno de conveccion forzada marca Maxthermo a una temperatura de
35 °C por 24 h hasta alcanzar peso constante. El calculo de la solubilidad en agua de la

sericina se realizo utilizando la Ecuacion 1. Este analisis se realizo por triplicado.

W3-W2 (1)

Solubilidad en Agua (%) = T 100




Donde: W1 = Peso de la muestra seca en polvo (mg)
W?2 = Peso de la capsulas (g)

W3 = Peso de la capsula con el sobrenadante seco (g)

2.4.5. Color.

La medicion del color se efectud en un espectrofotdmetro portatil de esfera X-rite serie
SP60. Se utilizo el sistema colorimétrico CIELAB (ver Figura 7), el cual se basa en el

modelo de los colores opuestos, definiendo cada color a partir de las coordenadas:
L*: luminosidad, toma valores desde O (negro) hasta 100 (blanco)
a*: cromaticidad, dando verde (-60) a rojo (+60)
b*: cromaticidad, de azul (-60) a amarillo (+60)

Se tom6 como estandar de referencia la carboximetil celulosa de sodio (CMC) para el
analisis de la percepcion del color a los ojos humanos, ya que este aditivo es uno de los mas

comunes en la industria de alimentos.

Negro

Figura 7. Sistema CIELAB. Fuente: (Ramirez-Navas, 2010)



Los resultados se expresaron como promedios aritméticos, con los cuales se calculé la
diferencia cromatica (AE, Ecuacién2) y el indice de amarillo/azul (1A) y blancura (IB)
mostrados en la Ecuacion 3. Estos indices se calculan empleando las ecuaciones reportadas

por (Ramirez-Navas, 2010), donde:

AE = J (AL;0)? + (Aass)? + (Abis)? @)

IA = 142.86 (’Z—) o

IB =100 — \/(100 —L)2 4+ a*? + b*?

2.4.6. Punto isoeléctrico (P.I).

Se realiz6 una adaptacion del método de Gongalvess et al (1997), por tanto la sericina
deshidratada por ambos métodos se solubiliz6 a 90 °C (de acuerdo a resultados obtenidos
en la prueba de solubilidad). Las soluciones obtenidas se centrifugaron a 6000 rpm por
15 min y se separaron los sobrenadantes del sedimentado. Luego se tomaron 6 alicuotas
para llevarlas a diferentes pHs desde 6,0 hasta 3,5 a intervalos de 0,5 unidades de pH (de
acuerdo a ensayos preliminares). Luego de ajustar estos valores de pH, las muestras se
centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones. Los sobrenadantes obtenidos
después de la centrifugacion se recuperaron para determinar el porcentaje de proteina de

cada alicuota por medio del método de Biuret.

El reactivo de Biuret se prepard de la siguiente manera: se disolvié 3,8 g de CuSO,4 5H,0
y 6,79 NaEDTA en 700 mL de H,0. Mientras se agit6 se adicionaron 200 mL de NaOH
5N vy luego 1 g de KI como estabilizante. La solucion obtenida se guardd en un frasco de

plastico.

Para la determinacion del punto isoeléctrico por el método de Biuret se realiz6 una curva
de calibracion utilizando una solucion patron de proteina (sericina comercial marca

SIGMA), teniendo en cuenta las indicaciones de la Tabla 2.



Tabla 2
Cuantificacion de proteinas por el método de Biuret (Beltrdn Sanchez, 2010).

Estandar (20 mg/mL H,0 R. Biuret

UEIEOS (n(1L) Jme) (mL) (mL)
Blanco 0 1 10
1 0,25 0,75 10

2 0,5 0,5 10

3 0,75 0,25 10

4 1 0 10
SSC 1 0 10
SSY 1 0 10

Las soluciones preparadas en el tubo para el desarrollo del color se dejaron en reposo por
30 min a temperatura ambiente. Luego se leyé la absorbancia del blanco a 550 cm™ para
ajustar el 100% de transmitancia o el 0,0 de absorbancia.

2.4.7. Contenido de proteina.

El contenido de proteina se realiz6 por el método Kjeldahl, el cual estd compuesto por 3
fases: Digestion, destilacion y titulacion, cada una de las cuales se lleva a cabo en un

equipo diferente.

Para la etapa de la digestidn se pes6 de 0,5 a 1,0 g de muestra, el pesaje de la muestra se
realizé en papel filtro sin contenido de nitrdgeno. Esta etapa se realiz6 por triplicado. La
destilacion se llevo a cabo en un equipo marca Velp scientifica UDK 149, utilizando 30 mL
de agua, 80 mL de acido bérico, 100 mL de NaOH y un tiempo de ciclo de destilacion de 6
min. Posterior a esto se realizo la titulacion con HCI estandarizado. Con base a los datos

obtenidos se calcul6 el porcentaje de nitrogeno en las muestras utilizando la Ecuacion 4.

V(L de HCI consumidos)*M(molaridad del HCl estandarizado)*14+100
peso de la muestra (g)

Nitrégeno (%) =

(4)



Para determinar el porcentaje de proteina de las muestras se saca el promedio del
porcentaje de nitrégeno de las muestras y se multiplico por el factor 6,25 como se muestra

en la Ecuacion 5, esta prueba se realizo por triplicado.

Contenido de proteina (%) = %nitrogeno * 6,25 ®)

2.4.8. Capacidad de hinchamiento (CH).

Se determin6 midiendo el volumen que gana la muestra después de alcanzar un equilibrio
con un exceso de agua. Se pesaron aproximadamente 0,5 g de muestra deshidratada
(SSY/SSC) en una probeta graduada midiendo el volumen inicial (V;), los cuales se
hidrataron con 10 mL de agua destilada. Posteriormente, las muestras se dejaron en reposo
durante 24 h a temperatura ambiente y posterior a esto se medio el volumen final (V5) de la
muestra. Los resultados se expresan como mL de agua/g de sericina.

2.4.9. Capacidad de adsorcion de lipidos (CAL).

Se midié como la capacidad de retencion de aceite. Se pesaron aproximadamente 0,5 g de
muestra deshidratada (SSY/SSC) y se vertieron en un tubo Falcon, al cual se adicionaron
10 mL de aceite. Las muestras se dejaron en reposo durante 24 h. Pasado este tiempo se
centrifugaron a 4000 rpm por 20 min. El sobrenadante obtenido se decantd y se peso el

precipitado. La adsorcion de lipidos se expresa como g aceite/g de sericina.

2.4.10. Capacidad de retencion de agua (CRA).

Se determin6 después de centrifugar el residuo insoluble en agua. Se pesaron
aproximadamente 0,5 g de muestra deshidratada (SSY/SSC) en un tubo Falcon y se
adicionaron 10 mL de agua destilada, se dejaron en reposo durante 24 h, luego de las cuales
se centrifugd a 4000 rpm por 20 min, el sobrenadante se decant6 y se peso el precipitado.

La retencion de agua es medida como g agua/g de sericina.

Todos los analisis de caracterizacion funcional se realizaron por triplicado.



2.5.  Andlisis estadistico

Para los resultados de las pruebas CRA, CAL, CH, contenido proteico y solubilidad, se
realiz6 un andlisis de varianza (one-way ANOVA) utilizando Statgraphics, con el fin de
determinar la existencia de diferencia estadisticamente significativa entre los valores
obtenidos para cada variable respuesta con respecto a las fuentes de extraccion (capullos e
hilo) y a los métodos de deshidratacion utilizados (liofilizacion y spray drying). A partir del
calculo de la ANOVA, se obtuvo el grafico que permite observar la media y los intervalos
correspondientes para cada nivel, lo que facilita la identificacion de los grupos
estadisticamente iguales o diferentes. Se trabajé con un nivel de confianza del 95%.

