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INTRODUCCION

La innovacion en materiales que refuercen, sustituyan o reemplacen en sus
funciones a los polimeros sintéticos convencionales es un tema cuyo auge va en
aumento, relacionado principalmente a la problematica generada por el agotamiento
de reservas de hidrocarburos y elevada generacion de residuos que perduran
durante elevados lapsos de tiempo. De esto ha surgido la investigacion referente a
los biopolimeros, cuyo origen se remite a macromoléculas presentes en organismos
vivos (cascaras de frutas y verduras, tejidos animales, entre otros), los cuales
ofrecen una utilidad y servicio similar al polimero proveniente de la industria
petrolera, pero con impactos medioambientales reducidos.

En la década de los ochenta, a Colombia fue introducido un espécimen con el fin de
ser explotado a nivel comercial para consumo humano, sin embargo, debido al clima
tropical del pais, dicha especie no arroj6 los resultados esperados en cuanto a su
crecimiento y oferta comercial, este es el caso del Procambarus clarkii, un cangrejo
cuyo origen se remite al valle del rio Mississippi en Estados Unidos! y cuya
liberacion al ecosistema colombiano ha acarreado serias consecuencias para la
fauna endémica debido a su amplia capacidad adaptativa y voracidad, la cual hizo
gue esta especie se distribuyera en una amplia zona geografica del pais, incluyendo
el departamento de Boyacéa. Debido a la situacion de esta especie, como fauna
introducida, se requiere realizar un control y mitigacion de la especie presente en
cuerpos de agua lénticos y loticos.

Esta especie de crustaceo invasivo en el territorio nacional ofrece un potencial
aprovechable en su caparazén, del cual es posible extraer biopolimeros tales como
la quitina y el quitosano, los cuales poseen una amplia gama de aplicaciones a nivel
industrial. Se ha evidenciado una serie de estudios previos relacionados a la
extraccion de estos biopolimeros de forma quimica, donde se aprovecha el
exoesqueleto del espécimen para la produccién de un nuevo material, generando
asi, un planteamiento basado en el desarrollo sustentable.

Sin embargo, en Colombia no existe un estudio relacionado a la extraccion de
quitina y quitosano a partir de caparazones de Procambarus clarkii, lo cual genera
una inquietud e interés respecto a la calidad de biopolimeros (quitina y quitosano)
gue puede ofrecer esta especie en Colombia respecto a otras especies o al producto
comercializado de forma estandar a nivel mundial. Para ello se hace necesario
seleccionar y aplicar un proceso quimico extractivo, en el cuales se obtengan quitina
y guitosano que posteriormente se caracterice quimicamente y permita evaluar
dichos resultados con aquellos ofrecidos para otras especies de crustaceos y de
estandares comerciales, generando asi, un precedente acerca del potencial de
aprovechamiento de esta especie invasora en Colombia.

1 FLOREZ, Pablo. Presencia y dispersién del cangrejo rojo americano (Procambarus clarkii Girard, 1852)
(Decapoda: Cambaridae) en el departamento del Valle del Cauca, Colombia. Revista Biota Colombiana, vol.
12, ndm. 2, julio-diciembre, 2011, pp. 57-62



1. OBJETIVO

GENERAL

Evaluar los grados de acetilacion, desacetilacion y eficiencia de extraccion de los
biopolimeros (quitina y quitosano) obtenidos a partir del caparazén de especimenes
de Procambarus clarkii - Girard 1852 (Crustacea:Cambaridae) comparandolos con
otros crustaceos como Callinectes sapidus y Penaeus vannameis.

ESPECIFICOS

1. Establecer el método de extraccion de biopolimeros méas adecuado para la
investigacion.

2. Caracterizar quimicamente los biopolimeros (quitina y quitosano) a partir del
caparazon de especimenes de Procambarus clarkii.

3. Comparar la calidad quimica (acetilacion y desacetilacion) de los biopolimeros
(quitina y quitosano) y porcentajes de eficiencia de extraccién respecto a otros
crustaceos (Callinectes sapidus y el Penaeus vannameis).



2. JUSTIFICACION

La presente investigacion busca evaluar las caracteristicas quimicas de los
biopolimeros (quitina y quitosano) presentes en el caparazén de la especie invasora
Procambarus clarkii, la cual se ha convertido en una amenaza a los ecosistemas
acuaticos boyacenses debido a su alta adaptabilidad y voracidad. Esta especie
posee un potencial aprovechable en su caparazén, al realizar la extraccion de
biopolimeros como lo son la quitina y el quitosano, los cuales poseen un alto interés
y valor comercial debido a la amplia gama de aplicaciones que estos biopolimeros
poseen a nivel farmacéutico, alimenticio, sanitario, agricola y biomédico. Asi mismo,
al realizar el control de esta especie se establece un apoyo a las autoridades
ambientales en la intervencion de especies invasoras que amenacen a
ecosistemas, habitats o especies tal como lo dicta la ley 165 de 1994.

La temética se investiga con el fin de dejar un precedente sobre la obtencion y
calidad quimica de biopolimeros de la especie Procambarus clarkii, ya que esta no
posee un estudio previo en Colombia en el cual se caracterice y cuantifique la
calidad de sus biopolimeros presentes respecto a otros crustaceos y que permita
asi determinar su grado de aprovechamiento.

10



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Colombia se ha incrementado la problematica ambiental por las diferentes
especies invasoras registradas, una de estas especies es el crustaceo de la especie
Procambarus clarkii, cuya recurrencia en los cuerpos lénticos y loticos de Boyacé
va en aumento?. En 1985, el cangrejo fue introducido por la Agropecuaria Heliodoro
Villegas Sucesores S.A. en un canal artificial ubicado en Palmira y conocido como
Zanjon Romero, en calidad de especie experimental para consumo humano.?

Desde ese momento su crecimiento en tamafo poblacional y dispersion en
diferentes areas se ha incrementado, iniciando en Palmira y luego, a través del rio
Cauca, en ciudades como Santiago de Cali, Jamundi, Yotoco, San Juan Bautista de
Guacari, Guadalajara de Buga*y, en el oriente del pais se posee un registro de esta
especie en los departamentos de Cundinamarca y Boyaca. Esta especie posee un
potencial aprovechable en su caparazon, al realizar la extraccién de biopolimeros
como lo son la quitina y el quitosano, los cuales poseen un alto interés y valor
comercial, sin embargo, no se tiene un conocimiento previo de las caracteristicas
qguimicas de dichos biopolimeros ni se tienen datos comparativos respecto a otras
especies de crustaceos. De esto surge el siguiente interrogante ¢, Cual es la calidad
expresada en grados de acetilacion, desacetilacion y eficiencia de extraccién que
ofrecen la quitina y quitosano extraidos del Procambarus clarkii en comparacion de
otros crustaceos como el Callinectes sapidus y el Penaeus vannameis? Esto a su
vez, plantea un objetivo general el cual consiste en evaluar la caracterizacion
quimica y eficiencia de extraccion de los biopolimeros (quitina y quitosano)
obtenidos a partir del caparazon de especimenes de Procambarus clarkii - Girard
1852 (Crustacea:Cambaridae) obtenidos en la laguna de enfriamiento de
Termopaipa, Boyaca.

2 CAR, Plan de manejo y control de cangrejo rojo americano en jurisdiccién de la CAR, Bogota: Corporacion
Autonoma Regional de Cundinamarca, 2016.

3GOMEZ, E. Cangrejo invasor sirve para alimentar gallinas, 16 Septiembre 2015. Disponible en:
http://agenciadenoticias.unal.edu.co/detalle/article/cangrejo-invasor-sirve-para-alimentar-gallinas.html.

4 FLOREZ, Op. Cit., p. 8.
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4. ESTADO DEL ARTE

La caracterizacion de la quitina y quitosano a nivel internacional para diversas
aplicaciones se ha enfatizado en la obtencion de los mismos a partir de caparazones
de camaron, tal como ha sucedido en Ecuador, Juan Alava utilizé el exoesqueleto
del Litopenaeus vannameis para la produccion de quitosano, el cual fue
caracterizado por titulacion potenciométrica, resultando en un grado de
desacetilacion (%DD) de 87.18%-93.72%, posteriormente Alava aplico el quitosano
obtenido como biocoagulante a una muestra de agua residual contaminada con
residuos hidrocarburiferos, disminuyendo la turbidez en 98.19%, la demanda
quimica de oxigeno en 78.17%, el color en un 91.45% e hidrocarburos totales de
petréleo en 99.09%.° En el continente africano, especificamente en Marruecos se
realiz6 un estudio enfocado a la capacidad adsorbente del quitosano obtenido de
subproductos de camardon Pandalus Borrealis, en el cual se aplico el método
quimico de extraccion clasico, obteniendo quitosano con un grado de desacetilacion
del 36.37% el cual es notoriamente inferior al grado de desacetilacidon comercial el
cual es del 55.78%° Este Ultimo estudio de igual forma aplicé el método termo-
guimico de extraccion de quitosano utilizando el caparazon del Pandalus Borrealis,
encontrando un grado de desacetilacion del 85.99%.

Ademas del uso de tejidos animales, el quitosano puede ser extraido de hongos e
insectos y sus propiedades conservaran similitud con aquellos biopolimeros
extraidos de crustaceos, tal es el caso del quitosano derivado del hongo filamentoso
Aspergillus niger usado para el desarrollo de peliculas comestibles con propiedades
antioxidantes naturales’ y la investigacién proyectada a insectos, tal caso propuesto
en México de la Brachystola magna donde al analizar la quitina y quitosano
obtenidos tenian bastantes similitudes con aquellos comerciales, obteniendo un
quitosano con un grado de desacetilacion de 87% y con peso molecular elevado.®

A nivel nacional, en el departamento de la Guajira, se encontr6 que el método
quimico de extraccion de biopolimeros, si se compara con el método de
fermentacidén microbiana, presenta mayor rendimiento que el método quimico, sin
embargo, el tiempo requerido por el método de fermentaciobn microbiana es mas

5 ALAVA, Juan. Aplicacidn de quitosano como biocoagulante en aguas residuales contaminadas con
hidrocarburos. Revista enfoque UTE, vol 6, nim, 2015, pp. 52 — 64. Disponible en:
http://oaji.net/articles/2015/1783-1443125818.pdf

8 EL FARGANI, H. et al. Valorization of shrimp co-products “Pandalus borealis”: Chitosan production and its
use in adsorption of industrial dyes. Journal of Materials and Environmental Science, vol 7, nim 4, 2016.

7 GOMAA, Mohamed. et al. Use of seaweed and filamentous fungus derived polysaccharides in the
development of alginate-chitosan edible films containing fucoidan: Study of moisture sorption, polyphenol
release and antioxidant properties. Food Hydrocolloids, vol 82, September 2018, pp. 239-247. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2018.03.056

8 MONTER, J. et al. Extraccién y caracterizacidn de propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y estructurales
de quitina y quitosano de Brachystola magna (Girard). Revista Mexicana de Ingenieria Quimica. vol. 15,
nam. 3, 2016, pp. 749-761. Disponible en: http://www.redalyc.org/pdf/620/62048168007.pdf
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amplio que lo requerido en los demas métodos.® Determinando asi, las ventajas y
desventajas del método quimico, el cual se prevé aplicar en la presente propuesta.

A nivel local, especificamente en la UPTC Tunja, el Grupo de Investigacion en
Desarrollo y Aplicaciones de Nuevos Materiales-DANUM, ofrecié una aplicacién al
quitosano en el campo de la farmacologia.'® Este sistema implementado mediante
quitosano de tipo comercial Sigma-Aldrich fue capaz de liberar desde 65% a 85%
de clorhidrato de tiamina en un periodo de 60 h, aproximadamente, lo cual evidencia
la potencialidad de estas membranas para liberar efectivamente a la vitamina B1.

9 ZUBIRIA, Jairo. et al. Analisis de los métodos para extraccién de quitina de los residuos de camarén segin
parametros econdmicos y ambientales. Revista Interdisciplinar de Estudios en Ciencias Basicas e Ingenierias,
vol 1, nim 2, 2014, pp. 1-9.

10 SANCHEZ, Angela. et at. Preparacién y caracterizaciéon de membranas poliméricas electrohiladas de
policaprolactona y quitosano para la liberacién controlada de clorhidrato de tiamina. Revista ciencia en
desarrollo, vol 7, nim 2, 2016, pp. 133-151. Disponible en:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50121-74882016000200012&Ing=en&nrm=iso

13



5. MARCO TEORICO

5.1 ENFOQUE EPISTEMOLOGICO.

En la investigacidbn ecologica actual se encuentra presente la epistemologia
empirista centrada en la busqueda de patrones. Segun la epistemologia empirista,
sélo es posible describir y predecir pero no explicar a través de teorias, conceptos,
o hipotesis los mecanismos que causan el fenomeno —por otra parte deben ser
imaginados o hipotetizados, ya que no surgen de la observacion directa.*!

