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Resumen: Durante las Ultimas décadas constantemente se buscan nuevas alternativas
en la generacion de valor agregado a materias primas y, especialmente, a subproduc-
tos, buscando beneficiar al medio ambiente y proporcionando innovacion en los pro-
ductos que surgen, a tal punto de que sea comercializable y por tanto haya beneficio
economico. Es esta la razén por la que se plantea un proyecto que busca innovar en
la creacion de empaques biodegradables, elaborados a partir de la escama de tilapia
nilética, subproducto generado de la industria de la piscicultura (en la cual el departa-
mento del Huila es potencia y lider a nivel nacional). Para cumplir con ese objetivo se
plantea llevar a cabo procesos nanotecnoldgicos y analisis a nanoescala para mayor
precision en los resultados, determinando el efecto a gran proporcién al igual que el
aporte en el impacto ambiental desde todos sus ambitos.
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CHARACTERIZATION BY ATOMIC FORCE MICROSCOPY AND
SCANNING ELECTRON MICROSCOPY FLAKE NILOTIC TILAPIA
OREOCHROMIS SP / NILOTICUS, TO DETERMINE ITS TYPE
OF BIOPOLYMER AND ITS IMPLEMENTATION IN INDUSTRIAL

PACKAGING

Abstract: In recent decades, there is almost a daily search for new alternatives to generate
added value to raw materials and especially to by-products looking for benefits to the

Keywords: Nanotechnology, tila-
pia, scales, chitosan, biopolymer.

environment and providing the innovation to the emerging products, to such an extent
that it is marketable and therefore it has economic benefits; for this reason a project to
innovate biodegradable packaging, made from Nile tilapia flake (a by-product of the fish
farming industry, in which the department of Huila is an economic power and national
leader), to meet the objective nanotechnology processing and nano-scale analysis for
more accurate results, are approached... determining a large share equally the effect
that the contribution to the environmental impact from all areas.

Introduccion

La acuicultura en Colombia se ha incrementado sig-
nificativamente y ain mas durante la ultima década, lo
que ha provocado que se busquen distintos sistemas 'y
nuevas tecnologias que promuevan habitos ambientales
para no prescindir de materiales reutilizables, los cuales
poseen un valor agregado que se puede originar y que
desafortunadamente no se presenta; precisamente por
esto, constantemente se estan buscando soluciones que
eviten arraigadas pérdidas y a la vez generen ingresos
economicos.

La piscicultura en el departamento del Huila ha au-
mentado el 21,5 % durante en el periodo comprendido
de 2003 a 2011, y actualmente continda en ascenso,
considerandosela una de las apuestas productivas del
Huila definidas en la Agenda Interna de Productividad
y Competitividad del Departamento, hasta el punto de
convertirse en potencia nacional en produccion y expor-
tacion de tilapia, segun lo indica la cadena acuicola del
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural.

En el 2013 la piscicultura aumentd un 10,24 %, en
comparacion con el 2011, ascendiendo la cifra de produc-
cion a 37.069 toneladas, ocupando asi el primer puesto,
sequido por Meta, Tolima y Antioquia, con 12.667, 5.515
y 4.767 toneladas, respectivamente, segun el reporte del
Ministerio de Agricultura.

La produccion nacional durante el afio 2014 fue de
88.871 toneladas, donde el Huila aportd el 41,71%, de los
cuales el aprovechamiento en carne es del 25 %, dejando
asi el 75 % en subproductos que comprenden visceras,
esqueletos y escamas.

Debido a que existe gran demanda y oferta de peces
para consumo humano, y que la generacion de subpro-
ductos puede afectar el medio ambiente, se estan imple-
mentando distintos métodos en los cuales se aproveche
y se genere valor agregado a estos subproductos, entre
los que se destacan la extraccion de aceite a partir de las
visceras y la elaboracion de concentrado para animales
empleando los esqueletos.

Respecto al aprovechamiento de las escamas no se
poseen conocimientos sustanciales y precisos de pro-
ductos o procesos concretos; sin embargo, se conoce
gue en instituciones y centros de desarrollo tecnoldgico
del departamento se adelantan investigaciones para de-
terminar los beneficios y aportes que pueden generar las
escamas al sector productivo y las diferentes industrias.