2.6.  Andlisis general del uso de la sericina en alimentos

Segun los resultados obtenidos en las pruebas de caracterizacion, se realizé un analisis
desde el punto de vista de una potencial incorporacion de la sericina deshidratada bajo las

dos técnicas utilizadas a diferentes matrices.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuaciéon se presentan los resultados alcanzados en esta investigacion, permitiendo
realizar un analisis de comparacion de las caracteristicas obtenidas por los materiales de
extraccion y los dos métodos de deshidratacion. Se utilizd la siguiente nomenclatura: SSC
(silk sericin cocoon) y SSY (silk sericin yarn) donde los subindices muestran el método de

deshidratacion realizado a la muestra (L: liofilizacion y S: spray drying).

3.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

En las Figura 8a y 8b se observan los espectros de las muestras SSC y SSY secadas por
liofilizacion y por spray drying. Para ambas muestras se evidencia la presencia de
vibraciones de los picos caracteristicos de los grupos amida en las proteinas: la amida A 'y
B (3000-3500 cm™), relacionadas con el estiramiento de los enlaces de N-H que se solapan
con los residuos de aminoacidos hidroxilados (OH), tales como serina y treonina (Teramoto
& Miyazawa, 2005). La amina | (1600-1700 cm™) representa el estiramiento de los enlaces
C=0, los cuales estan involucrados con la cadena principal de los polipéptidos y por lo
tanto son mas sensibles a la estructura secundaria y orientacién molecular de la proteina; la
amida 11 (1504-1582 cm™) est4 asocia con el estiramiento de los enlaces C-N (18-40%) y la
deformacién de los enlaces N-H. Por tltimo se encuentra la amida 111 (1200-1300 cm™) que
se asocia a los mismos enlaces que la amida Il (Pornanong Aramwit, Damrongsakkul,
Kanokpanont, y Srichana, 2010; Choudhury y Devi, 2016; Tretinnikov y Tamada, 2001,
Wasan y Prasong, 2011).
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Figura 8. FTIR de la sericina extraida de hilos (SSY) y capullos (SSC) de seda, deshidratados por:
a) liofilizada y b) spray drying. Fuente: autoria propia

Para SSC| y SSY|, se pudo evidenciar que ambas muestras presentan picos principales
que pertenecen a una estructura p-hoja, ya que la amida I se encuentra ubicada a 1623,77 y
1621,84 cm™, la amida Il a 1522,52 y 1519,63 cm™, y la amida 111 a 1241,93 y 1240 cm™
respectivamente, los cuales de acuerdo a la literatura se relacionan con la presencia de
dicha estructura. Kim et al (2012) presentan en su investigacion los mismos resultados,
donde obtienen una sericina liofilizada con una estructura predominante B-hoja, y
observaron que para lograr un cambio de estructura a espiral al azar pueden agregar
lio-protectores, lo cual favorece la solubilidad de las muestras (Pornanong Aramwit,
Damrongsakkul, et al., 2010; M. K. Kim et al., 2012; Rajkhowa, Wang, Kanwar y Wang,
2011; Tretinnikov y Tamada, 2001).

En cuanto a las muestras SSCs y SSYs, el pico principal para la amida Il en ambas
muestras se presentd a 1516,05 cm™ y para la amida 11l se observaron a 1236,37 cm™ y
1238,30 cm™ respectivamente, donde la estructura predominante en ambas es la p-hoja. Las
vibraciones de la amida I se observaron a 1641,41 cm™ para la muestra de SSC cuyo pico
sobresaliente tiende a una estructura de espiral al azar; y para SSY este pico se observé a
1637,56 cm™, que esta relacionado con la estructura B-hoja (Tretinnikov y Tamada, 2001;
H. Zhang et al., 2011).



Teniendo en cuenta que para determinar la estructura secundaria de una proteina los
picos de referencia son los relacionados a la amida I (1600-1700cm™), debido a que surgen
principalmente de la vibracion del estiramiento de C=0 (Gupta, Agrawal, Chaudhary,
Gulrajani, y Gupta, 2013; Tretinnikov y Tamada, 2001), se realizd un analisis cuantitativo
de esta region mediante una deconvolucion a fin de determinar la estructura predominante

obtenida en ambas muestras (SSC, SSY) y métodos de deshidratacion.

En la Figura 9 se pueden observar los picos encontrados en la deconvolucion de la region
amida I. Para cada curva se realizo un analisis inicial con 20 picos principales, los cuales
solo se encontraron en el método de secado por liofilizacion, y de los cuales solo 11 se
ajustaron a la curva. Por otro lado, en el método de spray drying se encontraron 10 picos
para SSY y 7 para SSC, los cuales se lograron ajustar a la curva. En la Tabla 3 se presenta

el ajuste que presentd a cada una de las muestras deconvolucionadas.
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Figura 9. Deconvolucién de la regién amida | (1600-1700 cm™) de las muestras SSC y SSY, deshidratadas por:
a) Liofilizacion y b) Spray drying. Fuente: autoria propia



Realizando el ajuste y el analisis, se logrd obtener los porcentajes de las estructuras
presentes en la region de la amida | para ambas muestras y métodos, datos reportados en la
Tabla 3, en la cual se observa que SSC_ y SSY| presentan una estructura predominante de
B-hoja en un porcentaje muy similar de 39,64% y 39,50%, sin embargo, se presenta una alta
variabilidad con respecto a la cantidad de las demas estructuras (espiral al azar, a-hélice y
giros). En el caso del método de secado por spray drying se evidencia que la estructura
predominate es la de espiral al azar. Para el caso de la muestra SSYs, cuyo analisis
realizado de manera general en la amida | se relacionaba con un pico principal dentro del
intervalo B-hoja (1600-1640) (M. K. Kim et al., 2012), luego de realizar la deconvolucion
se encuentra que su estructura predominante es la de espiral al azar. Para las muestras
deshidratadas por spray drying se presenta una leve diferencia en las demas estructuras, a

diferencia de lo encontrado en las muestras deshidratadas por liofilizacion.

Tabla 3
Porcentajes de estructuras en SSC y SSY, en ambos métodos

% Cantidad de estructura

SSYL SSCL SSYs SSCs
Cadenas laterales 0,24 0,00 0,00 0,11
B-hoja 39,64 39,50 26,39 22,24
Espiral al azar 30,59 20,08 42,37 47,90
a-hélice 7,74 6,57 7,99 0,00
Giros (Turns) 21,79 33,85 23,25 29,75
Ajuste de curva (R?) 0,9989 0,9995 0,9999 0,9998

*Subindice L: liofilizacion; subindice S: spray drying

Con estos resultados se determina que dependiendo del proceso de deshidratacion
utilizado se puede favorecer la conformacion de algunas estructuras; al igual que alterar la
conformacién molecular intrinseca de la sericina obtenida de los capullos e hilos de seda.

Kim et al (2012), comentan que el proceso de eliminacion de agua en la liofilizacion puede



provocar cambios en la estructura secundaria y/o terciaria de la proteina y dado que la
estructura tridimensional inherente de la proteina define la actividad de ésta, cualquier
cambio puede causar la pérdida de propiedades o generar comportamientos diferentes (M.
K. Kim et al., 2012).

De acuerdo a los resultados observados, las estructuras a-hélice se presentan en menor
proporcion en el capullo que en el hilo, no presentandose en SSCs. Este comportamiento
corrobora los resultados encontrados por Lizuka (1969), citado por Mondal, Trivedy, y
Kumar (2007), donde se plantea que la sericina extraida de la seda liquida y de capullos de
seda, tienen una estructura espiral al azar, con 5-10% de estructura B-hoja y ninguna
a-hélice. Igualmente, esto fue observado por Komatsu (1975), el cual dice que una solucion
acuosa de sericina muestra la estructura espiral al azar y la B-hoja, pero carece de a-hélice.
Por otro lado, estudios realizados por Tsukada 1983 (citado en Mondal et al 2007), indican,
basados en el andlisis del espectro de dicroismo circular, que la sericina extraida de seda
liquida durante 45 min con agua caliente, contiene una pequefia fraccion (10%) de a-hélice
(Mondal, Trivedy, y Kumar, 2007), lo cual corrobora lo encontrado en la deconvolucion de
la regién amida | de las muestras analizadas en esta investigacion y muestra que el

desengomado puede propiciar la aparicién de esta estructura.