Una mas de las consecuencias de la implementacion de una epistemologia
empirista en la investigacion ecoldgica se asocia a la utilizacion de las predicciones,
las cuales a veces son Utiles a corto plazo debido a que, por no tener en cuenta las
causas invisibles'?, no suelen proveer los cambios en las variables que terminan
incidiendo de manera oculta sobre lo estudiado. Esto quiere decir que si las
condiciones iniciales cambian, la teoria no puede dar cuenta de esos cambios, y
resulta inGtil como teoria. 3

5.2 BIOPOLIMEROS

El término biopolimero es usado para describir una variedad de materiales, pero en
general los biopolimeros caen en dos categorias principales: polimeros que son
producidos por sistemas biol6gicos como microorganismos, plantas y animales; y
los polimeros que son sintetizados quimicamente pero que provienen de fuentes
biolégicas como aminoéacidos, azlcares, grasas naturales o aceites.

Los biopolimeros se generan por sistemas biolégicos, o pueden ser sintetizados
guimicamente a partir de materiales de origen renovable; por lo que una
caracteristica fundamental de los biopolimeros es que su degradacion se presenta
en lapsos de tiempo cortos, desde semanas a pocos meses.*®

Un polimero es biodegradable y medio ambientalmente asimilable si, bajo unas
condiciones ambientales especificas, sufre un cambio significativo en su estructura
quimica debida principalmente a la accion de enzimas biolégicas o microorganismos
como bacterias, hongos y algas, que tiene como resultado la pérdida de sus

1 MARONE, L. Homenaje a Mario Bunge, o por qué las preguntas en Ecologia deberian comenzar con por
qué. Editorial Martin, Mar del Plata. Argentina. 2000.

12 BUNGE, M. Teoria y realidad. Barcelona. 1985

13 GARCIA, Carolina. Analisis de los supuestos epistemoldgicos y ontoldgicos presentes en tres
investigaciones ecoldgicas realizadas en la laguna costera de marchiquita sobre el poliqueto invasor
Ficopomatus enigmaticus. Ludus Vitalis. 2017. Vol 25, num 48.

14 U.S. Congress, Office of Technology Assessment, Biopolymer Making Materials Nature’s Way-Background
Paper, 1993.

15 SHIMAO, M. Biodegradation of plastics. Revista Environmental biotechnology, 2001.
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propiedades iniciales y cuyo final deriva en la formacion de diéxido de carbono,
agua, metano, compuestos inorganicos o biomasa. En la biodegradacion, la causa
de la reducciéon del tamafio molecular es la accion de promotores enzimaticos
originados por microorganismos?é.

v' Clasificacién de los biopolimeros.

Una clasificacion general de los biopolimeros se ilustra a continuacion en la figura
1.

Figura 1. Clasificacion de los biopolimeros

Cadenas , . Carbohidratos,
— . Sintesis natural , .
poliméricas proteinas, resinas
Bioooli L Polimeros _ Sintesis PLA, PHA, PHB, etc
Iopolimeéros biotecnoldgica ’ ’ ’

Aceites vegetales y
—  Mondmeros Sintesis natural derivados de
azucares

Fuente: Adaptado de REHMAN, Khalid. 2014/

5.3 POLISACARIDOS

Los polisacéaridos son moléculas conformadas por la unién de muchas moléculas de
monosacaridos entre si. Hay dos tipos principales de polisacéaridos. El primero
comprende moléculas formadas por monosacaridos iguales, el de los
homopolisacéaridos, los cuales, ya sean de origen animal o vegetal, representan
fundamentalmente materiales de reserva de los seres vivos para realizar funciones
en condiciones en las cuales no es posible obtener aztcares.!8

El segundo grupo de los polisacaridos estd formado por los Illamados
heteropolisacéaridos, que son polimeros de monosacaridos entre si, pero con la
diferencia de que se trata en este caso de unidades de distintos tipos de
monosacaridos. Algunos homopolisacéaridos y sus tipos de enlaces se muestran a
continuacion en la tabla 1.

16 American Society of Testing Materials . ASTM D-5488-94. New York. 2000
17 REHMAN, Khalid. Biomasa y bioenergia. Editorial Springer International, 2014.
18 pENA, Antonio. Bioquimica. Editorial Limusa. México D.F.. 2002. 427 pag.
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Tabla 1. Homopolisacéaridos

Nombre Tipo de molécula
Amilosa Lineal
Amilopectina | Ramificada
Celulosa Lineal
Glucdégeno | Ramificada
Inulina Lineal

Quitina Lineal

Dextrana Ramificada

Fuente: Adaptado de PENA, Antonio.!®

Como se observa en la tabla 1, los polisacaridos forman polimeros tanto
ramificados como lineales, a diferencia de las proteinas y los acidos nucleicos. Esto
se debe a que los enlaces glucosidicos pueden estar hechos por cualquiera de los
grupos hidroxilos de un monosacarido.?°

Los glucidos desempefian con caracter general en los seres vivos dos tipos de
funciones: energéticas y estructurales:

1) Funcién energética.- La oxidacion de los glucidos libera energia que las
células pueden utilizar para realizar sus funciones. La glucosa es el azlcar que con
mas frecuencia utilizan las células como combustible metabdlico primario. Por otra
parte, algunos polisacaridos actian como material de reserva energética que puede
ser rapidamente movilizado cuando es necesario. Una ventaja que poseen los
glicidos sobre otras biomoléculas como material energético es que, dada la
solubilidad en agua de muchos de ellos, pueden ser transportados muy rapidamente
en medio acuoso alli donde resultan necesarios.

2) Funcion estructural.- Algunos polisacaridos como la celulosa o la quitina
presentan propiedades que los hacen idoneos para formar parte de estructuras que
deben ofrecer una gran resistencia mecanica, como las paredes celulares vegetales
o el exoesqueleto de los artrépodos.?!

¥ bid., p. 18.
20 VOET, Donald. Fundamentos de bioquimica. Editorial Médica Panamericana. Madrid. 2007. 1260p
21 GARCIA, N. Biomoléculas organicas. Instituto Tabancura. 2018
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6. MARCO NORMATIVO

Ley 99 de 199322 sefiala los principios que rigen la politica ambiental colombiana en
su numeral segundo dispone la biodiversidad como patrimonio nacional y de interés
de la humanidad que debe ser protegida prioritariamente y aprovechada en forma
sostenible.

Decreto 2811 de 197423, articulo 258 literal “e”, Prohibir o restringir la introduccion,
trasplante, cultivo y propagacion de especies silvestres perjudiciales para la
conservacion y el desarrollo del recurso.

Convencion sobre Diversidad Biolégica, aprobada por la Ley 165 de 199424
establece en el literal “h” del articulo octavo la obligacion para los estados de impedir
qgue se introduzcan, controlar o erradicar las especies exéticas que amenacen a
ecosistemas, habitats o especies.

Resolucién No.0848 del 23 de mayo de 2008 del Ministerio de Ambiente, Vivienda
y Desarrollo Territorial que declar6 como invasoras varias especies, y lo
mencionado Plan Nacional para la Prevencion, el Control y Manejo de las Especies
Introducidas, Trasplantadas e Invasoras, documento presentado por la misma
institucién, en el que hace un Diagndéstico y listado preliminar de las especies
introducidas, trasplantadas e invasoras en Colombia , y entre ellas al Cangrejo Rojo
Californiano (Procambarus Clarkii).®

22 Ley 99 de 1993. Por la cual se crea el Ministerio del Medio Ambiente, se reordena el Sector Publico
encargado de la gestion y conservacion del medio ambiente y los recursos naturales renovables, se organiza
el Sistema Nacional Ambiental, SINA y se dictan otras disposiciones. Disponible en:
http://www.secretariasenado.gov.co/senado/basedoc/ley_0099 1993.html

2 Decreto 2811 de 1974. Por el cual se dicta el Codigo Nacional de Recursos Naturales Renovables y de
Proteccién

al Medio Ambiente. Disponible en:
http://www.minambiente.gov.co/images/GestionIntegraldelRecursoHidrico/pdf/normativa/Decreto_2811_
de_1974.pdf

24 Ley 165 de 1994. Por medio de la cual se aprueba el "Convenio sobre la Diversidad Bioldgica", hecho en
Rio de Janeiro el 5 de junio de 1992. Disponible en:
http://www.minambiente.gov.co/images/BosquesBiodiversidadyServiciosEcosistemicos/pdf/Politica-
Nacional-de-Biodiversidad/3355_ley_0165_091194.pdf

25 CAR Cundinamarca. Implementacién del plan de manejo control y erradicacién del cangrejo rojo
americano (Procambarus clarkii) en la jurisdicciéon car Cundinamarca. 2016
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7. MARCO CONCEPTUAL

7.1 QUITINA

La quitina es el polisacarido natural mas abundante en la tierra después de la
celulosa.?® Sustancia presente en el exoesqueleto de los insectos y en los
crustaceos.?’ La quitina pura es un sélido blanco, parcialmente cristalino, inodoro e
insipido. Estd compuesto por aminoazlcares unidos entre si por enlaces
glicosidicos B(1— 4), que forman una cadena lineal de unidades de N-acetil-2-
amino-2-desoxi-D-glucosa, algunas de las cuales, desacetiladas.?®

En general la quitina es obtenida por métodos quimicos a partir de conchas de
crustaceos que incluyen tratamientos con alcalis y acidos, con modificacion de
condiciones como la temperatura, tiempo de reaccion, concentracion de alcalis y
acidos, entre otros. Aunque es importante sefalar a la industria de la fermentacién
basada en hongos como otra fuente de quitina.?®

La obtencidén de quitina propuesta en la presente investigacion, se bas6 en dos
procesos principales:

e Desproteinizacion

El contenido en proteinas que presenta la muestra, deriva principalmente del tejido
esquelético del crustaceo, y en menor medida de restos del tejido muscular. Para la
etapa de desproteinizacion pueden utilizarse diferentes reactivos, variaciones en el
tiempo e incluso diferentes concentraciones, con el fin de poder extraer de la
muestra las proteinas existentes.°

e Desmineralizacion

26 BARROS, Israel. Extraccion y comparacidn de la quitina obtenida a partir del caparazén de callinectes
sapidus y Penaeus vannameis. Rev. U.D.C.A Act. & Div. Cient. 18(1): 227-234, Enero-Junio, 2015.

27 JOHNSON, Jinny. La gran enciclopedia de los animales. Script edizioni, 2012. p 13.

28 PENICHE C. Estudios sobre quitina y quitosano. [Tesis en opcidn del titulo de Doctor en Ciencias]. Editorial
Universitaria, Universidad de La Habana, 2006.

29 MARMOL, Zulay. Quitina y Quitosano polimeros amigables: una revisién de sus aplicaciones. Revista
Tecnocientifica URU. 2011. Vol 1. Pag. 53-58

30 RUDRAPATNAN, T. Chitin: the undisputed biomolecule of great potential. Critical reviews in food science
and nutrition, pp. 43-145, 2003.
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Ocurre cuando el acido clorhidrico (HCI) reacciona con el carbonato de calcio como
lo indica la ecuacién 1.

CaCO3 + 2HCI — COz(g)"' CaC|2 + Hzo (1)

Aungue el HCI puede ser la causa de efectos en las propiedades intrinsecas de la
pureza de la quitina, éste es el agente descalcificante comiunmente empleado en
laboratorios y a nivel industrial para la produccién de este biopolimero.3!

7.1.1 Fuentes de quitina

La quitina (del griego tunic, envoltura) se encuentra distribuida ampliamente en la
naturaleza y, después de la celulosa (materia base del papel), es el segundo
polisacarido en abundancia. Sus fuentes principales son el exoesqueleto
(caparazén) de muchos crustaceos, alas de insectos (escarabajos, cucarachas),
paredes celulares de hongos, algas, etc. 32

Sin embargo, a nivel industrial, se observa que la materia prima para el proceso
extractivo de quitina radica en el uso de exoesqueletos de varias especies de
crustaceos (ver tabla 2), especialmente aquellos desechados por la industria del
camaron; generando asi, una fuente relativamente econdmica y facil de conseguir
para la produccién en masa de este biopolimero.

Tabla 2. Composicion en porcentaje volumen/volumen del exoesqueleto de algunos
crustaceos

Fuente de quitina Género - Especies Quitina (v/v)%
Collinectes sapidus 13,5
) Chinoecetes opilio 26,6
Cangrejo .
Paralithodes
s 31
camtschaticus

Pandalus borealis 17
Camaron Cragon cragon 17,8
Penaeus monodon 40,4

Krill Euphausia superba 41

Fuente: Adaptado de Colina, Ayala, & Rincon, 2014.