La red Tecnoparque nodo La Angostura es una es-
trategia del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA) pa-
ra el desarrollo de la innovacion; esta institucion decide
analizar la problematica presentada con la disposicion
de la escamas, situacion que genera gran impacto am-
biental en cuanto a la generacion de olores y lixiviados;



por esta razon se plantea el proyecto "Caracterizacion
por microscopia de fuerza atomica y microscopia elec-
tronica de barrido de la escama de tilapia Oreochromis
sp / niloticus, que determine su tipo de biopolimero y su
implementacion en empaques industriales”, mediante el
cual se busca emplear la nanotecnologia como medio
para purificar el biopolimero presente en las escamas de
la tilapia y utilizarlo en empaques que aporten positiva-
mente al medio ambiente, ya que seran biodegradables.

Existen varios estudios realizados al respecto en
el marco de tesis e investigaciones, entre los cuales se
destaca el realizado en la Universidad Auténoma Metro-
politana de México en el 2012, donde se establecio un
proyecto para crear un bioproceso para la obtencion de
quitinay quitosano a partir del exoesqueleto del camaron;
de igual forma, durante el aflo 2012 en la Universidad de
Madrid se constituye el proyecto "Obtenciony caracteriza-
cion de quitosanos modificados: ingredientes funcionales
con aplicaciones tecnolodgicas y bioldgicas en la industria
alimentaria”. En estos procesos se analizo el quitosa-
no, que es el segundo biopolimero mas abundante en el
planeta después de la celulosa. Las aplicaciones fueron
vinculadas a caparazones de crustaceos, y debido a que
la consistencia de este material posee cierta relacion en
su estructura con las escamas del pescado de agua dul-
ce, se presume que el quitosano se encuentra presente
también en ellas, lo que se pretende comprobar mediante
la implementacion de analisis nanométrico, después de
realizar un proceso de purificacion del polimero.

El quitosano es implementado en industrias como la
alimenticia, la farmacéutica, la agroindustrial, entre otras,
pues se trata de un material muy versatil. Para este caso,
el uso que se plantea dar a este polimero, como el pro-
yecto lo indica, es el de implementarlo en empaques de
alimentos o cualquier otro producto, cumpliendo con la
funcién de almacenarlos protegiéndolos de las condicio-
nes externas que puedan llegar a afectarlo.

Metodologia

Para el analisis nanométrico de las muestras de es-
camas se emplearon dos instrumentos: el microscopio
de fuerza atdmicay el microscopio electrénico de barrido,
que proporcionan informacion de topografiay morfologia,

respectivamente, siendo este ultimo el primer analisis
que se realiza con el objeto de determinar a nanoescala
la forma que posee el material para determinar su posible
repercusion a mayor proporcion.

La microscopia de fuerza atémica, a diferencia de
la microscopia electrénica de barrido, entra en contacto
directo con la muestra, generando distintos factores que
determinan resultados veridicos si se lleva a cabo un ana-
lisis preciso y con las condiciones apropiadas.

Enambos casos se presentan momentos en los cua-
les se debe ser muy preciso para no alterar los resultados
a obtener; por ejemplo, en la microscopia de barrido es
de vital importancia la preparacién de la muestra, pues
el equipo requiere condiciones especiales como que la
muestra se encuentre deshidratada (sin alto contenido
de humedad) y sea conductora, y en caso de no ser asi,
se debera realizar un procedimiento de modo que facilite
el proceso.

Para la microscopia atémica la muestra no requiere
condiciones especiales, pero si se debe tener precision
en los parametros de lectura que se ingresany el tipo de
materiales que se esta empleando.

Para la purificacion del biopolimero se realizaron dis-
tintos métodos con el objetivo de determinar su eficacia
condistintas sustancias quimicas (acidas y bases),y para
lo cual se sigue un protocolo establecido con este fin, de
modo que facilite las labores.

Purificacion del biopolimero

QObtencion de la muestra: adquirir las escamas resul-
ta sencillo, pues existen en la region distintas empresas
cuyos procesos productivos estan relacionados directa-
mente con la piscicultura; para esto se elige una cantidad
considerable de la muestra establecida en el protocolo, la
cual se procesa y analiza para el desarrollo del proyecto.