3.2.  Microscopia electronica de barrido (SEM)

En la Figura 10 se observa la morfologia de la sericina extraida de capullo e hilo de seda
por ambos métodos de deshidratacion, dando como resultado una diferencia significativa
entre la estructura obtenida por ambos métodos, mas no entre las dos materias primas

utilizadas.

En la Figura 10a se observan las muestras de SSC_ y SSY|, las cuales presentaron una
estructura amorfa y porosa, percibiendo la configuracion de SSC mas gruesa y concentrada
que SSY. Esta diferencia puede ser debido a que esta Ultima ha pasado por varios
tratamientos durante el proceso de obtencion de la seda, durante los cuales se pueden

eliminar algunas sustancias presentes en la seda como son carbohidratos, ceras y pigmentos



(Capar et al., 2009), que podrian alterar la formacién de los cristales durante el proceso de
congelacion de la muestra. De acuerdo con Mosharraf, Malmberg, y Fransson (2007), el
método de secado por liofilizacion genera una estructura amorfa o parcialmente amorfa,
aumentando la estabilidad de la proteina, reduciendo asi su movilidad y reactividad, y por

tanto las interacciones proteina-proteina (Mosharraf, Malmberg, y Fransson, 2007).
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Figura 10. SEM de sericina deshidratada por los métodos: 10a) liofilizacion y 10b) spray drying.
Donde: | y 111 son de hilo, 11'y IV son capullo. Fuente: autoria propia



En cuanto a la morfologia presentada por el método de deshidratacion por spray drying,
observada en la Figura 10b, se evidencio una aglomeracion de las particulas en polvo, y una
formacion de esferas concavas de diferentes tamafios, que en el caso del capullo van desde
1,75 hasta 3,98 u y entre 1,53 a 6,00 4 para el hilo. Estos tamafios son similares a los
reportados por Genc, Narin, y Bayraktar (2009), quienes estimaron las caracteristicas del
polvo de sericina obtenido por spray drying a distintas condiciones de concentracion de la
proteina (10 y 30% (w/w)), de temperatura de entrada de aire (120 y 160 °C) y de la
velocidad de flujo (1,25%x107 y 2,5x107 m?3/s). Los resultados de su investigacion
mostraron que el tamafio de particula obtenido depende de la velocidad de flujo de solucion
alimentada al equipo y de la concentracion de la proteina en la solucion, ademas, indican
que la temperatura no tiene ningun efecto sobre el tamafio y morfologia de las particulas,
adicionalmente ellos reportan que la aglomeracion de las particulas esta relacionada con el

contenido de humedad de las muestras (Genc, Narin, y Bayraktar, 2009).

Gulrajani, Purwar, Prasad, y Joshi (2009), muestran en su estudio una morfologia similar
a las obtenidas en este informe, donde ellos compararon las propiedades estructurales y
funcionales del polvo de sericina secado por spray drying, obteniendo la proteina a partir de
diversos métodos de desengomado tales como: el HTHP (autoclave/agua caliente), alcalino
y el jabon alcalino, purificandolos por la tecnologia de filtracion por membrana. Ellos
describieron que el polvo de la sericina obtenido por HTHP muestra “formas esféricas
colapsadas, abolladuras de diferentes profundidades y tamafos, al igual que presentan una
superficie de aspecto liso”, finalmente explican que la estructura colapsada de las particulas
es consecuencia de la evaporacién rapida del agua interna, dejando una concentracion de
gotas, las cuales tienden a formar abolladuras (Gulrajani, Purwar, Prasad, y Joshi, 2009).
Asi mismo Chollakup, Smitthipong, Mougin, y Nardin (2015), reportan que una mayor
parte de las particulas de la sericina en polvo obtenidas por medio de agua caliente, se
parecen a unas esferas huecas que estan encogidas, lo cual establecen como resultado de la
preparacion de la muestra, adicionalmente reportan que las esferas de sericina en polvo
obtenida manejan una gran distribucion de tamafio (Chollakup, Smitthipong, Mougin, y
Nardin, 2015).



Se puede deducir que la técnica de deshidratacion y sus variables, influyen
significativamente en la morfologia y tamafio de las particulas obtenidas, y esto a su vez en

las diferentes propiedades y comportamiento de la proteina.

3.3.  Analisis termogravimétrico (TGA/DTG)

En la Figura 11 se observan las curvas obtenidas en el TGA para las muestras SSC y SSY
deshidratadas por liofilizacion y spray drying. Los resultados muestran un comportamiento
térmico similar entre las muestras SSC y SSY secadas por spray drying, caso contrario para
las muestras deshidratadas por liofilizacion, donde se evidencia una pérdida de peso
levemente mayor para la SSC.
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Figura 11. TGA y DTG de la sericina extraida de hilos (SSY) y capullos (SSC) de seda, deshidratada por
los métodos: a) liofilizacidn y b) spray drying. Fuente: autoria propia



El TGA muestra una primera pérdida de peso a una temperatura entre 50-110 °C para
SSC y SSY por ambos métodos de secado. Para las muestras liofilizadas se presentd una
pérdida de peso inicial entre 7-9% y de 6-8% para las muestras deshidratadas por spray
drying; esta péerdida se atribuye a la evaporacion de agua remanente que contienen aun las

muestras.

En Figura 1la se observa como las muestras SSC, y SSY| presentan un rango de
temperatura de degradacién aproximadamente entre los 195-460 °C y 210-425 °C, donde se
presenta una pérdida de peso de 54% y de 52% respectivamente. Por otro lado, el método
de secado por spray drying mostré un intervalo de temperatura de degradacién entre
217-437 °C para SSCs y 219-421 °C para SSY, en los cuales se evidencia una pérdida de
peso de 57% y de 51% respectivamente (ver Figura 11b). La degradacion de estas muestras
esta relacionada con la eliminacion de compuestos volatiles, seguido de la degradacion de
las cadenas laterales de los aminoacidos y la ruptura de los enlaces peptidicos, dandose
posteriormente una degradacion casi completa de la sericina a temperaturas
aproximadamente de 480 °C (Chollakup et al., 2015; Ho, Wang, y Lau, 2012; Khan,
Tsukada, Zhang, y Morikawa, 2013; X. Zhang, Khan, Yamamoto, Tsukada, y Morikawa,
2012).

En las curvas DTG se observa que la muestra SSC presenta una mayor velocidad de
degradacion con una temperatura maxima de 287 °C, comparada con SSY (312 °C) y con
las muestras SSCs (316 °C) y SSYs (320 °C), donde estas ultimas muestras son las de
menor velocidad. También se evidencia que todas las muestras presentan tres picos
principales de degradacion, siendo més notables en el caso de las muestras liofilizadas,
donde SSC_ y SSY_ presentan picos a 226, 287 y 361°C y 232, 312 y 372 °C
respectivamente. Para las muestras SSCs y SSYs estos picos se encuentran a 267, 316 y
390 °Cya 273,320y 375 °C.

Segun lo reportado por Choudhury y Devi (2016), la degradacion de la estructura B-hoja
se da por encima de los 200 °C, lo cual, como ellos explican basados en estudios por
calorimetria diferencial de barrido, ocurre luego de que la muestra experimenta una

temperatura de transicion vitrea (190-200 °C), donde se da una transformacion de la fase



amorfa a una cristalina (Choudhury y Devi, 2016). Por otro lado, Nagura et al (2001),
informan que la fibroina tiene cambios estructurales al ser inducida a tratamientos térmicos,
observando que la estructura o-hélice se debilita repentinamente por encima de los 190 °C,
y aproximadamente a una temperatura de 220 °C la estructura espiral al azar comienza a
realizar una transformacion a B-hoja, degradandose a temperaturas mas altas (Masuhiro
Tsukada et al., 1992).