31 COLINA, M, et al. Evaluacidn de los procesos para la obtencién quimica de quitina y quitosano a partir de
desechos de cangrejos. Escala piloto e industrial, Revista Iberoamericana de Polimeros., pp. 21-43, 2014

32 L AREZ, Cristobal. Quitina y quitosano: materiales del pasado para el presente y el futuro. Revista Avances
en quimica. Vol. 1. Pag 15-21
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7.2 QUITOSANO

Polimero natural obtenido a partir de caparazones de crustaceos y se utiliza en
diversas aplicaciones biomédicas y agricolas.®® Este polisacarido se deriva de la
quitina mediante la desacetilizacion.3* El quitosano es la forma N-desacetilada de la
quitina, es una modificacion de la quitina y posee mejores propiedades de
reactividad y solubilidad. Se obtiene al sustituir los grupos acetamido de esta por
grupos amino, al tratar la quitina con alcalis fuertes.3®

7.2.1 Fuentes de quitosano

El quitosano se puede encontrar de forma natural en las paredes celulares de
algunas plantas y hongos (por ejemplo en el Mucor rouxii llega a representar hasta
un tercio de su peso). Sin embargo, la fuente mas importante de quitosano, a nivel
industrial, lo constituye la quitina, la cual, mediante un proceso de desacetilacion
quimica o enzimatica, ha permitido producirlo a gran escala.3®

Tomando en cuenta diferentes articulos y estableciendo una tendencia, se
encuentra que la quitina es llamada quitosano cuando su grado de desacetilacion
es mayor o igual al 50%, como se muestra en la Figura 16. Partiendo desde este
punto de vista, entran a jugar otros factores que deben ser tomados en cuenta.
Existen basicamente tres procedimientos de produccion de este polisacarido a partir
de quitina; por desacetilacidbn heterogénea, homogénea y enzimética, el producto
obtenido en cada uno de estos métodos, varia en su estructura quimica.®’ La
estructura quimica de la quitina y quitosano extraidos mediante desacetilacion
hetereogénea a partir de langosta se observa en la figura 2.

33 SANTANDER, Maria. Enciclopedia regional del Bio Bio. Santiago de Chile: Pehuén Editores Limitada, 2006.
256p.

34 RIVEROS, Alba. Induccidn de resistencia en plantas Interaccién: Planta-Patégeno. Instituto Interamericano
de Cooperacién para la Agricultura (IICA). San José. 2010. 261p.

35 MARMOL, Zulay. Alternativas tecnoldgicas para el Aprovechamiento de las conchas de Camarén. Trabajo
de Ascenso para optar a la categoria de Titular. Universidad del Zulia. Facultad de Ingenieria. Escuela de
quimica. 2003. 56p

36 | AREZ, Op. cit., p. 19.

37 GIRALDO, Juan. Un futuro para la quitina y el quitosano. 2015. University of Concepcidn.
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Figura 2. Estructura quimica de quitina (a) y quitosano (b) proveniente de caparazon
de langosta.

[

Fuente: NGUYEN, T. 20178

7.3 APLICACIONES QUITINA'Y QUITOSANO

Las aplicaciones de la quitina y el quitosano abarcan una amplia gama de areas en
la industria, ya sea a nivel alimentario, médico, agricola o estético, tal como se
evidencia en la tabla 3.

Tabla 3. Aplicaciones de la quitina y quitosano

AREA APLICACION

e La quitina microcristalina (CCM) se usa como agente
aromatizante y colorante, vida Util asi como fibra dietética en
alimentos horneados.

e EIl quitosano muestra actividad antimicrobiana, por lo que su
pelicula ha demostrado ser muy prometedora para su
aplicacién en la conservacion de alimentos.

e EIl quitosano actia como agente quelante y atrapador de
metales pesados.

e Los derivados de N-bencil sulfonato de quitosano se usan
como sorbentes para la eliminacién de iones metalicos en
medio acido y el quitosano también se puede usar para
eliminar el color de los efluentes.

e La quitina y el quitosano también se utilizan de manera
efectiva para eliminar el arsénico del agua potable
contaminada, asi como para eliminar los productos
derivados del petroleo de las aguas residuales.

Alimentos

Tratamiento
de aguas
residuales.

38 NGUYEN, T. Lobster processing by-products as valuable bioresource of marine functional ingredients,
nutraceuticals, and pharmaceuticals. Bioresources and Bioprocessing. 2017
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Medicina

Suturas absorbibles y materiales para el cuidado de heridas.
Se ha prestado especial atencién al quitosano para la
reparacion del cartilago articular.

El quitosano tiene un efecto inhibidor del crecimiento en las
células tumorales.

Industria
cosmeética

El quitosano se puede usar en champus, colorantes para el
cabello, lociones para el peinado, lacas para el cabello y
tonicos para el cabello.

Se encuentra que la quitina y el quitosano se usan en cremas
como humectante, base de esmalte de ufias, sombra de ojos
y materiales de limpieza de lapiz labial y agentes de bafio.

Industria
agricola

Favorecen el crecimiento y desarrollo de microorganismos
beneficiosos que establecen relaciones simbidticas con las
plantas, tales como las micorrizas o especies del género
Rhizobium.

Las semillas tratadas con quitina han demostrado que
acelera el crecimiento. La adicién de quitina al suelo reduce
las infestaciones de lombrices y la supresion de hongos
patégenos.

Fuente: Adaptado de POKHREL, Shanta. 2015.%°

7.4 Procambarus clarkii

Miembro de un subfilo de artropodos fundamentalmente acuaticos como se observa
en la tabla 4, dotados de mandibulas y dos pares de antenas, como el cangrejo, la
langosta y la quisquilla.*° Es nativa del norte de México y del valle del rio Mississippi
en Estados Unidos; ha sido introducida en diversos paises como Republica
Dominicana, donde actualmente es fuente importante de produccién de alimento
para satisfacer la creciente demanda de proteinas.*

Es una de las especies de crustaceos con mayor distribucion a nivel mundial,
convirtiéndose de esta manera en un invasor disperso en casi todos los continentes
a excepcion del australiano y el antartico.*?

39 POKHREL, Shanta. Applications of Chitin and Chitosan in Industry and Medical Science: A Review. Nepal
Journal of Science and Technology Vol. 16, No.1, 2015. 99-104
40 PACHECO, C. Enciclopedia libre universal en espafiol. Crustaceo. Edicion 2003. 1748p

41 FLOREZ, Op. Cit., p. 8.

42 FRANCO, M. 2014. Morfometria, distribucidn actual y potencial en el norte de México del acocil rojo
Procambarus clarkii (Girard, 1852) (Crustacea: Cambaridae). Nuevo Ledn: Universidad Auténoma de Nuevo

Ledn.
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Tabla 4. Taxonomia de la especie Procambarus clarkii

Reino Animal

Rama Antropodos

Clase Crustacea
Subclase Malacostraca
Superorden Eucarida

Orden Decapoda

Familia Astacidae

Género Procambarus
Especie Procambarus clarkii
Nombre comun Cangrejo de rio americano
Nombre cientifico Procambarus clarkii

Fuente: Adaptado de Arrignon, 198543

7.4.1 RASGOS BIOLOGICOS

Forma de cuerpo cilindrica. Cefalotérax conspicuamente granular (rugoso) en
adultos, provisto de numerosos pequefos tubérculos; también tiene una serie de
espinas cervicales, cefalicas, branquiostegales y marginales. Quela o tenaza
angosta y larga, nudo en la porcion proximal del dactilo, dejando un espacio
delimitado por el tubérculo. El caparazén no estad separado dorsalmente por un
espacio (la areola) en el centro. El color de los adultos es rojo oscuro, algunos
sombreados color café. Franja negra presente en el abdomen. Quelas o tenazas
con tubérculos rojos brillantes. Los jévenes tienen color gris uniforme, a veces con
lineas oscuras onduladas.*

Segun Holdich, esta especie presenta dimorfismo sexual externo y el sexo se puede
distinguir por la posicion de los poros genitales. Las aberturas genitales se localizan
en el coxopodito del tercer par de pleopodos en hembras y en el quinto par de
pleopodos en varones.*> Por otra parte, los machos tienen un érgano copulador
formado por una modificacion del primer y segundo par de pleépodos como se
observa en la figura 3, mientras que en las hembras el primer par de apéndices
abdominales es vestigial y el segundo no tiene ninguna modificacién, tal como indica
Suko.*6

Del mismo modo la mayoria de las especies de cangrejos, P. clarkii tiene
reproduccion sexual. La madurez sexual se alcanza en aproximadamente tres
meses Yy, dependiendo del clima, puede producir dos o tres generaciones al afio.4’

43 ARRIGNON, J. Cria del cangrejo de rio. Editorial Acribia. Espafia. 1985.

44 FAO. Programa de informacidn de especies acudticas: Procambarus clarkii (Girard, 1852). 2007

45> HOLDICH, D. Review of possible methods for controlling nuisance populations of allien crayfish.
Crustacean Issues 11: Crayfish in Europe as Allien Species. 1999

46 SUKO, T. Studies on the development of the crayfish. I. The development of secondary sex characters in
appendages. The Science Reports of Saitama University, 1B: 77-96. 1953

47 DORN, N. The role of omnivorous crayfish in litoral communities. Revista Oecologia. 2004. Pag 150-159
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Figura 3. Rasgos fisicos exteriores Procambarus clarkii
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Fuente: PASCUAL, José. 201048

Debido a su actividad excavadora, ocupa el interior de los cuerpos de agua,
logrando disminuir de manera considerable la disponibilidad de oxigeno, generando
un impacto sobre las caracteristicas del ecosistema, hecho que podria ir en
detrimento de las poblaciones nativas.*® Otra particularidad que presenta P. clarkii
es el hecho de ser una especie omnivora generalista cuya dieta oportunista favorece
su establecimiento con éxito en diferentes tipos de cuerpos de agua.®® Se alimentan
de plantas y residuos de la agricultura, de macréfitos y de animales vivos, tales
como moluscos, insectos, anélidos, nematodos, platelmintos, renacuajos y alevines
o pececillos.>!

7.4.2 ORIGEN E INGRESO DE LA ESPECIE EN TERRITORIO
NACIONAL

Procambarus clarkii, también conocido como cangrejo de pantano rojo o cangrejo
de Louisiana, es nativo del noreste de México y el sur de Estados Unidos; Se ha

48 PASCUAL, José. Diseccidn de un crustaceo decdpodo el cangrejo de rio americano. Dto Biologia y geologia
IES El Escorial. 2010

4 CAMPOS, M. 2005. Procambarus (Scapulicambarus) clarkii (Girard, 1852), (Crustacea: Decdpoda:
Cambaridae). Una langostilla no nativa en Colombia. Rev. Académica Colombiana de Ciencias.

50 GUTIERREZ, P. & C. MONTES 1999. Bioenergetics and phenology of reproduction of the introduced red
swamp crayfish, Procambarus clarkii, in Donana National Park, Spain, and implications for species
management. Freshwater Biology, 32: 561-574.

51 HUNER, J. & O. LINDQVIST 1991. Special problems in freshwater crayfish egg produc-tion. Crustacean
production Werner, 7: 235-246.
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introducido en todos los continentes, excepto en la Antartida y en Oceania, y ahora
se considera la especie de cangrejo de agua dulce mas cosmopolita del mundo.>?

Fue introducida al Valle del Cauca en 1985 por la “Agropecuaria Heliodoro Villegas
Sucesores S.A.”, con registro sanitario del ICA (O.N. 867 -85), en calidad de especie
experimental. El estudio basico del trabajo planteado en ese tiempo por Romero y
von Prahl en 1988, fue enfocado al crecimiento y reproduccion de esta especie en
cautiverio bajo condiciones controladas en el tropico. Se investigaron aspectos
relacionados con el cortejo, copula, desarrollo post-larval y cria de juveniles con
dietas naturales en condiciones de cautiverio. Posterior al ensayo en 1988, se
presentd una fuga accidental de ejemplares al ambiente natural.

El camardn rojo se dispersé por medios naturales en el municipio de Palmira y el
hombre lo distribuy6 a otros municipios del departamento, incluyendo a Santiago de
Cali, Jamundi, Yotoco, San Juan Bautista de Guacari, Guadalajara de Buga, todos
ellos drenados por el rio Cauca (2007-2011).53

Las posibles razones de invasion de los ejemplares estan relacionadas con
actividades humanas en las zonas descritas, debido a liberacion accidental. Los
ejemplares de esta especie son comercializados como mascotas, esto
posiblemente sea uno de los causantes de los reportes realizados. También se
conoce que la sabana de Bogotda, posee varios cuerpos de agua que posibilitan el
establecimiento de estos cangrejos.>*

7.4.3 IMPACTOS ASOCIADOS

La especie Procambarus clarkii ha demostrado gran tenacidad como invasora en
ecosistemas ubicados en distintas latitudes del mundo, temperaturas y sistemas
troficos, esto conlleva a su vez a la generacion de probleméticas que derivan en
impactos ambientales en aquellas zonas donde su presencia no solo ha afectado a
especies animales y vegetales, sino también ha impactado en actividades
econdémicas que dependen de los sistemas acuaticos. Parte de los impactos de
mayor relevancia se evidencia en la figura 4.