La especie de tilapia con la que se ejecuta el proyecto
es la nildtica, denominada asi debido a que es originaria
del Rio Nilo. La identificacion de la especie se realizo te-
niendo en cuenta que las tilapias de mayor produccion
son la Oreochromis sp (conocida comunmente como
mojarra roja) y la Oreochromis niloticus (denominada
mojarra negra).
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Las escamas que presentan estas especies son de
tipo ctenoide (ver Figura 1) las cuales se caracterizan por
poseer pequeias rugosidades en el borde posterior, lo que
les da una textura rugosa, en forma de peine.

Figura 1. Escamas de tilapia y su macro estructura

Lavado de la muestra: cuando la muestra es obtenida
en cantidades suficientes o necesarias para continuar
con el proceso, se realiza un primer lavado con agua
destilada para retirar impurezas (restos de esqueletos,
espinas y piel); luego se realiza una desinfeccién con
gluttheraldheido de baja concentracion, procedimiento
que consiste en sumergir las escamas en una solucion de
agua con desinfectante y dejarlas alli por algunos minutos;
después de esto seretiran las escamasy se drena el agua
que haya quedado aprisionada en la muestra.

Figura 2. Imagen de AFM en escama con Fibriles de
colageno

Fuente: Autores

Secadodelamuestra: unavez limpiasy desinfectadas
las muestras, se continda con el secado de las mismas;
para este procedimiento se aplicaron 3 distintos métodos.
El primer método consistio en secar las muestras en un
horno industrial que alcanzaba temperaturas de +120 °C,
pero que no permitia un control eficaz, obteniendo resulta-
dos poco favorables debido a que la muestra cambiaba su
colory formay ademas perdia sus propiedades adhesivas
caracteristicas. El segundo método consistio en realizar
un secado en horno industrial con control de temperatura
y tiempo, donde mejoraron las condiciones casien un 60%
y los resultados obtenidos fueron muestras con su color
caracteristico y tamafio adecuado que conservaban sus
propiedades adhesivas; sinembargo, se presentd una leve
complicacion: ciertas deformaciones en los extremos de
la escama que no cambiaban la estructura general de la
muestra. Por Ultimo, se llevo a cabo un secado en horno
solar, que emplea la luz y el calor del sol para deshidratar
muestras teniendo como ventaja el sitio elevado en el cual
se encuentra construido, por lo que la luz solar esta pre-
sente en todo momento durante el dia, a lo que se suma
el hecho de que el Huila presenta temperaturas ambiente
que oscilan entre los 28°C y 30°C, beneficiando el secado
de diferentes elementos; al emplear este método los re-
sultados arrojaron muestras con el color apropiado, con
tamafio y forma caracteristicos y con propiedades adhe-
sivas presentes, ello con la condicion de que el tiempo de
secado se extienda hasta en un 300%. Para estandarizar
el proceso (y debido a las caracteristicas presentadas por
cada método), se decide trabajar con la segunda opcion,
es decir, con el horno deshidratador industrial.

Molido de la muestra: para mayor eficacia en el tra-
tamiento, manejo y procesamiento de la muestra es ne-
cesario disminuiry estandarizar el tamafo de la particula;
para esto se emplea un molino martillo con malla de 2 mm,
en el cual se tritura la muestra hasta obtener diminutas
fracciones con dimensiones estandarizadas, logrando
mejores resultados en el tratamiento y veracidad de los
analisis que se realicen posteriormente.

Desproteinizacion de la muestra: Basados en ima-
genes (obtenidas por microscopia de fuerza atémica)
de escamas sin ningun tratamiento quimico, se presume
que poseen contenido de colageno, proteina en forma de
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fibriles (Figura 2) caracterizada por su dureza, y la cual se
debe remover para purificar el biopolimero presente; un
modo de hacer esto es empleando una solucion acida,
paralo cual las muestras obtenidas se sumergen en acido
clorhidrico durante 24 horas a temperaturas de 30 °C,
luego se lleva a cabo un segundo secado a 80 °C por 4
horas, y en cuanto se haya culminado este proceso se
podra hablar de quitina cruda, que es un polimero que re-
quiere de un segundo proceso para llegar a ser quitosano.