3.4. Solubilidad en agua caliente

La solubilidad se encuentra estrechamente relacionada con la conformacion molecular de
la proteina, donde la estructura B-hoja aporta poca solubilidad a temperaturas bajas, a
diferencia del espiral al azar la cual es facilmente soluble en agua a temperatura ambiente
(M. N. Padamwar y Pawar, 2004; M. Tsukada, 1980). Cuando la sericina se somete a
temperaturas mayores de 60 °C sus B-hojas cambian a espirales al azar siendo este
comportamiento reversible, por lo tanto, cuando vuelve a temperaturas bajas, esta estructura
se convierte nuevamente en B-hoja dando como resultado la formacion de un gel.
Adicionalmente, la sericina posee la capacidad de absorber humedad, lo que provoca la
formacion de estructuras moleculares mas densas y mas cristalinas, lo que también reduce
su solubilidad (P. Aramwit et al., 2012; Huddar, 1985; M. N. Padamwar y Pawar, 2004).

La Figura 12 presenta los resultados del porcentaje de solubilidad en agua para las

muestras SSC y SSY deshidratadas por ambos métodos.
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Figura 12. Solubilidad de la sericina extraida de hilos (SSY) y capullos (SSC) de seda, deshidratada por
los métodos: a) liofilizacidn y b) spray drying. Fuente: autoria propia

En el Figura 12a se observa el comportamiento de las muestras liofilizadas, donde se
evidencia para ambas una mayor solubilidad a 90°C, con un promedio de
aproximadamente 91%. Para SSC a 30 °C se puede observar que la solubilidad es mayor
(64%) que para las muestras SSC. (60 °C) y SSY_ (30-60 °C) donde su promedio es
alrededor de 48%. El comportamiento general de las muestras es coherente con el resultado
obtenido en la prueba de FTIR, donde muestra que la estructura predominante para el polvo
de sericina obtenido por este método de deshidratacion es la B-hoja, la cual se forma
cuando dos cadenas de la proteina entran en proximidad cuando el agua se elimina durante
la liofilizacion y crea una alta tendencia a la agregacion de cadenas, dando asi lugar a la
creacion de dicha estructura y reduciendo de esta forma la solubilidad de la sericina
obtenida (M. K. Kim et al., 2012).

Para las muestras secadas por spray drying observadas en la Figura 12b, se evidencio un
comportamiento similar entre las muestras SSC y SSY en las tres temperaturas; donde se
advierte la mayor solubilidad a los 60 °C. Este comportamiento esta acorde con los
resultados del FTIR encontrados en este estudio, donde las muestras deshidratadas por este
método presentan una estructura predominante espiral al azar, la cual presenta una mayor

solubilidad en comparacion con la estructura f-hoja.



Estudios reportados por Kim et al (2012), muestran resultados similares a los obtenidos
en esta investigacion. Los autores realizaron una comparacion de la solubilidad de sericina
liofilizada con y sin lio-protector. Los resultados observados por medio de un FTIR
evidencian que la sericina deshidratada sin lio-protector tiene una estructura -hoja, y una
solubilidad de 60% a temperatura ambiente. Para la muestra deshidratada con la adicion de
estos lio-protectores se observd un aumento de su solubilidad, ya que se elimind la
formacion de B-hoja. Esto se debe a que al introducir el poliol, los grupos hidroxilo de éste
competiran con el agua presente en las muestras, formando enlaces de hidrdgeno con la
proteina, asi durante la liofilizacion, se sublima el agua, pero el poliol alin permanecera en

la proteina evitando la agregacién de sus cadenas (M. K. Kim et al., 2012).

Luego del proceso de solubilidad todas las muestras se dejaron a temperatura ambiente, y
en menos de media hora se evidencié la formacion de gel. Este comportamiento lo
presentaron principalmente las muestras liofilizadas, las cuales reportaron una estructura
B-hoja. Kim et al (2012) reportan en su investigacion un comportamiento similar de la
sericina, ya que ellos comentan que esta proteina es extraida facilmente por ebullicidn
simple del capullo del gusano de seda en agua, pero la solucion obtenida es inestable para
un almacenamiento a largo plazo, ya que si su concentracion supera el 1% se produce una

gelificacion durante el primer dia (M. K. Kim et al., 2012).

La Figura 13 muestra el analisis de varianza para la solubilidad de las muestras, donde se
pueden distinguir 6 subgrupos estadisticamente diferentes, constituidos cada uno por los
niveles de temperatura, método de deshidratacion y material de extraccién, cuyos intervalos

se solapan entre si.
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Figura 13. ANOVA para el comportamiento de la solubilidad. Fuente: Autoria propia

En la Tabla 4 se presentan dichos subgrupos, donde se logr6 evidenciar que no hay una
tendencia uniforme y todos los grupos tienen resultados dependientes del método de
deshidratacion y temperatura de solubilizacion. Ademas, se observa que en general la
fuente de extraccion no influye sobre esta propiedad, a excepcion de SSC, y SSY, donde

el comportamiento no muestra una tendencia clara.

Tabla 4
Subgrupos presentes en la prueba de solubilidad.

SSY 30 SSCeo SSY 160
SSYs30 SSCsap SSCy30
SSYso0 SSCsgo SSYse0
SSCsgo SSY se0 SSCsso
SSYse0  SSCsso SSYigo

SSCsso0 SSY1e0  SSCigo




3.5. Capacidades de hinchamiento (CH), adsorcion de lipidos (CAL) y retencién de
agua (CRA)

Las proteinas son los principales componentes responsables de las propiedades
funcionales de los productos alimenticios, como la espumacion, la emulsion, la solubilidad
y la absorcion de aceite/agua (Kinsella, 1979), las cuales podrian reflejar la calidad de
éstos. En general, esta ultima se basa en las propiedades de superficie, como el espesor y la

naturaleza hidréfoba/hidrofila de la particula de los alimentos (Dehnad et al., 2016).

Procesos como el secado y calentamiento podrian cambiar la estructura y las propiedades
fisicas de las matrices de alimentos e influir en las propiedades de hidratacién. Se han
realizado algunos estudios para evaluar la influencia del secado sobre las propiedades
funcionales de las proteinas, donde se evidencia que la relacion entre el tiempo de secado,
la temperatura y la humedad juegan un papel de gran importancia para su conservacion o

poca modificacion (Dehnad et al., 2016).

Las propiedades funcionales de la sericina estan relacionadas con la distribucion del peso
molecular y su estructura secundaria, las cuales a su vez obedecen principalmente a dos
factores: a) método de desengomado y b) método de recuperacion. Dependiendo del
método utilizado para desengomar se genera una combinacién de dispersién, solubilizacion
y procesos de hidrolisis, que producen una amplia gama de polipéptidos solubles de esta
proteina, por lo tanto, la recuperacion de la sericina de las aguas desgomadas afecta sus

propiedades estructurales y funcionales (Gulrajani et al., 2009).

Como se muestra en la Figura 14, el método de deshidratacién también tiene una
influencia significativa sobre el comportamiento de las muestras, donde la sericina
deshidratada por liofilizacién presenta una CAL superior a la deshidratada por spray
drying. De acuerdo con los hallazgos de Mirhosseini y Amid (2013), la CAL depende del
contenido de la fraccion hidréfoba presente en la estructura, asi, al existir mayor presencia
de aminoacidos hidrofobos y cadenas laterales no polares, la muestra tiende a interactuar y
absorber mas material grasoso, ya que puede unirse a las cadenas de hidrocarburos del

aceite, dando lugar a una mayor CAL (Mirhosseini y Amid, 2013).