52 CHUCHOLL, C. 2011. Population ecology of an alien “warm water” crayfish (Procambarus clarkii) in a new
cold habitat. Knowledge and Management of Aquatic Ecosystems, 401: 29p1-29p21.

53 FLOREZ, Op. cit., p. 8.

54 ARIAS, Julidn. Presencia del cangrejo rojo Procambarus clarkii (Girard, 1852) en la sabana de Bogot3,
Colombia. Boletin de la Sociedad Entomoldgica Aragonesa. 2018.
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Figura 4. Impactos asociados a la presencia de Procambarus clarkii
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Fuente: Adaptado de CAR, 2016.
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8. METODOLOGIA

La metodologia a aplicar para la realizacion de la presente propuesta investigativa
consta de tres fases principales.

FASE 1. IDENTIFICACION DEL METODO DE EXTRACCION DE BIOPOLIMEROS
MAS ADECUADO PARA LA INVESTIGACION.

Para la realizacion de esta fase es necesaria una recopilacion de metodologias
extractivas provenientes de fuentes primarias, siendo éstas articulos y tesis. Con el
fin de determinar aquella metodologia quimica de extraccién, se procedera a la
comparacién y seleccién de la metodologia con mejor puntaje obtenido segun la
aplicacion de criterios de seleccion.

Se establecen cuatro criterios de evaluacion para seleccionar los articulos o
documentos mas completos. Entre los cuales se destacan:

e Afo de publicacion: se garantiza la actualidad de la informacién, equipos
utilizados y tecnologia reciente.

e Base de datos: la presencia del articulo en una base de datos otorga un nivel
de seriedad al articulo y confianza a lector, ya que para llegar a ésta, el escrito
debid ser revisado por un par evaluador perteneciente a la revista o base de
datos, el cual garantiz6 que la informacién presente es confiable.

e Especie estudiada y localizacion: este criterio se fundamenta en que para el
presente articulo se busca la metodologia mas adecuada de extraccion a
partir de caparazones de crustaceos. A ésta se la dara una mayor prioridad,
por encima de los estudios realizados con insectos.

e Redaccion y coherencia: se hace necesaria la correcta redaccion y orden en
el escrito, ya que la metodologia consiste en una serie de pasos e
indicaciones los cuales deben presentarse en forma tal que sean
correctamente interpretadas por el lector.

La valoracion de los criterios previamente mencionados se manejara en un rango
de 1 a 5. Siendo 5 la puntacién asignada para un resultado satisfactorio y 1 la
puntuacion para un resultado deficiente. Debido a la gran cantidad de publicaciones
respecto a la extraccion de quitina y quitosano; se preve utilizar para la evaluacion
metodoldgica un total de 10 articulos, los cuales previamente deben cumplir con la
aplicacion de extraccion quimica y caracterizacion del producto final.

De esta aplicacion de criterios se obtendra una matriz donde se sintetizaran los

resultados obtenidos para los diversos métodos de extraccion de biopolimeros en
crustaceos. La tabla 5 indica el modelo de matriz a utilizar.
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Tabla 5. Guia tabla criterios autores

Afio Base de | Especie

publicacion datos estudiada Redaceion | Total

Autor

Fuente: Autora.

Con la matriz de aplicacion de criterios sera posible determinar la metodologia mas
conveniente para el objetivo de esta investigacion teniendo en cuenta el total de
puntajes obtenidos por los criterios aplicados.

FASE 2. CARACTERIZACION QUIMICA DE QUITINA Y QUITOSANO
OBTENIDOS A PARTIR DEL CAPARAZON DE Procambarus clarkii.

En primera instancia, debe realizarse una salida de campo en la cual se realice la
respectiva recoleccion de especimenes de Procambarus clarkii. Para una
recoleccion eficaz es recomendable realizarla en orillas del cuerpo de agua, que en
estas se ubican las madrigueras de los cangrejos.

Asi mismo, es recomendable realizar la recoleccion en horas de la tarde debido a
que el aumento en la temperatura del agua (la cual se da progresivamente en la
mafiana) incentiva a los cangrejos a salir de sus madrigueras. De esta forma, se
procedera a realizar la pesca de los especimenes mediante una vara con carnada
y posteriormente almacenados en un balde para su adecuado traslado a las
instalaciones del Bioterio UPTC.

Una vez dispuesta la materia prima del proceso, la siguiente actividad
correspondera a la extraccién de quitina y quitosano a partir de los Procambarus
clarkii en laboratorio. Para ello, sera necesario el resultado final de la fase 1, el cual
corresponde a la metodologia de extraccion de ambos biopolimeros. Cabe aclarar
que la metodologia de extraccion quimica utiliza dos tipos de reactivos: El NaOH y
el HCI; la fase 1 se encargara de establecer las concentraciones 6ptimas de estos
dos reactivos.

A nivel general, se inicia el procedimiento con la adecuacion de la muestra de
Procambarus clarkii, la cual debe ser reducida en su tamafio mediante molienda,
secada con el fin de reducir su humedad y finalmente pesada para pasar al siguiente
proceso, la desproteinizacién, cuyas variables involucradas seran la concentracion
de NaOH, tiempo y temperatura utilizados segun el método elegido en la fase 1. La
muestra se dejara enfriar con el fin de que la temperatura proveniente no afecte el
proceso de desmineralizacion la cual se realiza utilizando como reactivo principal el
HCIl a una temperatura y rango de tiempo a considerar. De este Ultimo, se obtendra
la quitina, la cual puede expresarse en gramos o en porcentaje respecto a la masa
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de Procambarus clarkii utilizada inicialmente, el cual constituye materia prima para
la obtencién de quitosano.

La obtencion de quitosano a partir de la quitina se da mediante un proceso
denominado desacetilacion, en el cual se involucran nuevamente variables tales
como la concentracion de NaOH utilizada, la temperatura y rango de tiempo del
proceso. Se obtendra quitosano, expresado en gramos o porcentaje, el cual se
caracterizara en cuanto a su composicion mediante espectro de infrarrojo (FTIR) en
el INCITEMA UPTC sede Tunja donde se prevé el andlisis de 5 muestras (3 de
quitina y 2 de quitosano). Los registros de los resultados obtenidos en los
procedimientos previamente mencionados se plasmaran en formatos como los
presentados a continuacion en la figura 5.

Figura 5. Formatos informacion de extraccion

Masa Temperatura | Tiempo Masa
entrada (gr) NaOH (M) (°C) (horas) salida (gr)
Desproteinizacion
” Eficiencia
g:wa:[f:da HCI | Temperatura | Tiempo St;gll?i?ia de
(N} | (°C) (horas) extraccion

(ar) (ar)

guitina (%)

Desmineralizacion

- Eficiencia de
Quitina | NaOH | Temperatura | Tiempo S&gﬁgﬂ extraccion
(ar) (%opiv) | (°C) (horas) quitosano

(ar) (%)

Desacetilacion

Fuente: Autora.

Una vez recolectada la informacién referente al proceso extractivo, se procede al
calculo de otras variables, como lo son el rendimiento global, el grado de acetilacién
de la quitina y el grado de desacetilacién del quitosano. Este dltimo se calcula
mediante potenciometria realizada en el laboratorio y mediante la absorbancia
obtenida por la espectrofotometria infrarroja que se realizara al quitosano extraido.

A continuacién se presenta la formula de célculo para la eficiencia de la cantidad en
la extraccion de los biopolimeros o rendimiento global (RG)®® del proceso, siguiendo
la ecuacion 2.

55 HERNANDEZ, H. Obtencidn y caracterizacién de quitosano a partir de exoesqueletos de camarén. Sociedad
Mexicana de Ciencia y Tecnologia de Superficies y Materiales. Revista Superficies y Vacio. Vol 22, Num 3, pp
57-60. 2009
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RG =224100 )
RT

Donde:
RT = cantidad en gramos de la muestra con la que se comenzo el proceso.
RR = cantidad en gramos del producto final (quitosano).

En el caso de la quitina, se procedera al calculo del Grado de acetilacién (DA), el
cual busca correlacionar la absorbancia de las bandas de 1655cm-1 para la amida
| y 3450cm-1, para grupos hidroxilos obtenido en espectrofotometria. Se aplica el
método propuesto por J. Domszy®°® expresado a continuacién en la ecuacioén 3.

DA = (Alesscm—l) . (100) (3)

Asss0cm=1 1,33

Donde A(1655cm™) y A(3450cm™) son las absorbancias de los picos del espectro
infrarrojo de la quitina.

La segunda férmula a utilizar para el calculo del grado de desacetilacion como se
observa en la Ecuacion 4, surge de una propuesta realizada por Brugnerotto®’,
quienes realizaron una extensiva investigacion en la que analizaron 25 muestras de
quitina y quitosano de diferentes fuentes y con grados de acetilaciéon, determinados
por espectroscopia, que iban desde 0,5% hasta 97,9%. A partir de los espectros
FTIR se toma como banda caracteristica a la localizada a 1 320 cm-1, y como
referencia la banda a 1 420 cm-1%8,

%DD = 100 — ((31,92 * M) - 12,2) (4)

A(1420cm™1)

Donde A(1320cm™?) y A(1420cm?) son las absorbancias de los picos del espectro
infrarrojo del quitosano.

De igual forma, se procederd a realizar el calculo del grado de desacetilacion, el
cual se determina con ayuda del resultado obtenido de la primera derivada de la

56 DOMSZY, J. y ROBERTS, G. Evaluation of infrared spectroscopic techniques for analyzing chitosan.
Makromol. Chem. 1985. 186:1671-1677.

57 BRUGNEROTTO, J. An infrared investigation in relation with chitin and chitosan characterization. 2001.
3569-3580

58 RODRIGUEZ, N., VALDERRAMA, A., y ALARCON, H. Preparacién de particulas de quitosano reticuladas con
tripolifosfato y modificadas con polietilenglicol. Rev. Soc. Quim. Peru. 2010.
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grafica pH vs ml de NaOH (valoracion potenciométrica), aplicando la siguiente
ecuacion 5 propuesta por Broussignac®®:

%DD =100 o f )

Donde:

%DD: Grado de desacetilacion

f: molaridad de la solucion de NaOH

y: punto de inflexion mayor

X: punto de inflexion menor

w: peso en gramos de la muestra de quitosano utilizada

FASE 3. COMPARACION DE LA CALIDAD QUIMICA (ACETILACION Y
DESACETILACION) DE LOS BIOPOLIMEROS (QUITINA Y QUITOSANO) Y
PORCENTAJES DE EFICIENCIA DE EXTRACCION RESPECTO A OTROS
CRUSTACEOS.

Esta ultima fase inicié con una recopilacién de informacion primaria referente a la
caracterizacion de quitina y quitosano proveniente de Callinectes sapidus y el
Penaeus vannameis, asi como los rangos de acetilacion y desacetilacion dispuestos
para los biopolimeros de distribucion comercial. De esta forma se prevé generar una
matriz donde se evallan los resultados obtenidos respecto a la bibliografia, un
ejemplo de matriz a utilizar se evidencia a continuacion en la tabla 6.

Tabla 6. Formato matriz fase 3

Grado de Grado de Resultados
acetilacion desacetilacion (Rendimiento de
(quitina) (quitosano) extraccién)

Especie
estudiada

Callinectes
sapidus
Penaeus
vannameis
Procambarus
clarkii

Fuente: Autora.

Con esta informacion se procede a realizar la actividad correspondiente a la
comparacion de la informacion recopilada de las 2 especies y rango comercial
respecto a los resultados obtenidos con el Procambarus clarkii en laboratorio. De

59 BROUSSIGNAC, P. Chitosan: a natural polymer not well known by the industry.Chim. Ind., Genie Chim.
1968. 99, 1241-1247
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esta comparacion surgiran conclusiones acerca de aquel especie que ofrece
resultados mas cercanos al rango comercial y el comportamiento que los resultados
de Procambarus clarkii tuvieron respecto a los demas. Asi mismo, se realizara la
respectiva discusion sobre los resultados obtenidos a partir de la comparacion.
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9. RESULTADOS

FASE 1. IDENTIFICACION DEL METODO DE EXTRACCION DE BIOPOLIMEROS
MAS ADECUADO PARA LA INVESTIGACION.