Desacetilizacion de la muestra: el quitosano es la
forma desacetilizada de la quitina, y para lograr obtenerlo
serequiere emplear soluciones bases que cumplenconla
funcion de remover sales (elemento innecesario que debe
ser eliminado para la purificacion del biopolimero); por es-
tarazon, en el desarrollo del proyectoy procesamiento de
la muestra se emplea hidréxido de sodio (0,1 N) sustancia
donde se sumerge la muestra por 30 minutos a 95 °C, pos-
teriormente se realiza un lavado con agua desionizada y
un tercer secado a 105 °C durante 24 horas, luego de esto
se podra hablar de quitosano; los resultados obtenidos
deberan corroborarse mediante analisis fisicoquimicos,
de propiedades mecanicas y nanométricos, siendo que
las dos ultimas se realizan en equipos nanotecnolégicos
como el AFM (microscopio de fuerza atémica) y el SEM
(microscopio electrénico de barrido).

Tratamientos: la eficacia de un procedimiento se
determina, la mayoria de veces, comparando resultados
con otros factores similares; por tal motivo, se toma la
decision de proceder en cinco pasos:

@ Pasouno: la muestra patron se toma como referencia
para notar las variaciones al momento de realizar
los analisis.

® Paso dos: consiste en desproteinizar la escama con
adicién Unicamente de acido clorhidrico.

® Paso Tres: la tercera muestra solo se trata con hi-
droxido de sodio para retirar sales, sin desproteinizar,
aunque el colageno se degrade.

® Paso cuatro: el cuarto procedimiento se ejecuta sumer-
giendo las escamas, inicialmente en solucion acida,
después en solucion alcalina, como lo indican estu-
dios previos en crustaceos.

@ Pasocinco: por Ultimo, lamuestra No. 5 se trata de ma-
nera inversa a la numero cuatro, es decir, primero se

aplicala solucion basey después el acido; el objetivo
de estos procesos es diferenciar los distintos factores
gue pueden presentar cada uno de los modelos y asi
elegir el que presente mejores resultados, ademas
de determinar la importancia de como desarrollar el
proyecto y su estandarizacion en la preparacion de
la muestra.

Figura 3. Muestras con distintos tratamientos

Fuente: Autores

En lo referente al secado, cada una de las muestras
presento variaciones cromaticas segun el tratamiento
(Fig. 3), lo que lleva a preferir la N° 4 debido a su color
caracteristicoy propiedades de traslucidez que presenta.

Analisis

En los andlisis nanomeétricos existen diferentes mé-
todos que permiten una lectura detallada y eficaz de
muestras; para dichos procedimientos existen equipos
especializados en distintos ambitos, tales como el mi-
croscopio de fuerza atémica (Figura 4) y el microscopio
electronico de barrido (Figura 5). Para este ultimo, los
requerimientos de preparacion de la muestra antes de
la lectura son exigentes, debido a que el equipo funciona
mediante la accion de vacio e inyectando electrones que
viajan a alta temperatura a través de una camara, razon
por la cual la muestra debe ser conductora ya que las
muestras organicas, por la alta temperatura, se incineran,
y cuando tienen este origen resulta necesario realizar un
tratamiento especial que consiste en recubrir la mues-
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tra con materiales conductores (como el oro, la plata, el
carbono o el argon); el elemento elegido se aplica como
recubrimiento mediante la accion del equipo conocido
como sputter (y el proceso derivado de él denominado
sputtering), el cual, ejerciendo vacio, recubre la muestra
y deja una fina capa, permitiendo asi que la muestra se
torne conductiva y conserve su forma, al mismo tiempo
gue proporciona las condiciones apropiadas para la lec-
tura en el microscopio electronico de barrido.

Figura 4. Microscopio de fuerza atomica

Al realizar lecturas en el microscopio de fuerza ato-
mica (AFM) se puede determinar topografia y propieda-
des mecanicas; la muestra no debe poseer condiciones
especiales pero los parametros de lectura, calibracion,
estado del equipo e implementos de trabajo son de vital
importancia.

Resultados

Dentro de los resultados obtenidos se destacan imagenes
de los distintos métodos que se ejecutaron y sus varia-
ciones segun el tratamiento.