Pese a los resultados encontrados por Mirhosseini y Amid (2013), lo obtenido en esta
investigacion muestra que a pesar de haber una diferencia en la hidrofobicidad en las
muestras, esto no influye sobre la CAL, posiblemente por el equilibrio presentado en las
cadenas polares y no polares que presentaron SSC y SSY_ (ver anexo A). Por el contrario,
se observa una dependencia de la CAL con la estructura de las muestras, pudiendo percibir
que la técnica de liofilizacion favorece la exposicion de los grupos hidrofébicos, ademas, la
morfologia obtenida por este método presenta mas porosidad, o que permite un mayor

atrapamiento de grasas.
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Figura 14. Comportamiento de CH, CRA, CAL para las muestras de sericina extraidas de capullo e hilos
de seda. Deshidratadas: a) Liofilizacion y b) Spray drying. Fuente: Autoria propia

Por otro lado, se observd que las muestras deshidratadas por spray drying presentan una
CRA maés alta que el de las muestras deshidratadas por liofilizacion, lo cual podria deberse
al efecto de los procesos de secado sobre la estructura obtenida para cada muestra. Sin
embargo, al igual que el comportamiento observado en la CAL, no se evidencia un efecto
de la cantidad de aminoéacidos hidrofilicos/hidrofébicos sobre la CRA, por lo que no se
presenta una dependencia de la fuente de extraccion. Al igual que a la disociacion parcial y
despliegue que se dio en la proteina, lo cual condujo a la exposicion de los residuos de
aminoacidos hidréfilos/hidrofobos, por lo tanto aumenta la actividad superficial y la
adsorcion de agua/aceite (Ghribi et al., 2015).



Segun Chavan, McKenzie, y Shahidi (2001), la CRA depende de varios factores de la
proteina como: las caracteristicas conformacionales, el equilibrio hidréfilo/hidrofobo de
aminoéacidos, la solubilidad de las moléculas de la proteina, al igual que de las condiciones
termodinamicas del proceso y el medio ambiente. Sin embargo, el sitio principal de la
interaccion proteina-agua se encuentra en los grupos aminos-polares de las moléculas de
proteinas, los cuales dependiendo de su carga enlazan diferentes cantidades de agua. Por
ende, las diferencias en las capacidades de la union al agua de las proteinas pueden deberse
a la concentracion de proteinas y posiblemente a sus caracteristicas conformacionales
(Chavan, McKenzie, y Shahidi, 2001). De acuerdo a los resultados encontrados en general
de las muestras SSCs y SSYs, se puede corroborar la relacion existente entre las
caracteristicas conformacionales y la solubilidad con la CRA, sin embargo no se pudo

validar la dependencia con el equilibrio hidréfilo/hidrofobo de aminoacidos.

Respecto a la CH, se evidencia igualmente una dependencia del método de
deshidratacién, la cual se atribuye a la estructura de las muestras. De acuerdo a los
resultados del FTIR, la sericina liofilizada presenta una estructura -hoja, mientras que las
muestras deshidratadas por spray drying son espiral al azar, por lo cual estas ultimas tienen
mayor capacidad para incrementar su volumen en un exceso de agua. Este comportamiento
también puede relacionarse con la solubilidad de la estructura (Valencia y Roman, 2006).
Segun lo reportado en el estudio de Valencia, F y Roméan, M (2006) las diferencias en la
CH pueden tener explicacion por la composicion quimica y por los tratamientos realizados
para la extraccion de la proteina de las fibras (Valencia y Roméan, 2006). A modo
especulativo, se podria pensar que la estructura globular de las muestras deshidratadas por
spray drying deja cubiertos los grupos hidréfobos, y expuestos los hidrofilicos dando asi

una mayor interaccion con el agua, como se explicé anteriormente con la CRA.

En el caso especifico de la sericina no se cuenta con estudios previos sobre estas
propiedades que permitan analizar el comportamiento obtenido, sin embargo, al comparar
con otras proteinas, se puede evidenciar que el método de deshidratacion afecta las
propiedades funcionales de éstas. En el estudio de Modercay y Silva (1994) se presentan

resultados de estas propiedades en concentrados proteicos de haba deshidratados por



diferentes técnicas. Los autores observaron que dependiendo de los métodos empleados
para la deshidratacion (aire caliente, liofilizacion, rodillos paralelos) se presentan
diferencias significativas respecto al comportamiento de la proteina. Los resultados
mostraron que la CRA y la CH del producto deshidratado por liofilizacién y en rodillos son
similares y eventualmente pueden ser empleados como ingredientes en productos

horneados (Modercay y Silva, 1994).

El analisis de varianza para CH, CRA y CAL permite confirmar que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los métodos de deshidratacion con un 95% de
confianza, sin embargo, no hay una diferencia significativa entre las fuentes de extraccion,
ya que como se muestra en la Figura 15, los intervalos de nivel de estas Gltimas solapan

entre si.
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Cabe recordar que los comportamientos en cuanto a estas propiedades son inversos ya
que para el método de liofilizacion resultd6 mayor la CAL y para spray drying es mayor la

CRA, tal como se corrobora en las figuras de varianza mostradas anteriormente.

3.6. Color

El color representa el primer factor organoléptico que percibe el consumidor,
permitiéndole tener un criterio de la calidad del alimento/ingrediente, lo que lo convierte en
una herramienta para el desarrollo de nuevos productos, el control de calidad y el
mercadeo. La preferencia con respecto al color de los alimentos depende en gran medida de
las condiciones psicosociales y culturales del consumidor (Francis, 1995), ya que esta
cualidad organoléptica es una apreciacion subjetiva, donde la iluminacion adecuada genera
unas ondas que son reflejadas y percibidas por el ojo humano, siendo éstas interpretadas
por el cerebro como colores, segln las longitudes de ondas correspondientes, comprendidas
entre 380-780 nm (Ramirez-Navas, 2010).

El gusano de seda Bombyx mori L. elabora el capullo a partir de los hilos de seda que este
produce, donde algunos pigmentos coexisten y se acumulan en las capas de sericina que
contiene el capullo. Los componentes colorantes estan asociados con compuestos fendlicos
presentes en las hojas de morera, el Gnico alimento para las larvas. El contenido de éstos en
los capullos también varia dependiendo de la cepa del gusano, igualmente algunos estudios
reportan que el patron de la acumulacion de componentes colorantes (flavonoides) en los
capullos difiere genéticamente (Kurioka y Yamazaki, 2002). Ademas de estos factores, los
procesos tecnoldgicos como trasformacion, métodos de conservacion, métodos de
obtencion y almacenamiento pueden dar lugar a que los colores naturales sufran cambios

tanto en la uniformidad como en el brillo (Bello Gutiérrez, 2000).

En la Tabla 5 se pueden observar los pardmetros CIELAB de las muestras de sericina
deshidratada por ambos métodos, con los cuales fueron calculados los indices de
amarillo/azul (IA) y blancura (IB). Se observa que el parametro L* no muestra una

dependencia ni del método de deshidratacion ni de la fuente de extraccion. En el caso del



pardmetro b*, se evidencia una dependencia tanto del método de deshidratacion como de la
fuente de extraccién, presentando los mayores valores las muestras provenientes de hilos
(Y) y del proceso de liofilizacion. Para el parametro a* se percibe una dependencia solo del

método de deshidratacidn, donde la técnica de spray drying muestra los mayores valores.

Tabla 5
Pardmetros CIELAB e indices de amarillo/azul y blancura.
Parametros CIELAB indices
Muestra
SSCs ___--
SSYs 89,55+ 0,20 -0,84 £ 0,02 4,71 +0,13 7,51 88,51

SSCL  8019%352 0374022 435087 697 8834

SSYL 89,50 + 0,36 -0,37 £ 0,10 9,42 £ 2,85 15,04 85,89
De acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion y a la Figura 7, se observa
que L* toma valores cercanos a 100, el cual tiene una luminosidad blanca, b* valores
positivos que tiende a una cromaticidad amarilla y a* muestra valores negativos los cuales
tienden a verde. Al igual que en la prueba de las capacidades, no se encuentran estudios
relacionados con el analisis del color en la sericina que permitan analizar y comparar el

comportamiento obtenido en esta investigacion.