Para el proceso de evaluacion bibliografica se seleccion6 una muestra de siete
autores cuyas investigaciones se basaron en la extraccion de quitina y quitosano a
partir de exoesqueletos de insectos y crustaceos, aplicando para ello el método
quimico de extraccion. Estas investigaciones fueron realizadas en territorio
latinoamericano, de tal modo que se garantice que el método elegido pueda ofrecer
resultados muy aproximados a los ofrecidos debido a que la composicion y calidad
de los biopolimeros a extraer pueden variar de acuerdo a la lejania de la especie
con respecto al Ecuador.

La informacion referente a la evaluacién de los articulos a analizar posteriormente
se presenta a continuacion en la tabla 7.

Tabla 7. Aplicacion de criterios a bibliografia seleccionada

Autor Ano . Base de Especie Redaccion | Total
publicacién datos estudiada

MONTER, et al., 2016%° 4 5 1 3 13
BARROS, I; GUZMAN, L

y TARON, A., 201552 4 1 5 3 13
COLINA, et al., 2014° 4 1 5 4 14
ALAVA, J. 20153 4 5 5 4 18
;IOEOR;IAANDEZ, et al., 3 5 5 5 18
ZUBIRIA, Jy JIMENEZ,

20145 y 4 1 5 3 13
MARMOL, et al., 2004 1 5 4 14

Fuente: Autora.

De la tabla 7, aquellos articulos con puntajes inferiores a 14 puntos, son un referente
tedrico para otras investigaciones, pero para este caso, no se tendran en cuenta en
su parte metodoldgica.

60 MONTER, Op. cit., p. 12.

61 BARROS, Op. cit., p. 18.

62 COLINA, Op. cit., p. 19.

6 ALAVA, Op. cit., p. 12.

6 HERNANDEZ, Op. cit,. p. 29.

65 ZUBIRIA, Op. cit., p. 13.

% MARMOL, Z, et al. Desacetilacion termoalcalina de quitina de conchas de camardn, Multiciencias, vol. 4,
pp. 1-9, 2004.
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Asi mismo, de la tabla 3 es posible inferir que hay cuatro autores que se destacan
al alcanzar los puntajes mas altos en la evaluacion de criterios (puntaje de 14 a 18)
y por ende, conformaran la bibliografia a evaluar en su componente metodoldgico:

e COLINA, M, et al. «Evaluacion de los procesos para la obtencién quimica de
quitina y quitosano a partir de desechos de cangrejos. Escala piloto e
industrial,» Revista Iberoamericana de Polimeros., pp. 21-43, 2014

e ALAVA, J, «Aplicacion de quitosano como biocoagulante en aguas residuales
contaminadas con hidrocarburos,» ResearchGate, pp. 52-64, 2015.

e HERNANDEZ, H, et al. «<Obtencion y caracterizacion de quitosano a partir de
exoesqgueletos de camaron,» Superficies y Vacio, pp. 57-60, 2009

e MARMOL, Z, et al. «Desacetilacion termoalcalina de quitina de conchas de
camarén,» Multiciencias, vol. 4, pp. 1-9, 2004.

Una vez seleccionados los articulos a trabajar, es necesario realizar una revision a
cada una de estas metodologias propuestas por los autores:

v' COLINA, M, et al. 2014

Para esta investigacion, realizada en Venezuela, los investigadores seleccionaron
el cangrejo azul (Callinectes sapidus) como materia prima para la extraccion de
quitina. Dicha extraccion inici6 con la desproteinizacion de los exoesqueletos
utilizando NaOH al 10% en un rango de temperatura de 100 a 110°C en un lapso
de 1 hora. A continuacion, en el proceso de desmineralizacion, se utilizé HCI y
HsPOas a 1, 2 y 3 molar a diferentes lapsos de tiempo (30 minutos, 1, 2, 3y 4 horas)
con el fin de determinar la mejor concentracion de acido para remocion de
minerales. Finalmente, se realiz6 una desacetilacion con NaOH al 30 durante un
lapso de 6 horas a temperatura entre 100 y 120°C, dando como resultado la
obtencion de quitosano.

Las muestras de quitosano obtenidas fueron caracterizadas mediante espectro
infrarrojo. De este estudio se determiné que la opcion de desmineralizacibn mas
acorde fue HCI al 2 molar en un lapso de 50 minutos, debido a la reduccién
considerable de cenizas en el producto final. Asi mismo, el rendimiento promedio
de extraccion de ambos biopolimeros fue de un 11,29%.

v ALAVA, J. 2015

El investigador utiliza como materia prima una especie de uso comun para consumo
en Ecuador, el camardn Litopenaeus vannamei, especificamente la cola, la cual fue
tratada utilizando el método quimico de extraccion. En primera instancia, se realizo
un proceso de desproteinizacion utilizando NaOH al 5%, en un lapso de 45 minutos
a una temperatura de 90°C. Este proceso de desproteinizado se realizo 3 veces de
manera consecutiva, utilizando para si, las mismas concentraciones, tiempos y
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temperatura por consideracion del autor. Luego se prosiguid con la
desmineralizacion, llevada a cabo utilizando HCI al 5% durante un lapso de 24 horas
y a 25°C, obteniendo de este ultimo proceso, la quitina.

Con el fin de obtener quitosano, se llevd a cabo la desacetilacion mediante el uso
de NaOH al 50% durante un lapso de 1,5 horas y a una temperatura de 90°C,
enfatizando en la agitacion constante realizada en presencia de aire atmosférico.

El quitosano producido fue caracterizado por titulacién potenciométrica, resultando
en un grado de desacetilacion (%DD) de 87.18% — 93.72%. El contenido de quitina
obtenido fue de 21.1% y de quitosano 16.1% con respecto a la materia prima
utilizada.®’

v" HERNANDEZ, H, et al. 2009

Los autores determinaron como materia prima para el proceso de extraccién de
quitina a los caparazones de camarén procedentes de restaurantes de mariscos en
Puebla, México. El método de extraccion utilizado fue el quimico, el cual inici6é con
la desmineralizacion de los caparazones, moliendo y pesando una cantidad de este
polvo en un matraz al cual se le afiadioé una solucion de HCl al 0,6 N en una relacion
1:11 durante un lapso de 3 horas a una temperatura de 30°C. Seguido a esto, se
realizé el proceso de desproteinizacion de la muestra, utilizando para ello una
solucion de NaOH al 1% durante 24 horas a una temperatura de 28°C, agitando
constantemente con el fin de garantizar una completa desproteinizacion.

El dltimo proceso consistido en la desacetilacion, donde se desea obtener como
producto final el quitosano. Para ello, se pes6 una cantidad de la quitina previamente
obtenida y se verti6é en una solucién de NaOH al 50% en relacion 1:4 soélido-liquido
durante un lapso de 2 horas a una temperatura de 60°C y posteriormente a 100°C
en un lapso de 2 horas.

El rendimiento de la extraccion de ambos biopolimeros fue del 51.94%. La
caracterizacion de la quitina y el quitosano se realiz6 mediante andlisis del espectro
de infrarrojo, tal como se ilustra en la Figura 6, donde los autores comparan sus
resultados con el rango comercial Sigma Aldrich de quitosano.

7 ALAVA, Op. cit., p. 12.
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Figura 6. Espectro de las muestras por HERNANDEZ, H, et al. 2009y una muestra
comercial Sigma Aldrich de quitosano
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v MARMOL, Z, etal., 2014

Esta investigacion surgié en Venezuela, buscando un método de aprovechamiento
de los desechos de crustaceos. El proceso de extraccion quimico efectuado por los
autores inici6 con el proceso de desmineralizacion la cual fue aplicada a
caparazones de camaron, tratdndolas con una solucién de HCI 0,6 N mezclado en
una relacion liquido-sélido 11:1 en un lapso de 3 horas a una temperatura de 28°C.
Luego prosiguio con la desproteinizacion, donde las muestras se trataron con una
solucion de NaOH al 1% durante un lapso de 24 horas a 28°C. El producto final de
este proceso se lavé con agua destilada y se secé a 32°C para continuar al siguiente
proceso: desacetilacion.

La desacetilacion de la quitina fue realizada con NaOH al 50% a temperaturas de
60 y 100°C en un lapso de 2 horas, obteniendo asi el quitosano. El rendimiento de
extraccion de quitina fue del 24.06% y el del quitosano fue de un 76.56%.

La caracterizacion de ambos biopolimeros se realiz6 mediante espectro de

infrarrojo. La Figura 7 y 8 ilustran el espectro de ambas muestras obtenidas y el
rango comercial Sigma Chemical Co.
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Figura 7. Espectros infrarrojos de la quitina comercial (Sigma Chemical Co.) y la
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Figura 8. Espectros infrarrojos del quitosano comercial (Sigma Chemical. Co.) y la

quitina tratada a 60°C
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Una vez contextualizadas las investigaciones realizadas por los cuatro autores
seleccionados, se presenta la tabla 8, la cual tiene como funcion sintetizar los
mecanismos utilizados por cada autor en los respectivos procesos quimicos de
extraccion de quitina y quitosano, asi como el rendimiento logrado en la extraccion

de los mismos.

Tabla 8 Resultados obtenidos, sintetizado

Resultados

Autor DesmineralizacionDesproteinizacion|Desacetilacion (Rendérglento
extraccion)

HCly HsPOa4
Concentraciones 0 o
COLINA, et al., (1, 2, 3 molar) qgngllégéj TSSTZ%%’ Promedio
2014 (30min, 1,2,3y4 11,29%
h) 1h 6h
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HCL 5%
24h NaOH al 5% NaOH al 50% Quitina 21.1%
ALAVA, J. 2015 25°C 45 min 5h y Quitosano
(3 veces 90°c 90°C 16.1%
consecutivas)
HERNANDEZ, HCI 0.6N NaOH al 1% NaOH al 50% Promedio
H, et al. 2009 3 24n 2h 51.94%
' 30°C 28°C 60°C
Quitina
A HCI 0.6N NaOH al 1% NaOH al 50% | 24.06%y
MARIMCZ)C%:’Lf et 3h 24h 2h Quitosano:
al., 28°C 28°C 60y 100°C 76.56%

Fuente: Autora.

FASE 2. CARACTERIZACION QUIMICA DE LA QUITINA Y QUITOSANO
OBTENIDOS DEL CAPARAZON DE Procambarus clarkii.

2.1 FASE DE CAMPO

La disposicidon de la materia prima (especimenes de Procambarus clarkii) se realizé
siguiendo los pasos indicados en la figura 9.

Figura 9. Disposiciéon de la materia prima

Recoleccion

o

Confirmacion

de eutanasia

Seleccion y
lavado

Extraccion de
exoesqueletos

Disposicion final

de residuos

de

2.1.1 Recolecciéon

Lavado y secado

exoesqueletos

e

Fuente: Autora.

Molienda

Para el desarrollo de esta fase, se inici6 con una salida de campo a la laguna
Termopaipa, donde se recolectaron aproximadamente 350 especimenes de
Procambarus clarkii, ver figura 10, mediante el uso de hilo de nylon y visceras de
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res como carnada. Esta se realizO en horas de la tarde atendiendo a
recomendaciones de los pobladores los cuales expresaban que los especimenes
eran mas activos en lapsos donde el agua estd més calida.

Figura 10. Especimenes de Procambarus clarkii capturados

De igual forma, se realizo consulta a los pobladores presentes en la zona quienes
expresaron su preocupacion debido a la alta cantidad de cangrejos y la afectacion
gue estos han causado a las demas especies presentes, especialmente la Tilapia,
la cual expresaron que al ser pescada, emerge a la superficie con multiples cortes
y laceraciones producto del intento de los cangrejos por consumirlas, cuyas tenazas
provocan este tipo de dafios en los peces.

El sacrificio de los especimenes se realizo in situ en la laguna, con el fin de minimizar
la dispersion de cangrejos vivos, siguiendo el ejemplo de algunos paises nérdicos®8.
De igual forme, en algunas regiones espafolas (Castilla-La Mancha, Catalufia,
Navarra) se obliga a sacrificar los cangrejos capturados por arranque de la pieza
central del telson.®® Una vez sacrificados se dispusieron en recipientes de polietileno
negro con el fin de evitar fugas y filtraciones en su transporte.

2.1.2 Confirmaciéon de eutanasia

Una vez, en Tunja, se dispuso de la materia prima en un congelador a temperatura
de -18°C por un lapso de 12 horas, esto con el fin de confirmar la muerte después
del método de sacrificio utilizado de forma inicial, esto de acuerdo a la
documentacion de la Comision Europea relativa a la aproximaciéon de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas respecto a la proteccion de
los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos,’® en donde se

68 TAUGB@L, T. Crecimiento, mortalidad y tasa de muda de cangrejos de rio nobles, Astacus astacus L.,
juveniles en experimentos de acuicultura. Acuaculture Research. 1992. V4l 23, Nim 4

9 VIANDE, Maria Teresa. Austropotamobius pallipes: un recurso didactico en la formacién de técnicos en
acuicultura. Conferencia Centro Regional “El chaparrillo”. 2012.