Figura. 6 Imagen en AFM de la escama

Figura 7. Imagen muestra No. 2 - HCI
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Las imagenes obtenidas de la muestra patron (Fi-
gura 6), en el microscopio de fuerza atdomica, denotan
una estructura donde aparentemente existen dos mate-
riales, esto debido a la variacion de propiedades que se
puede observar en el cambio sustancial de color; esto
lleva a asumir que los materiales presentes son quiti-
nay quitosano, polimeros de origen natural que desean
aprovecharse (segun lo establecido en el proyecto) para
su implementacion en empaques. Este comportamiento
genera unareaccion favorable para cumplir con el objetivo
planteado en principio.

La muestra No. 2, como se esperaba, realizé laremo-
cion de toda la proteina presente en la escama, incluyendo
el colageno; por lo tanto, se observa en la Figura 7 una
topografia con efectos de arrastramiento causados por
el acido clorhidrico y, ademas, se logra observar como el
adhesivo presente al secarse toma una estructura firme,
aportando brillo y transparencia a la escama.

Respecto a la muestra No. 3 (Figura 8), los resulta-
dos muestran una estructura con fibriles de colageno
desgastados, ello debido a la adicion de acido clorhidrico
(HCI), pero que se encuentran presentes en la escama;
a diferencia de la muestra No. 2, si se presenta proteina,
pues el hidroxido de sodio cumple con la funcién de eli-
minar sales.

Figura 8. Muestra No. 3 - NaOH
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EnlamuestraNo. 4 (Figura 9), como se esperabay seguin
lo planteado en bases tedricas de estudios realizados pre-
viamente (utilizando materiales similares a las escamas,
como caparazones de crustaceos), se observan forma-
ciones de materiales que presentan estructura polimérica,
siendo aparentemente elasticos y flexibles; ademas, se
observa este material como Unico en la muestra, lo que
denota la efectividad del tratamiento.

Figura 9. Muestra 4: HCI + NaOH
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Las imagenes obtenidas de la muestra No. 5 (Figura
10) indican que el material presente alli tambien se en-
cuentra en estado puro, pero que presenta caracteristicas
rigidas y aparentemente duras, lo que ocasionaria que el
producto final se quiebre o presente defectos. Apartir de
los resultados obtenidos se establece que, para la estan-
darizacion del procedimeinto, la viabilidad se encuentra
en el proceso ejecutado a la muestra No. 4; tomada esta
decision, se continda con la elaboracion del prototipo fi-
nal, el cual se lleva acabo sometiendo las escamas a alta
temperaturay provocando un derretimeinto para después
moldear y/o formar films de quitosano.

Distintas investigaciones, como la ejecutada por el
Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM) de Cuba, arrojaron resultados favorables en
cuanto a la obtencion de quitosano a apartir del exoes-
queleto de la langosta, obteniendo primero quitina, que
posteriormente fue tratada con una solucion alcalina a
altas temperaturas para desacetilizarla y transformarla
en quitosano; una vez realizado el proceso, se llevaron a
cabo distintos anélisis como cenizas, humedad, micros-
copia infrarojay microscopia electronica de barrido, donde
los resultados dieron como conclusién que este material
cumplia con las caracteristicas para ser implementado
en la industria farmacéutica.

Adicional a esto, la universidad de Zulia, en un estudio
de quitosano, determind la versatilidad de este biopoli-
mero y su implementacion en distintas industrias, que
cuenta entre sus aplicabilidades con el uso como aditivo
alimentario, la elaboracion de recubrimientos, la purifica-
ciondel aguay el control de plagas para la agricultura. La
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Pery, también
logro desarrollar un ungiiento con este biopolimero para
aplicar en heridas y ampollas, que se caracteriza por su
efectividad en la sanacion.

Los antecedentes del proyecto brindan la confianza
para el éxito del mismo, y conociendo las propiedades del
material y sus aplicaciones se establecen las variaciones
y factores relacionados para el producto final propuesto
en la investigacion.

El desarrollo del proyecto brinda una alternativa de
solucion para las empresas del departamento vinculadas
a la cadena acuicola en el aprovechamiento de subpro-

ductos, enfatizando en el uso de las escamas. Todo esto
empleando la nanotecnologia (ciencia emergente) como
medio para cumplir con los objetivos trazados y con el
fin de buscar ese factor de innovacion y desarrollo para
la region.
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