Con base a lo reportado por Ramirez-Navas (2010), un valor de IB de 100, demuestra un
blanco ideal y cualquier diferencia con este valor sugiere un acercamiento al indice de
amarillo/azul (IA). Cuando el valor IA crece en la escala positiva (+) indica una
aproximacion hacia el amarillo, y si lo hace hacia la escala negativa (-) indica una tendencia
hacia el azul (Ramirez-Navas, 2010). Segun lo obtenido para los indices IB y IA de las
muestras de sericina calculados con la Ecuacién 3, las muestras deshidratadas por ambos
métodos estan un poco alejadas del blanco ideal, lo cual por medio del calculo del 1A, se
podria inferir que todas las muestras reportan una tendencia hacia el amarillo, siendo SSY |

lamas propensa a tomar este color.

Segun Casassa y Sari (2006), la diferencia de color (diferencia cromatica-AE*) cuantifica
numericamente la percepcion de color para el ojo humano, entre dos muestras de alimentos.

Los autores reportan en su investigacion que valores AE* iguales o superiores a 2.70, segun



estudios realizados en el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), seran
apreciables al ojo humano (Casassa y Sari, 2006). En la Tabla 6 se observan los valores de

AE* donde el observador podra o no percibir la diferencia de color.

Tabla 6
Relacion entre el juicio del observador y la diferencia de color AE (Ramirez-Navas, 2010).

Para calcular la diferencia cromatica (AE*) de las muestras de sericina se utilizd como
blanco la CMC, teniendo en cuenta que éste es uno de los aditivos mas empleados en la
industria de alimentos; en la Tabla 7 se muestran sus parametros CIELAB, los cuales son

necesarios para calcular los delta utilizando la Ecuacién 2.

Tabla 7
Parametros CIELAB de la CMC.

86.77 -0.26 8.16

Los resultados de la diferencia cromatica (AE*) se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Diferencia cromatica de SSC y SSY deshidratada por liofilizacion y spray drying con respecto al

CMC.

-0.73 -4.26

-0.11 -3.81




Basados en la informacion de la Tabla 6, se puede concluir que los valores alcanzados
para AE* de las muestras SSC y SSY deshidratadas por ambos métodos, manifiestan que
las diferencias de color respecto al CMC son apreciables al ojo humano (ver Tabla 8);
siendo mayor esta diferencia para los capullos que para los hilos, y logrando el AE* mas

alto la muestra SSC deshidratada por spray drying.

3.7. Punto isoeléctrico (PI) y contenido proteico

Se estimé el contenido proteico y el punto isoeléctrico de cada muestra deshidratada por
ambos métodos, los cuales son presentados en la Tabla 9. Se evidencio que el Pl posee una
doble dependencia, es decir, esta relacionado tanto con el método de deshidratacion como
con la fuente de extracciéon (capullo o hilo). Se observé que el mayor Pl se presenta en
muestras deshidratadas por el método de liofilizacion, y que las muestras provenientes de

hilos presentan un Pl menor que la de los capullos.

Pornanong, Kanokpanont, Nakpheng, y Srichana, (2010) reportan que el método de
extraccion afecta significativamente las actividades bioquimicas de las proteinas de seda,
ademas presenta lo reportado por Kurioka et al (2004), el cual informé que el método de
extraccion también puede llevar a diferentes puntos isoeléctricos en la sericina (Pornanong

Aramwit, Kanokpanont, Nakpheng, y Srichana, 2010).

Tabla 9
Contenido proteico y punto isoeléctrico de la sericina extraida de capullos e hilos de seda y deshidrata
por dos metodos: liofilizacion y spray drying.

Método de deshidratacion

Contenido de proteina Punto Isoeléctrico

Liofilizado Spray drying  Liofilizado Spray drying
SSC 97,32+0,33 94,22 £1,09 55 4,54
SSY 100,78 + 1,50 101,39 £ 0,21 5,05 4,07

El punto isoeléctrico que presentan SSC_ y SSY, se presume que se debe a la estructura
predominante que presentan estas muestras (-hoja). Puntos isoeléctricos similares son

reportados para proteinas con este tipo de estructura; por ejemplo la fibroina maneja un Pl



de 5 (Patil, George, y Mahadik, 2015; Tang, Qiao, y Sun, 2015), al igual que proteinas
como B-lactoglobulina (Pl 5,2) y albimina sérica bovina (Pl 5,3) (Badui Dergal, 2006). En
cuanto a las muestras deshidratadas por spray drying, éstas presentaron un comportamiento
semejante al reportado por autores como Jo, Yoon Nam et al, los cuales indican un PI para
la sericina extraida en agua caliente de 4,3 (Jo y Um, 2015), dato que coincide con lo
publicado por otros autores (Sookne y Harris, 1939).

Los resultados del contenido proteico (ver Tabla 9) muestran que las dos materias primas
tienen un contenido proteico alto y que esta caracteristica de la sericina tiene una
dependencia con la fuente de extraccion, mas no del método de deshidratacion. En la tabla
se observa que el mayor contenido proteico lo tienen la muestras SSY, ya que durante el
proceso de produccién de hilos se puede retirar materiales como carbohidratos, material
inorganico, pigmentos, entre otros, los cuales se encuentran en los capullos (Capar et al.,
2009).

Autores como Gulrajani et al (2009) han reportado que el método de deshidratacion
puede afectar las distintas propiedades de la sericina obtenida, asi como el contenido
proteico. Los autores encontraron que el polvo de sericina extraido por agua caliente
(autoclave HTHP) es la de mas alto contenido (98,7%), en comparacidn con sericina en
polvo obtenida a partir de licores alcalinos (92%) y desengomado con jabén alcalino (58%).
Ademéas Wu et al (2007), citado por Gulrajani et al (2009), encontraron un contenido de
90% de proteina en su estudio sobre la extraccion de sericina por medio de agua caliente
(Gulrajani et al., 2009).

En la Figura 16 se muestra que para el contenido proteico de las muestras existe una
diferencia significativa entre las fuentes de extraccion de la proteina, donde es claro que el
hilo tiene mayores contenidos. En cuanto a las técnicas de deshidratacién, no pareciera
haber una dependencia con esta caracteristica, sin embargo las muestras provenientes de
capullos indican una diferencia entre ellas, la cual se explicaria por la heterogeneidad de las

muestras trabajadas en este estudio.
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Figura 16. ANOVA para el comportamiento del contenido proteico. Fuente: Autoria propia

3.8.  Resumen de resultados obtenidos

En la Tabla 10 se puede observar la comparacion entre los resultados obtenidos de las
propiedades analizadas para cada muestra deshidratada por liofilizacion y spray drying,
donde se evidencia que el método de deshidratacion, y en algunos casos la fuente de
extraccion, juegan un papel fundamental en el comportamiento de la proteina. También se

pueden ver los resultados puntuales arrojados en cada prueba.

Tabla 10
Resumen de los resultados obtenidos para las muestras de sericina.

Amorfa Glébulos

- B-hoja Espiral al azar
. T6A | C

-y 8scC  3eCcC
C 5,5

287 °C 316 °C

C No Poca
C Poca Si



C Si Poca
Cas Y Si Poca
Color C Blanco- Amarillo Blanco- Amarillo
Y Blanco- Amarillo Blanco- Amarillo
C 97% 94%
0 .
YoProteico v 100% 100%
- C Mayor 90 °C Mayor 60 °C
Solubilidad Y Mayor 90 °C Mayor 60 °C
C: cocoon.
Y: yarn.