70 CLOSE, Bryony. Recomendaciones para la Eutanasia de los Animales de Experimentacidn: Parte 2.
Laboratory Animals. 1996. University of Oxford

39



especifica la hipotermia o congelacibn como un método humano para la
confirmacion de la muerte de los especimenes.

2.1.3 Selecciony lavado

Una vez confirmada la eutanasia, se procediéo a la seleccion y lavado de los
especimenes, descartando de estos la presencia de material vegetal y lodos
asociados al lugar de recoleccion. La totalidad de especimenes recolectados fueron
pesados, obteniendo asi un total de 6,542Kg de cangrejos.

2.1.4 Extraccion de exoesqueletos

Este proceso consiste en la remocion de partes blandas presentes en cada
espécimen mediante el uso de herramientas corto-punzantes previamente
esterilizadas. Este procedimiento se realiza con el fin de obtener exclusivamente el
exoesqueleto, el cual es la materia prima del proceso referente a extraccion de
quitina y quitosano. Referencia de los exoesqueletos extraidos se ilustran en las
figuras 11 y 12.

Figura 11. Exoesqueleto de térax y cabeza de Procambarus clarkii

J

Fuente: Autora

Figura 12. Exoesqueleto de abdomen y urépodo de Procambarus clarkii

g \‘\
iy

Fuente: Autora
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2.1.5 Disposicion final de residuos

Consiste en la adecuada disposicion de las partes blandas extraidas de los
especimenes, las cuales se convierten en un material de desecho. Para esto, se
verificd la inexistencia de huevos que puedan provocar una liberacién al medio
ambiente de estos especimenes. De esta etapa de observacion, se evidencio que
los cangrejos recolectados en su totalidad, se encontraban en una etapa previa a la
madurez, por lo cual no se encontré ninguna presencia de huevos. Una vez revisado
el material de desecho, este se escurre y se dispone a desechar mediante
enterramiento in situ siguiendo las recomendaciones de la CAR en su documento
Plan de Prevencion, Control y Manejo (PPCM) del Cangrejo rojo americano
(Procambarus clarkii) para la jurisdiccion de la Corporacion Autobnoma Regional de
Cundinamarca CAR, en el cual se dispone el cumplimiento de los siguientes
requerimientos:

“e Ausencia de puntos de captacion de agua y que la presencia de aguas
subterrdneas sea a una profundidad superior a los 8 metros.

 Entierro ubicado lejos de cursos de agua superficiales (rios, lagunas,
arroyos, etc.), y donde haya ausencia de cafierias de gas, agua o cables
eléctricos subterraneos.

* Proveer las provisiones sobre la colocacion en la fosa de cubiertas de
materiales especiales para prevenir una posible lixiviacion y
contaminacion de las aguas.

» Cuando sea necesario trasladar los cadaveres, éstos deberan ser
transportados hasta el lugar de su enterramiento en una caja
acondicionada para evitar la salida de fluidos.

* Para sellar la fosa, se cubren las carcasas con tierra 'y a 40 cm antes
de terminar de cubrir completamente.

* Debe aplicarse una capa de cal viva en toda la superficie, para
posteriormente completar el tapado con tierra.

» No se debe compactar la tierra una vez finalizado el proceso.”’*

2.1.6 Lavado y secado de exoesqueletos

El lavado de los exoesqueletos se realiza con el fin de descartar partes blandas
residuales en la materia prima, esto con el fin de reducir la posibilidad de la
presencia de impurezas al instante de aplicar el proceso extractivo de biopolimeros.
Una vez lavados, los exoesqueletos se secan a una temperatura de 24°C durante 8
horas reduciendo asi, la humedad presente en la materia prima y que pueda incurrir
en alteraciones o imprevistos en el proceso extractivo de quitina y quitosano.

1 CAR. Plan de Prevencidn, Control y Manejo (PPCM) del Cangrejo Rojo Americano (Procambarus clarkii)
para la jurisdiccidn de la Corporacidén Auténoma Regional de Cundinamarca. Bogota D.C., 2018.

41



2.1.7 Molienda

Este proceso se realiza con el fin de garantizar una reaccién homogénea de la
materia prima con los reactivos a utilizar en el proceso extractivo de biopolimeros.
Los caparazones se reducen a un polvillo fino cuyas particulas oscilan entre 1y 3
mm de espesor. Resultado de la molienda, se obtuvo un total de 1135g de
exoesqueletos de Procambarus clarkii.

2.2 FASE DE LABORATORIO

Una vez dispuesta la materia prima del proceso, la siguiente actividad consistio en
la extraccion de quitina a partir de los exoesqueletos molidos de Procambarus clarkii
en laboratorio.

La metodologia seleccionada para el proceso extractivo, omite un paso inicial
propuesto por otros autores, el cual consiste en la Despigmentacién. Respecto a
esta, autores han concordado en que este procedimiento se realiza cuando es
indispensable obtener productos netamente puros para aplicaciones de tipo
médico.”? De igual forma, el pigmento (astaxantina) no afecta la influencia del
comportamiento del polimero en solucién, su reactividad o propiedades
fisicoquimicas.”® Debido a esto, se procedi6 inicialmente a realizar el proceso de
desmineralizacion.

2.2.1 Desmineralizacion

Este proceso fue llevado a cabo en el laboratorio de Ingenieria ambiental de la
UPTC, consiste en el tratamiento de 1 muestra y 2 repeticiones (como se ilustra en
la figura 13), cada una de 100g de caparazones molidos en una solucion de HCI al
0,6N cuya relacion liquido-solido fue de 10:1 durante un lapso de 3 horas a una
temperatura constante de 28°C. Una vez completado dicho tiempo, se procedio al
filtrado y lavado del precipitado obtenido mediante uso de agua destilada hasta
lograr neutralidad, como se observa en la figura 14.

72 SUAREZ, L. Desarrollo de apédsitos de quitosano para su posible aplicacion en la regeneracién de tejido
epitelial. Primera parte: caracterizacion mecanica. Revista Colombiana de Materiales, Vol. 5, 2013, pp. 56-63
73 SYNOWLECKI, J. Production properties and some new applications of chitin and its derivatives., Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, Vol. 43, No. 2, 2003, pp. 145-171.
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Figura 13. Muestra y repeticiones de 100g

2.2.2 Desproteinizacion

e

Fuenfé: Autofa-

et

Figura 14. Lavado hasta neutralidad

SCHOTT

En este proceso la muestra y repeticiones (ver tabla 9) provenientes de la
desmineralizacion se trataron con una solucion de hidréxido al 1% durante 24 horas
a 28 ° C. El residuo obtenido (quitina) fue lavado con agua destilada hasta
neutralidad y secado a 32°C durante 6 horas para posteriormente ser desacetilado.

Tabla 9. Datos proceso de desproteinizacion

" Eficiencia
Masa . Quitina

C NaOH | Temperatura | Tiempo . de
Desproteinizacion en(tr?)da M) °C) (horas) obt(e?)lda extraccion
9 9 quitina (%)

Muestra 1 100 1 28 24 52,604 52,604

Repeticion 1 100 1 28 24 40,116 40,116

Repeticion 2 100 1 28 24 46,553 46,553

Fuente: Autora
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2.2.3 Desacetliacion

Se realiz6 tomando como base las muestras desproteinizadas (quitina), las cuales
se dispusieron en NaOH 50% p/v en relacion 1:4 durante 2 horas a una temperatura
de 100°C con agitacion constante. Al finalizar el lapso de tiempo, se filtré y se lavo
de forma constante con agua destilada hasta lograr neutralidad. Las muestras
posteriormente se secaron en un horno Kasai Memmert durante 6 horas a una
temperatura constante de 65°C. La informacion resultante de este proceso se
evidencia en la tabla 10.

Tabla 10. Datos proceso de desacetilacion

Quitosano Eficiencia de
. .. | Quitina | NaOH | Temperatura | Tiempo . extraccion
Desacetilacion @ (%) °C) (horas) ?;ort)emdo quitosano
(%)
Muestra 50 50 100 2 32,420 64,84
Repeticion 1 50 50 100 2 27,556 55,112

Fuente: Autora.

El calculo correspondiente a la eficiencia de extracciones de quitina y quitosano,
expresadas en las tablas 9 y 10 se realizaron mediante la aplicacion de la Ecuacién
(2) explicada previamente.

FASE 3. COMPARACION DE LA CALIDAD QUIMICA (ACETILACION Y
DESACETILACION) DE LOS BIOPOLIMEROS (QUITINA Y QUITOSANO) Y
PORCENTAJES DE EFICIENCIA DE EXTRACCION RESPECTO A OTROS
CRUSTACEOS.

3.1 Quitina

Una vez obtenida la quitina de Procambarus clarkii, ésta se dispuso al proceso de
caracterizacion quimica mediante espectrofotometria infrarroja (FTIR), proceso
cuyo resultado gener¢ tres graficas que reflejan el porcentaje de transmitancia
respecto a un ancho de banda comprendido entre 500 y 4500 cmy de las cuales
se eligio la grafica mas significativa para su estudio. A continuacion en la tabla 11
se ilustra el resultado obtenido y de igual forma, se presentan los resultados que
otros autores determinaron para la quitina en especies como el C. sapidus, P.
vannameis y la quitina comercial marca Sigma-Aldrich.
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Tabla 11. Espectro FTIR Quitina

Especie FTIR
] [ Smoothing —]
_'_"""‘_—"\
40 ""/-\V\-\
%T | / \
] A
Procambarus . \/ \ / \ ( 4
clarkii ]
20 'ﬁ\\/ w1
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Fuente: Autora, 2019
w7 ]
W_: INWPGS
Quitina
comercial . E
Sigma-
Aldrich -]
] : 4 I
u_' 'I'"I""I""\""I""I""I""I'-'._"I""I"
Fuente: BARROS, Israel. 2015
P.
vannameis
T e e e
Fuente: BARRQOS, Israel. 2015
C. sapidus
-“=l'll )5‘00 l*lﬂ 2s‘nn zn'nn I'IEIJ |§’IIII 12’50 |Ih.l 7;0 S&l
Fuente: BARROS, Israel. 2015

Fuente: Autora.
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Con la caracterizacion quimica de la quitina extraida del Procambarus clarkii, se
procedié entonces, al calculo del Grado de acetilacion (DA). Para ello se requiere la
identificacion de amidas y de grupos hidroxilos tomando como base el porcentaje
de transmitancia en las bandas 1655cm™ y 3450cm respectivamente. Estos datos
se obtienen directamente de la tabla 11 e inmediatamente se transformaron a
unidades de absorbancia, como lo muestra la tabla 12.

Tabla 12. Conversion Transmitancia a absorbancia (quitina)

Banda (cm™) Transmitancia (%) Absorbancia’™
1655 19,8 0,703
3450 20,3 0,692

Fuente: Autora

Con esta informacioén se procedio al célculo del grado de acetilacion, siguiendo para
ello el método descrito por Domszy y cuya formula se describié previamente en la
Ecuacion (3) en metodologia:

DA = <A16556m‘1> " (10())
1‘134500m—1 1,33

0,703 100
4= (5e22)* (7)
0,692 1,33
DA =76,383%

3.2 Quitosano

v Grado de desacetilacion por FTIR

El quitosano obtenido en la fase 1 también se caracteriz6 mediante espectrometria
infrarroja (FTIR) obteniendo un grafico de %Transmitancia vs banda en cm, esto
se realizd para dos muestras de las cuales se seleccion6 para su estudio la mas
significativa. El resultado de este analisis junto a resultados obtenidos de FTIR de
guitosano en otras especies de crustaceos y el quitosano comercial Sigma-Aldrich
se muestra a continuacion en la tabla 13.

74 Laboratorios Norte S.R.L., Tabla de conversidn de Transmitancia a Absorbancia. 2012
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Tabla 13. FTIR Quitosano

Especie FTIR
___.,.________\\ [Smoothing —]
. \'\ N\
T H AR\
Procambarus el ' A M\r\f
clarkii 1 \/ \\ / \J U \‘w
10 i \J
! 4s0 4000 3500 2000 2800 2000 1s00 1000 500
19.32C 52 24% HR cm-1
Fuente: Autora, 2019
J
Quitosano - \1
comercial * | & I
Sigma-
Aldrich o
3438
90 > . . . . . . ‘
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 cm?
Fuente: SIERRA, Diana, 2013
“Tamitch
5% --
MUESTRA :
g v ~.\ I' '-\
P. . "’, b \i .ﬁ l\-. ’
vannameis x o~ ; \‘..ﬂf’ x.,J'J' "I,.‘ Ty [
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Fuente: MARMOL, Z, et al., 2014
C. sapidus g

Numero de onda (cm'™)

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Fuente: COLINA, et al., 2014

Fuente: Autora
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A parir de la tabla 13 se identificaron las bandas caracteristicas 1320 y 1420 cm™
las cuales corresponden a los picos maximos del quitosano. El % de Transmitancia
de cada una de estas bandas se convirti a absorbancia como se observa en la
tabla 14, con el fin del posterior calculo del grado de desacetilacion (%DD).

Tabla 14. Conversion trasnmitancia a absorbancia quitosano

Banda (cm™) Transmitancia (%) Absorbancia’
1320 14 0,85387
1420 7 1,1549

Fuente: Autora

Con la informacion de la tabla 14, la cual esta adaptada a los resultados obtenidos
en la espectrometria del quitosano, se procede a realizar el calculo del grado de
desacetilacion, segun lo propuesto previamente en la ecuacion 5:

%DD = 100 31,92 A(1320cm ") 12,2
= —_ —_— | —
0 ' A(1420cm™1) '

Donde A(1320cm™?) y A(1420cm?) son las absorbancias de los picos del espectro
IR del quitosano.

%DD = 100 (31 92 0’85387> 12,2
= — * —] —
0 ‘ 1,1549 ’

%DD = 88,60%
v' Grado de desacetilacion por titulacion potenciométrica

De igual forma, se realizo el calculo del grado de desacetilacion mediante titulacion
potenciométrica, en donde se tomaron 0,5 gramos de quitosano, los cuales se
disolvieron en HCI al 0,3M y se titul6 con una solucién de NaOH al 0,1M. Se
realizaron mediciones de pH por cada 2ml de NaOH afadidos. De este
procedimiento se obtuvo la gréafica ilustrada en la figura 15.

75 1bid., p. 49.
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Figura 15. Titulacion pH vs ml NaOH

pH vs ml NaOH
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Fuente: Autora

Una vez obtenidos y graficados los datos en la figura 15, se procedio a realizar el
calculo y gréfico de la primera derivada correspondiente al ApH/AV, tal como se
evidencia en la figura 16. A partir de lo ilustrado en la figura sera posible determinar
los puntos de inflexion necesarios para el célculo del grado de desacetilacion.

Figura 16. Primera derivada pH vs ml NaOH

ApH/AV vs ml NaOH
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A partir de la figura 16, es posible realizar el calculo del grado de desacetilacion por
potenciometria siguiendo la ecuacién previamente planteada en la metodologia.

16,1 (y — x)
_ %
w

%DD = f

16,1 * (38,5ml — 16ml)
k

%DD =
% 0.5g

0.1M

%DD = 72,45%

Donde:

%DD: Grado de desacetilacion

f: molaridad de la solucion de NaOH

y: punto de inflexion mayor (ml)

X: punto de inflexion menor (ml)

w: peso en gramos de la muestra de quitosano utilizada
16,1: valor relacionado con el peso equivalente del quitosano

De los anteriores calculos realizados para los productos obtenidos, quitina y
quitosano, se determiné finalmente una tabla 15 de resultados donde se evidencia
respecto a otras especies, la calidad de los biopolimeros obtenidos cuya medicion
se determina de acuerdo al grado de acetilacion y el grado de desacetilacion de los
mismos. De igual forma en esta tabla se expone la informacién pertinente a las
caracteristicas de la quitina y el quitosano a nivel comercial.

Tabla 15. Resultados acetilacion y desacetilacion Procambarus clarkii y otras
especies

Grado de Grado de Rendimiento de
Especie estudiada acetilaciéon desacetilacion extraccion

(quitina) (quitosano) promedio
Callinectes sapidus’® 77% 82,5% 76%
Penaeus vannameis’’ 96% 92% 30%
Procambarus clarkii 76,383% 88,60% 64,84%
Quitina y . 74,978% >50% i
guitosano comercial’®

Fuente: Autora

78 MURAT, Kaya, et al., Porous and nanofiber a-chitosan obtained from blue crab (Callinectes sapidus)
tested for antimicrobial and antioxidant activities. LWT - Food Science and Technology 65. 2016. 1109-1117p
77VASQUEZ, J, et al., Production of Chitin from Penaeus vannamei By-Products to Pilot Plant Scale Using a
Combination of Enzymatic and Chemical Processes and Subsequent Optimization of the Chemical Production
of Chitosan by Response Surface Methodology. Marine Drugs. 2017. Jun; 15(6): 180.

78 SIERRA, Diana. Determining the Relation between the Proportion of the Amino Group and the Degree of
Deacetylation of Chitosan. Revista de ciencias Universidad del Valle. 2013
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10.DISCUSION

FASE 1. IDENTIFICACION DEL METODO DE EXTRACCION DE BIOPOLIMEROS
MAS ADECUADO PARA LA INVESTIGACION.

El método de extraccion quimica de quitina y quitosano a partir de caparazones de
crustaceos cuenta con tres fases principales las cuales se tuvieron en cuenta al
momento de realizar la evaluacibn a los autores: Desmineralizacion,
desproteinizacién y desacetilacion.

Una vez definidas las variables de cada fase involucradas en cada investigacion, se
observan similitudes en las soluciones quimicas utilizadas, encabezadas por el uso
de HCl y NaOH, cuyas propiedades los hacen idéneos para la extraccién quimica.
Aun asi, se observa la incursion de los autores en el uso de otros quimicos y formas
de procesamiento como el H3POas el cual fue evaluado por Colina’”® como una
alternativa al HCI, aunque producto de dicha investigacién, se confirmé la
supremacia del HCI como agente desmineralizador. En cuanto al procesamiento, se
encontro una eventualidad en la metodologia propuesta por Alava, cuyo proceso de
desmineralizacion se realizo de igual forma en 3 veces consecutivas, buscando asi,
perfeccionar este proceso. Sin embargo, se encuentra al HCI al 0.6N, utilizado
durante 3 horas a una temperatura de 28°C vinculada a los resultados con un mayor
porcentaje de extraccion.

En cuanto al proceso de desproteinizacion, el reactivo clave en las metodologias
consultadas es en NaOH donde se encuentra una tendencia directamente
proporcional entre el tiempo utilizado y el rendimiento de extraccion y una relacion
inversamente proporcional entre rendimiento de extraccién contra concentracion del
reactivo y temperatura; determinando asi, la idoneidad del uso del NaOH en
porcentajes bajos, especialmente 1%, a una temperatura de 28°C y en un lapso de
24 horas.

En el proceso de desacetilacion se presenta un caso contrario al de
desproteinizacién, esto en el sentido de que se evidencia una tendencia
inversamente proporcional entre tiempo y eficiencia de extraccion. Este mismo
comportamiento sucede con la temperatura, a diferencia de la concentracién del
NaOH cuyo comportamiento es directamente proporcional. Encontrando asi, que la
concentracion de mejores resultados corresponde a aquella de NaOH al 50%, en
un lapso de 2 horas a 60°C.

De acuerdo a las relaciones mencionadas anteriormente, es posible inferir que las
metodologias que ofrecen un mayor rendimiento de extraccion Hernandez®0, y
Marmol8l, donde se evidencia que la relacion entre la materia prima (caparazones

79 COLINA, Op. cit., p. 19.
8 HERNANDEZ, Op. cit,. p. 29.
8 MARMOL, Op. cit., p. 33.
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de crustaceos), los reactivos utilizados y el producto final, son las mas eficientes,
siendo ambas, en promedio del 50 al 51.94% para todo el proceso extractivo.
Aquellos resultados de bajo rendimiento de extraccion, puede originarse en diversos
factores, tales como errores humanos cometidos en laboratorio, combinaciones
erradas de concentraciones de reactivos y aplicacion de temperaturas muy
elevadas.

Con el fin de determinar aquella metodologia superior, se procede en ultima
instancia a comparar los porcentajes de extraccion con los analisis
espectrofotométricos de ambas investigaciones, esto con el fin de hallar aquella que
cumpla con la mejor relacion cantidad obtenida — calidad del biopolimero. Los
analisis espectrofotométricos de la muestra junto al rango comercial, permiten por
observacion, determinar si el biopolimero obtenido se acerca o no a los lineamientos
de calidad dispuestos a nivel comercial.

Una vez observadas las Figuras 6, 7 y 8 asi como la tabla 8, se determina que la
metodologia de mejor relaciébn cantidad obtenida-calidad, es la dispuesta por
Marmol82. Esto debido a la estrecha similitud con el rango comercial que poseen
tanto la quitina como el quitosano extraido, a diferencia del resultado obtenido por
Hernandez®, donde a pesar de poseer la relaciéon de extraccién mas alta, evidencia
una disparidad bastante notoria en el quitosano extraido y el rango comercial Sigma
Aldrich, esto posiblemente debido a presencia de impurezas que alteran la pureza
del producto final.

FASE 2. CARACTERIZACION QUIMICA DE LA QUITINA Y QUITOSANO
OBTENIDOS DEL CAPARAZON DE Procambarus clarkii

Durante la fase de campo se logré evidenciar la problemética asociada a la alta
adaptabilidad de la especie Procambarus clarkii en la laguna Termopaipa, esto
demostrado en la captacién de aproximadamente 6 kilogramos de especimenes en
un lapso de tan solo 1,5 horas. Esto a su vez refleja el alto valor nutricional y de
sélidos disueltos que ofrece esta laguna a las especies involucradas en la misma,
reflejadas en las especies de peces, comunidades de bacterias, hongos, algas, asi
como la presencia de buchén de agua (Eichornia crasipes) el cual se ha tratado de
combatir sin éxito.8* Cabe recalcar que la presencia de buchén de agua en la zona,
cuya rapida proliferacion ocasiona la pérdida de oxigeno en los cuerpos de agua y,
en consecuencia, la muerte de los peces y demas especies acuaticas que viven en
los afluentes,®® no han afectado la proliferacion de la especie Procambarus clarkii

8 MARMOL, Op. cit., p. 33.

8 HERNANDEZ, Op. cit,. p. 29.

8 MARTINEZ, Carlos. Diagnéstico ambiental preliminar de la Central Termoeléctrica de Paipa. 1990.
Disponible en: https://dialnet.unirioja.es/descarga/articulo/4902595.pdf

8 Revista Semana Sostenible. ¢Qué es el buchdn de agua que se estd comiendo el rio Cauca? 2019.
Disponible en: https://sostenibilidad.semana.com/impacto/articulo/que-es-el-buchon-de-agua-que-se-esta-
comiendo-el-rio-cauca/43807
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en la laguna de enfriamiento Termopaipa debido ademés de su alta adaptabilidad,
a la posibilidad que tiene esta especie de tomar el oxigeno directamente del aire.

Otra caracteristica de la laguna, como lo es la condicion topografica de la laguna no
altera de forma negativa la propagacion de la especie, por contrario, las laderas
libres de cobertura vegetal demuestran ser un adecuado sitio de crecimiento y anido
de la especie, comportamiento de madriguera el cual fue descrito por Barbaresi® y
el cual se confirmo en la salida de campo realizada.

En el proceso de seleccion y disposicion de los especimenes recolectados se
observé madurez sexual en la totalidad de estos, sin embargo, no se evidencié
presencia de hembras ovigeras. El dimorfismo sexual presenciado indica una
distinguida mayoria de especimenes adultos, cuya coloracion rojiza intensa y
tenazas de mayor tamafo (en el caso de los machos) le caracterizan sobre la
coloracion marron distintiva de las hembras y sobre el color gris uniforme que
identifica a los especimenes jévenes de Procambarus clarkii.8”

En la fase de laboratorio se ejecutd a cabalidad el método extractivo seleccionado
en la fase 1 del proceso metodoldgico, donde se buscaba realizar un mayor
aprovechamiento a la materia prima, seleccionando asi entre un grupo de autores
a Z. Marmol, cuyos resultados lograron ser satisfactorios y confiables. Se realiz6 el
respectivo calculo de la eficiencia de extraccion una vez finalizado el proceso de
desproteinizacion y se determind, entre muestra y repeticiones, un maximo
aprovechable de 52,604% de los caparazones de Procambarus clarkii en la
obtencién de quitina. Este resultado es bastante relevante teniendo como referencia
el estudio realizado por Z. Marmol, cuyo reporte evidenciado en la tabla 6 hablaba
de un 24,06% de rendimiento de extraccion para el caso de la quitina extraida a
partir de caparazones de camarén.