3.9. Analisis del uso de la sericina en matrices alimentarias
3.9.1. Sericina como ingrediente alimenticio.

Actualmente la sericina esta siendo estudiada por sus mdltiples propiedades
(mencionadas en el marco tedrico), ya que estas caracteristicas hacen de ésta un valioso
ingrediente natural para la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Estudios como
el de Sasaki, Yamada, y Kato (2000) han demostrado que la sericina al ser una proteina
resistente a varias proteasas, genera una baja digestibilidad junto con una alta capacidad de
retencion de agua, actuando como fibra dietética, aumentando el peso del bolo fecal y su
contenido de agua, propiedades que se asocian con una mejora en el estrefiimiento (Sasaki
et al., 2000). Adicionalmente, se ha reportado que el consumo de sericina podria aumentar
la biodisponibilidad y absorcion de minerales como el zinc, magnesio, hierro y calcio
(Sasaki, Yamada, y Kato, 2000).

En la actualidad no se han encontrado productos alimenticios en el mercado desarrollados
con la adicion de esta proteina, sin embargo, algunas investigaciones han demostrado la
viabilidad del uso de ésta en diferentes matrices como lo reportado por Takechi, Maekawa,
y Sugimura (2011). Estos investigadores estudiaron la idoneidad de la sericina como
ingrediente para un aderezo de ensaladas, enfocandose particularmente en la actividad
emulsificante y en la actividad de inhibicion de la peroxidacion lipidica. Los resultados
obtenidos mostraron que la sericina posee una alta capacidad de emulsificacion, pero que
ésta y la peroxidadcién dependen de la fuente de extraccidon (capullo blanco, amarillo o

verde) (Takechi, Maekawa, y Sugimura, 2011).



En un estudio realizado por Takechi y Takamura. (2014) se desarroll6 un pan con
sericina y se evalud el rendimiento de la panificacion. Los investigadores evaluaron el
efecto de la adicion de esta proteina sobre la estructura del pan y su palatabilidad,
observando que la adicién de sericina puede inhibir el aumento de la masa, sin tener un
efecto profundo sobre otras propiedades fisicas ni sobre la palatabilidad del producto.
Adicionalmente, ellos concluyen que al ser la sericina una proteina resistente (RP) (ayuda a
la salud intestinal, por baja digestibilidad), un pan elaborado con la adicion de ésta, es un
alimento procesado deseable que permite la ingestion efectiva de proteina. Ellos mencionan
que por ejemplo, si se elaborara un pan con 330 mg de polvo de sericina, este contendria
aproximadamente 20% de RP, por tanto, una rebanada de pan proporcionaria
aproximadamente 67 mg de RP (Takechi y Takamura, 2014).

El 20 de noviembre del 2001, la FDA determiné que el uso del polvo de proteinas de
seda como ingrediente alimenticio, como suplemento encapsulado o por consumo directo
en cantidades o volumen sugeridos, es aprobado y considerado como inocuo (Generally
Recognized as Safe -GRAS). Teniendo en cuenta que una de las proteinas presentes en la
seda es la sericina se podria asumir la posibilidad de su aprobacién, y con ello, su
aceptacion como ingrediente permitido para su consumo como suplemento dietario
(Miguel, 2014; The New Silk Road, 2001).

3.9.2. Sericina colombiana como ingrediente alimenticio.

La mayoria de los estudios relacionados con el uso de la sericina en matrices alimentarias
se centran en sus propiedades emulsificantes, antioxidantes y en su viscosidad. En esta
investigacion se analizaron propiedades diferentes no reportadas en otros estudios, como
CRA, CH, CAL, color y se evidenci6 la dependencia de sus caracteristicas con el método
de deshidratacion utilizado y la materia prima utilizada, las cuales influyen en la
funcionalidad y estructura de la proteina, dando diferencias en su comportamiento (ver
Tabla 10).



3.9.2.1. Capacidades: retencion de agua, hinchamiento y absorcion de

lipidos.

La capacidad de retencion de agua (CRA) e hinchamiento (CH) que presentan las
muestras deshidratadas por spray drying, podrian jugar un papel importante en la textura de
los alimentos, especialmente en productos carnicos triturados y en las masas horneadas
(Zayas, 1997). Estas propiedades son consideradas como factores de calidad (ademas de la
capacidad de emulsion), donde la CRA se entiende como el porcentaje de agua que queda
retenida luego de que por ejemplo, la carne u otros productos se somete a fuerzas externas

tales como las de corte, trituracion, calentamiento y presion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, la sericina obtenida por spray drying podria ser
empleada como ingrediente en productos carnicos, ya que la CRA y CH estan asociadas
con el color, textura y jugosidad de la carne fresca y embutidos, asi como con el
rendimiento de productos cocidos de estas matrices (Badui Dergal, 2006; Pérez Chabela y
Ponce Alquicira, 2013). Igualmente, podria ser utilizada en productos horneados, debido a
que estas capacidades contribuyen a que el alimento no se desmorone y presente buena
apariencia durante mas tiempo (Modercay y Silva, 1994). Estas dos propiedades, al igual
que la viscosidad y gelificacion también juegan funciones importantes en las bebidas, no
obstante es importante tener en cuenta el estabilizante a usar, para no caer en el pH de
precipitacion de la proteina (Jideani, 2011).

Las muestras deshidratadas por liofilizacion al presentar una mayor CAL, podrian ser

adicionadas en formulaciones de alimentos con contenido graso alto.

La CRA, CHy CAL, también son importantes en matrices como los helados, ya que éstas
se encargan de dar palatabilidad, textura y consistencia a los productos lacteos (Romero del
Castillo Shelly y Mestres Lagarriga, 2004). Sin embargo, hay que tener en cuenta que el
método de deshidratacién influye en los resultados obtenidos para estas propiedades, ya que

la técnica de liofilizacion favorece una mayor CAL y la de spray drying una mayor CRA.



3.9.2.2. Punto isoeléctrico.

Es importante tener en cuenta que el punto isoeléctrico de la proteina, en el que
predominan las interacciones proteina-proteina (dentro de las cuales estd la interaccion
agua-proteina), juega un papel fundamental a la hora de formular el alimento, ya que por
encima y por debajo de este punto se modifican las cargas netas de la proteina, y por tanto
se puede presentar una modificacion de la CRA 'y la CH (Badui Dergal, 2006).

También cabe recordar que el PI es un factor influyente en la solubilidad, la cual es
minima en este punto. Productos como el yogur (4.6), carne de bovino (5.1-6.2), de cerdo
(5.3-6.9), helado no pasteurizado (5.5), manejan un pH cercano a los puntos isoeléctricos
que presentaron las muestras (ver Tabla 10) (Amerling, 2001; Romero del Castillo Shelly y

Mestres Lagarriga, 2004).
3.9.2.3. Solubilidad.

Las proteinas recomendadas como aditivos alimentarios pueden ser parcialmente o
completamente solubles (Zayas, 1997). La sericina evaluada en este estudio presentd una
solubilidad parcial y dependiente de la temperatura, la fuente de extraccién y el método de
deshidratacién, lo cual hay que tener en cuenta al momento de desarrollar una formulacién
de una matriz alimentaria. Debido a la solubilidad parcial de la sericina, es importante tener
en cuenta la dosificacion de esta proteina con el fin de prevenir caracteristicas

organolépticas no deseables en el producto desarrollado (arenosidad).
3.9.2.4. Capacidad espumante.

Pese a que esta es una prueba que no se evaluo en este estudio, es importante mencionar
que durante el proceso se logrd observar la capacidad espumante de la sericina. Esto se
evidencio luego de incorporarle aire en un proceso de filtracion, y al realizar agitacion para
homogenizar las soluciones. La espuma que se formaba presentaba bastante firmeza y
estabilidad (no perdia volumen) con el paso del tiempo. Se intuye que puede ser usada
posiblemente en productos como crema batida, helados de crema, pasteles, merengues, pan,

soufflés, mousses y malvaviscos (Badui Dergal, 2006), también la CH y la CAL son



importante en este tipo de matrices. Se sugiere en proximas investigaciones realizar pruebas

que evallen la capacidad espumante y estabilidad de la espuma generada por la sericina.
3.9.25. Capacidad de gelificacion.

Otra caracteristica que vale la pena ser estudiada es la tendencia que presenta la sericina a
formar geles. De acuerdo a la literatura, cuando esta proteina se somete a bajas
temperaturas, o incluso temperatura ambiente, forma un gel (M. K. Kim et al., 2012). Esta
caracteristica se observo, como se menciond anteriormente, luego del proceso de
extraccion, al dejar las soluciones obtenidas de sericina a temperatura ambiente para su
posterior deshidratacion. Esta propiedad es bastante importante en la formulacion de
diferentes alimentos. Al igual que la capacidad espumante, se sugiere determinar esta
propiedad en trabajos futuros a fin de conocer mejor su comportamiento para su posible uso

en una matriz alimentaria.

Por ultimo cabe resaltar que, la sericina es una proteina que maneja una temperatura de
degradacidn relativamente alta (ver Tabla 10), la cual esta dentro del rango de la mayoria
de los procesos utilizados en la industria de los alimentos; esta temperatura varia
dependiendo del método de deshidratacion utilizado. Por ejemplo, los procesos de
panificacion manejan una temperatura de horneado alrededor de 230-250 °C (Delgado
Gonzéalez y Sanchez Lafuente, 2013), los productos carnicos cocidos manejan temperaturas
cercanas o superiores a la ebullicion (aproximadamente 100 °C), donde lo que entra a jugar
es el tiempo de exposicidn del producto (Ramirez Acero, 2009), y en procesos lacteos como
la ultrapasteurizacion (UHT) puede oscilar en temperaturas de 145-155 °C (Badui Dergal,
2006).

También vale la pena sefialar que, teniendo en cuenta la formula de la matriz a la cual se
afiadiria, la sericina podria ser un ingrediente que proporcionaria aporte proteico con un
contenido de aminoacidos esenciales significativo (ver Anexo B), siendo este ultimo mayor
en las muestras provenientes de capullos. Por otro lado, la prueba de color que se le realizo
a la proteina mostré que el cambio es percibido por el consumidor respecto a la CMC,

mostrando tener una tendencia a ser mas blanca, lo cual es deseado por los consumidores,



sin embargo, seria pertinente realizar pruebas de como cambiaria esta propiedad al

interactuar con los demas ingredientes de una formulacion.

Lo relacionado en este item, analisis del uso de la sericina en matrices alimentarias, es un
acercamiento a las potencialidades de la sericina en diferentes matrices alimentarias, sin
embargo, es necesario realizar los andlisis respectivos dependiendo de la formulacion a
desarrollar, pues cada matriz abarca muchos productos y cada uno de ellos requiere unas

caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas diferentes.



4. CONCLUSIONES

- Dentro de las variables analizadas en este estudio (método de deshidratacion y
fuente de extraccion), se puedo observar que el método de deshidratacion tiene una alta
influencia sobre la funcionalidad y comportamiento de la proteina, ya que dependiendo
del proceso utilizado se favorecid la conformacion de ciertas estructuras (liofilizacion:
B-hoja y spray drying: espiral al azar), y morfologias, las cuales favorecen unas u otras
propiedades. En el caso de la fuente de extraccion, ésta no generdé un efecto sobre la
mayoria de los resultados obtenidos, y solo fue evidente en pruebas como el contenido
proteico, color y PlI.

- El realizar un desengomado libre de agentes contaminantes (quimicos) conlleva no
solo a un beneficio ambiental (reduccion de carga contaminante), sino también en uno
econémico, ya que la sericina no requeriria procesos de purificacion posteriores a su
extraccion, lo cual se traduce en un proceso simple que puede ser escalado por la
comunidad sericola colombiana. Esta situacién podria llevar a una articulacion de la
cadena sericola y mejorar asi tanto su productividad como la competitividad, mediante
la integracion de cada uno de sus eslabones, generando un sector auto-sostenible y
auténomo.

- Teniendo en cuenta las condiciones requeridas en cada proceso de deshidratacion y
las propiedades de la sericina obtenidas por estos métodos, se concluye que las muestras
deshidratadas por spray drying, tienen mayor viabilidad para ser incorporada en una
matriz alimentaria, sin embargo es importante tener en cuanta una optimizacion del
proceso a nivel semi-industrial o industrial.

- Segun lo observado en la poca dependencia de la fuente de extraccion con respecto
a las propiedades de las muestras evaluadas, es posible realizar una mezcla de la
sericina proveniente de los capullos e hilos, con el fin de obtener una mayor cantidad de
muestra a ser deshidratada, optimizando de esta manera el rendimiento de produccion.
No obstante se sugiere hacer un estudio adicional que muestre si la relacion SSC/SSY,

afecta significativamente las propiedades de la mezcla obtenida.



- La estructura de la proteina (B-hoja y espiral al azar), tiene gran influencia sobre la
mayoria de las propiedades estudiadas en este trabajo y las cuales influyen sobre la
aplicacion final de la proteina.

- Las propiedades obtenidas en las muestras estudiadas en este trabajo, muestran la
viabilidad de la incorporacion de la proteina en matrices alimentarias, teniendo en

cuenta las caracteristicas de la formulacién a desarrollar.



5. RECOMENDACIONES
Teniendo en cuenta los resultados del trabajo realizado se sugiere:

- Realizar la prueba de solubilidad teniendo en cuenta el pH de la matriz deseada.

- Continuar con pruebas como gelificacion, emulsificacion y espumado para tener una
mejor idea del comportamiento de la proteina al ser incorporada en un alimento.

- Para el método de liofilizacion, realizar la congelacion con la participacion de un
lio-protector, ya que éste evitara la agregacion de cadenas a la proteina durante el proceso
de sublimacion.

- Indagar si es posible una manipulacion de la estructura de la proteina con el fin de
favorecer la presencia de algunas estructuras, y por tanto una mayor potencializacién de

algunas caracteristicas que se desean para la matriz de alimento a desarrollar.
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ANEXOS

Anexo A. Resultado de % de contenido de aminoacidos para las muestras SSC y SSY,
deshidratadas por las técnicas de deshidratacion: liofilizacion y spray drying.
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Tyrosine by 21 3.46
Valine v 38 G.26
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Rlanine A &0 3.41
Arginine R 113 6.43
Asparagine H 123 7.00
MBspartic Acid 208 11.83
Cysteine c 1 0.08
Glutamine Q 42 2.3%
Flutamic Acid E 195 11.0%
Elycine = 15 4,27
Histidine H 31 1.7€
Isoleucine I 13 0.74
Leucine L 26 1l.48
Lysines it 302 17.148
Methionine M 2 0.11
Phenvlalanine F 18 1.02
Froline = 958 5.63
Serine g 266 15.13
Threonins T 103 5.86
Tryptophan W 0 0.00
Tyragine b 36 2.05
Valins v 45 2,56
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Alanine E &0 .41
Arginine R 112 £.43
ksparagine 7] 123 T .00
hAspartic acid D 208 11.83
Cysteine C 1 0.06
zlutamins G iz 2.38
zlutamic Acid E 195 11.09
Glycine 5 15 4.27
Histidins H 31 1.76
Isolsucins I 13 .74
Leucine L 28 1.48
Lysins K 302 17.18
Methionine M 2 0.11
Fhenylalanine F 18 1.02
Froline b 99 5.63
Zerine ] 266 15.13
Threonins T 103 5.86
Tryptophan W i Q.00
Tvrosine T 368 z.05
Valine w 45 2.56

Anexo B. Tablas con el contenido de aminoécidos hidrofobicos/hidrofilicos y esenciales segun
resultados de los analisis del Anexo A.

HIDROFOBICOS | HIDROFILICOS | A. ESENCIALES
MUESTRAS (%) (%) (%)
SSY 14,95 85,05 34,12
SSC 38,21 61,77 51,88

de deshidratacion.

Nota: construida a partir de las tablas del anexo A, donde el contenido de aminoacidos no vario entre método