El porcentaje de quitina presente en un crustaceo varia de acuerdo a variables tales
como la especie, alimentacion y ciclo reproductivo. En el caso del Procambarus
clarkii, como se menciond previamente, los especimenes se encontraban en una
etapa adulta cuya alimentacion en la laguna se ve influenciada por la presencia de
algas, buchon de agua y tilapia; los cuales constituyen una gama nutricional variada;
sin embargo, se recomienda realizar el proceso extractivo a partir de especimenes
gue se encuentren en etapa reproductiva joven, ya que de lo contrario estos
presentan un exoesqueleto mucho mas calcificado y baja cantidad de quitina.88

En cuanto al proceso de desacetilacion para la obtencion de quitosano, se obtuvo
un resultado opuesto al obtenido para la quitina en cuanto a la eficiencia de

8 BARBARESI, S. Experimental evidence for homing in the red swamp crayfish, Procambarus clarkii. Bulletin
Francais de la peche et la pisciculture. 2006. 1145-1154p

87 FAO. Procambarus clarkii. Cultured aquatic species fact sheets. 2009

8 PACHECO, Aracely. Extraccion biotecnoldgica de quitina para la produccién de quitosanos: caracterizacion
y aplicacién. UAM-México. 2013
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extraccion, observando que en el modelo metodolégico utilizado por Z. Marmol se
obtenia una eficiencia del 76,56% la cual supera la obtenida mediante el uso de
caparazones de Procambarus clarkii, siendo calculada para esta ultima una
eficiencia de extraccion de quitosano de un 64,84%. Esta diferencia puede deberse
a distintos factores, como lo son la presencia de impurezas en la quitina como
proteinas, minerales, carotenoides, cenizas, lipidos, entre otros los cuales
posteriormente son degradados en presencia del alcali utilizado (NaOH) a alta
temperatura en el proceso de desacetilado.

FASE 3. COMPARACION DE LA CALIDAD QUIMICA (ACETILACION Y
DESACETILACION) DE LOS BIOPOLIMEROS (QUITINA Y QUITOSANO) Y
PORCENTAJES DE EFICIENCIA DE EXTRACCION RESPECTO A OTROS
CRUSTACEOS.

Los andlisis realizados mediantes espectrometria infrarroja FTIR, arrojaron las
gréficas de caracterizacion quimica de la quitina y el quitosano obtenidos a partir de
caparazones de Procambarus clarkii las cuales se detallan en las tablas 11y 12.

De la tabla 11 referente a la quitina obtenida de Procambarus clarkii es posible
identificar las bandas correspondientes a los picos de absorcion en los enlaces C-
O-C ubicados a 1014cm-%, los enlaces C=0 vinculados al estiramiento amida |
ubicado en el rango de 1661-1671cm, los cuales evidencian la presencia de
quitina.®? Otros picos de interés se evidencian en el punto correspondiente a 1277
cm? el cual es evidencia de una deformacion de tipo simétrico CHz y en el rango de
890 a 1156 cm™ el cual si se encuentra deformacién indica una estructura de
polisacarido.®®

En el caso del quitosano, cuya espectrometria se ilustra en la tabla 12, se evidencia
que la banda correspondiente a 1655 cm™ se reduce en su nivel de Transmitancia
y la banda 1590cm ! aumenta comparado con las mismas bandas en la quitina (tabla
11), lo cual sefiala la presencia de grupos NH2 cuya presencia es caracteristica de
la molécula de quitosano , asi como otros grupos funcionales representativos como
el N-H a 3420cm en la gréafica obtenida y cuyos valores estandar corresponden a
3429 cm para el quitosano de crustaceos y 3435 cm* para el quitosano comercial,
representando asi el estiramiento N-H para la amida | y banda ancha de vibracién
de los grupos hidroxilo.%* De igual forma, para el quitosano se evidencia que la
banda a 1590 cm™ fue mas intensa que la de 1655 cm™, lo que sugiere una
desacetilacion efectiva.%?

En cuanto al grado de acetilacion calculado para el Procambarus clarkii de acuerdo
a las bandas caracteristicas de la quitina (amidas a 1655cm™ e hidroxilos 3450cm-

8 HERNANDEZ, Op. cit., p. 29.

% CAHU, T, et al., Recovery of protein, chitin, carotenoids and glycosaminoglycans from Pacific white shrimp
(Litopenaeus vannamei) processing waste. Process Biochemistry. 2012

91 SIERRA, Op. cit., p. 50.

92 CAHU, Op. cit., p. 54.
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1), se logré establecer un valor de 76,38% el cual denota un resultado positivo y que
se encuentra por encima del valor minimo dispuesto para el mismo biopolimero a
nivel comercial el cual es de 74,98%. De esta forma es posible afirmar que el
proceso de extraccion de quitina cumplié con aprovechar la mayor cantidad de
materia prima y obtener de igual forma un biopolimero cuya calidad es muy buena
respecto al nivel comercial. Sin embargo al realizar la respectiva inspeccion de las
demas especies incluidas en la tabla 15 de resultados, se denota como las especies
de camardn y jaiba (Callinectes sapidus y Penaeus vannameis) ofrecen resultados
distintos en cuanto a su grado de acetilacién y a su rendimiento de extraccion, los
cuales pueden relacionarse con el tipo de alimentacion de la especie y del método
extractivo, siendo Callinectes sapidus la especie que ofrece una mejor relacién
calidad — rendimiento, siendo esta Ultima ampliamente utilizada a nivel industrial
para la obtencién de quitina debido a su alta disponibilidad y bajo precio en el
mercado.

El grado de desacetilacion fue calculado mediante dos métodos: FTIR y titulacion
potenciométrica. El primero de estos tuvo en cuenta los picos maximos alcanzados
por el quitosano, situandose estos en las bandas 1320 y 1420 cm™ obteniéndose
para el Procambarus clarkii un producto con 88,60% de desacetilacién; el segundo
método comprendié un proceso mas simple, el cual se realizé en el laboratorio de
ingenieria ambiental de la UPTC debido a su baja complejidad, del cual se
determind mediante la relacion de pH respecto a una base afadida (NaOH) un
grado de desacetilacion de 72,45%. Este ultimo método de célculo del grado de
desacetilacion es recomendado con el fin de comprobar la veracidad de los datos
obtenidos, sin embargo, el dato elegido para definir el grado de desacetilacion del
quitosano fue aquel obtenido a partir de la FTIR debido a que esta caracterizacion
se realizd de una forma mas precisa con equipos idéneos en la generacion de estos
resultados. Cabe recalcar que al remitirse al compilado de resultados en la tabla 15,
se observa como ambos grados de desacetilacion calculados superan con crecer el
limite minimo establecido en el caso del quitosano comercial el cual menciona que
debe ser del =250%. Asi mismo, al comparar en dicha tabla los grados de
desacetilacion para las especies Callinectes sapidus y Penaeus vannameis, se
encuentra que la calidad reflejada en el grado de desacetilacion del quitosano es
bastante elevada para las tres y superando de manera satisfactoria los parametros
minimos dispuestos para los biopolimeros de uso industrial.

La calidad del quitosano obtenido es muy buena, ya que supera la expectativa
respecto a su posible uso a nivel industrial mediante un proceso extractivo en el cual
se ejecutd el proceso de desacetilacion unico, el cual rebaso el rango maximo de
desacetilacion propuesto por Arguelles quien menciona que con un solo tratamiento
en medio alcalino, la desacetilacion maxima que se puede alcanzar es menor del
75-85%.%3

93 ARGUELLES W, PENICHE C. Preparation and characterization of a mercaptan derivative of chitosan for the
removal of mercury from brines. Macromolecular: Materials and Engineering. 1993
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CONCLUSIONES

Se evalud el grado de acetilacion, desacetilacion y eficiencia de extraccion
de los biopolimeros (quitina y quitosano) obtenidos a partir del caparazon de
especimenes de Procambarus clarkii - Girard 1852 (Crustacea:Cambaridae)
comparandolos con otros crustdceos como Callinectes sapidus, Penaeus
vannameis y los rangos dispuestos por los biopolimeros a nivel comercial;
encontrando en el Procambarus clarkii resultados altamente satisfactorios
que permiten afirmar el potencial que esta especie invasiva ofrece en la
extraccion de biopolimeros con grados de acetilacion del 76,383%,
desacetilacion del 88,6% y un rendimiento general de extraccion del 64,84%
el cual posiciona a la especie estudiada en una que ofrece una alta calidad
en sus productos aprovechando de igual forma una cantidad de materia
prima superior al 50%.

Mediante evaluacién de parametros a diversos autores se establecio el
meétodo de extraccion de biopolimeros mas adecuado para la investigacion,
donde se seleccion6 aquel cuya metodologia y resultados ofrecian en su
respectivo estudio condiciones de laboratorio viables, uso eficiente de
reactivos y materia prima para el proceso extractivo, encontrando asi, el
trabajo realizado por Z. Marmol el cual cumpli6 a cabalidad con las
condiciones previamente mencionadas y de esa forma, se aplico la
metodologia propuesta por dicho autor para el proceso extractivo del
presente proyecto.

Se caracteriz6 quimicamente a la quitina y quitosano obtenidos a partir del
caparazon de especimenes de Procambarus clarkii, utilizando para ello la
espectrometria infrarroja FTIR, donde fue posible observar como los grupos
funcionales que caracterizan a cada compuesto se evidenciaban en sus
respectivos anchos de banda de acuerdo a la bibliografia consultada
respecto a los biopolimeros caracterizados de uso comercial, denotando asi,
comportamientos en los productos obtenidos que describen una adecuada
obtencion de quitina y una eficaz desacetilacién.

Utilizando tablas se comparé la calidad quimica de los biopolimeros (quitina
y quitosano) y porcentajes de eficiencia de extraccion respecto a otros
crustaceos como el Callinectes sapidus y el Penaeus vannameis asi como
los parametros que rigen dichos biopolimeros a nivel comercial, encontrando
asi, una superioridad en la calidad del quitosano ofrecido por el Procambarus
clarkii respecto al grado de desacetilacion obtenido a partir de exoesqueletos
de Callinectes sapidus. Asi mismo, es posible relacionar a la especie
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Penaeus vannameis con un comportamiento inversamente proporcional
entre los grados de acetilacion — desacetilacion y el porcentaje de
rendimiento de la materia prima para su extraccion, situacidbn que no se
obtuvo con el Procambarus clarkii ya que esta denota un comportamiento
constante entre la cantidad de materia prima requerida para la extraccion de
biopolimeros y el grado de calidad que estos poseen una vez extraidos.

De los resultados generados y revision de la literatura se evidencié cOmo un
producto desecho, como lo es el exoesqueleto de un crustaceo y en especial,
el de una especie invasora como el Procambarus clarkii puede ser
aprovechado bajo un marco de desarrollo sostenible, obteniendo
biopolimeros que pueden ser aplicados posteriormente a una amplia gama
de usos a nivel industrial, alimenticio, médico, entre otros, contribuyendo asi
a la aprovechable mitigacion de la especie invasora tal como lo indica la ley
165 de 1994.

En el proceso de salida de campo y recoleccién de especimenes, se observo
cOdmo esta especie invasora logra su subsistencia y crecimiento demografico
en ambientes con condiciones adversas mediante mecanismos de
adaptacion como lo son su capacidad de obtener oxigeno dentro y fuera del
cuerpo acuatico, alimentadndose de forma omnivora y desplazandose largas
distancias de forma paulatina con el fin de encontrar sistemas Iénticos y
loticos donde garantizar su permanencia.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la revision bibliografica de forma integra, donde se observe
que la especie utilizada para la extraccion sea acorde a la que se desea
estudiar, esto con el fin de evitar resultados muy dispares entre la expectativa
y la realidad en el proceso de extraccion de quitina y quitosano. De igual
forma, se hace necesario realizar busquedas orientadas a metodologias cuya
implementacion sea viable en cuanto a reactivos, materiales y equipos que
estos requieran.

Se recomienda realizar multiples ensayos debido a posibles impurezas, fallas
humanas o demas variaciones que pueden presentarse en el proceso
extractivo con el fin de obtener una serie de resultados que permitan
seleccionar la muestra cuyas caracteristicas sean las mas adecuadas de
acuerdo a la comparacion posterior a realizar.

En la fase de campo se hace necesario el uso de carnadas para la seleccion
de especimenes, especialmente si se trata de productos carnicos los cuales
atraen en mayor cantidad y frecuencia; agilizando el tiempo en salida de
campo y facilitando la recoleccion de materia prima requerida para la fase de
laboratorio.

Es recomendable el acompafamiento de parte de autoridades ambientales,
las cuales guien y hagan un proceso de recopilacion de informacién que
permita implementar medidas de control ante la invasion a cuerpos lénticos
y loticos de especies forAneas como lo es Procambarus clarkii.
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