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RESUMEN

En este trabajo se realizo la obtencion de quitina y quitosano a partir individuos de
dos especies de avispas Polistes versicolor 'y Polybia occidentalis. Para conocer la materia
prima se realizaron andlisis FTIR a las diferentes partes externas de las avispas,
encontrando que la estructura de la quitina del térax es diferente a las demds partes y en las
dos especies de avispas.

Se establecieron los parametros mas adecuados en los diferentes procesos que
involucran la obtencioén de quitosano como deshidratacion de la quitina, desproteinizacion,
desmineralizacion y desacetilacion.

Al finalizar cada etapa (mencionada anteriormente) se analizaron las muestras
mediante FTIR-ATR, analisis térmico y SEM. Los resultados permitieron establecer la
temperatura optima de secado, el porcentaje de pérdida de humedad, porcentaje de pérdida
de proteina, la concentracion Optima de NaOH, la morfologia superficial del biopolimero y
la presencia de dos eventos térmicos y dos pérdidas de masa, debidas a la evaporacion del
agua y a su degradacion. También se determind el grado de acetilacion y desacetilacion

mediante la relacion de A1320/1420.

Palabras Claves: Quitina, quitosano, avispas.
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ABSTRACT

In this work, chitin and chitosan were obtained from two species of wasps, Polistes
versicolor and Polybia occidentalis. To know the raw material, FTIR analysis was carried
out on the different external parts of the wasps, finding that the structure of the chitin of the
thorax is different from the other parts and in both species of wasps.

The most appropriate parameters were established in the different processes that
involve obtaining chitosan, such as chitin dehydration, deproteinization, demineralization,
and deacetylation.

At the end of each stage (mentioned above) the samples were analyzed by FTIR-
ATR, thermal analysis, and SEM. The results allowed establishing the optimum drying
temperature, the percentage of moisture loss, the percentage of protein loss, the optimal
concentration of NaOH, the superficial morphology of the biopolymer and the presence of
two thermal events and two mass losses, due to the water evaporation and degradation. The

degree of acetylation and deacetylation was also determined by the ratio of A1320/1420.

Keywords: Chitin, chitosan, wasps.
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INTRODUCCION

Las avispas sociales o también conocidas popularmente como avispas de papel,
debido a sus nidos construidos a partir de fibras vegetales, son insectos voladores
pertenecientes a la familia Vespidae del orden Hymenoptera, las cuales desempenan un
papel importante en el funcionamiento de los ecosistemas en casi todo el mundo, como
control bioldgico natural de plagas agricolas en plantas cultivadas y ornamentales (Rasool,
2018; Duran et al., 2020) y como polinizadores para la reproduccion de cultivos (San
Vicente, 2020). En estas avispas se encuentra una de las subfamilias con mayor
diversificacion y alta presencia de especies, la Polistinae, la cual esta constituida con
alrededor de 950 castas (Aragon & Andena, 2016; Reed & Landolt, 2019; Ferreira et al,

2020)

Principalmente la subfamilia Polistinae es representada por dos géneros claves para
la evolucidn social de las avispas de papel, estas son: Polistes y Polybia, las cuales estan
distribuidas tanto en zonas tropicales como templadas por lo que son ampliamente
reproducibles (Rasool, 2018), adicionalmente presentan formas variadas de organizacion de
las colonias, intermedias entre las de las especies subsociales, en las que uno o ambos
progenitores cuidan de sus propias crias y las altamente sociales, que tienen una casta
estéril morfologicamente diferenciada. Tipicamente dichos géneros viven en colonias
conformadas por una hembra que pone huevos (reina) y varias obreras que cuidan de la cria
de la reina, pero no ovipositan, un claro diferenciador entre estas dos especies son sus
nidos, los cuales son pequefios y abiertos (sin envoltura) para Polistes, 1o que permite ver

toda la sociedad simultdneamente, caso contrario para Polybia pues su nido es cerrado y
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formado por amplias capas de fibras vegetales (West-Eberhard, 1969; Richards, 1971), atin
asi no es sencillo encontrar diferencias morfologicas claras para identificar el género sexual
en las avispas, pues para ello se requiere de un especialista en el estudio de insectos, el cual
es el entomdlogo, este parte de sus conocimientos para diferenciar morfolégicamente entre
macho y hembras, que luego confirma con un estudio genético, convirtiendo esta
identificacion en una problematica que se podria resolver por medio del conteo de
flagelomeros presentes en las antenas de las avispas, la cual no esta plenamente
confirmada, esto es importante para su introduccion en los diversos ecosistemas. Lo
anterior hace necesario el empleo de técnicas alternas para su identificacion, como la que se

propone con estudio preliminares en esta investigacion.

Colombia tiene una amplia variedad de pisos térmicos ricos en vegetacion,
haciéndole un pais promotor en agricultura, lo que a su vez crea una dependencia
economica en su produccion de cultivos, la cual es afectada cominmente por la presencia
de plagas, por ello las avispas representan una alternativa amigable como control bioldgico
(San Vicente, 2020), teniendo en cuenta un sistema viable para la coexistencia entre la
funcion de dicho insecto con la recoleccion de su biomasa, la cual presenta una excelente
presencia de quitina en su exoesqueleto, la cual esta alrededor del 50% (Da Silva et al.,
2021), lo que brindaria no solo la proteccion a estos insectos, sino también hacerlo

asequibles para los campesinos en dicho bio-control.

La quitina es un polimero natural insoluble en agua que consiste en N-acetil-D-
glucosamina unida por enlaces 3-1,4-glucosidicos (Jiran et al., 2023), se considera el
polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa, este se presenta

naturalmente en tres formas polimorficas seglin la disposicion de sus cadenas moleculares,
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conocidas como quitina o, By ¥ (Marei et al, 2016), debido a esto y a la presencia de
puentes de hidrégeno en su estructura se facilita la transformacion de nuevos derivados,
como es el quitosano, este es un polisacarido de cadena lineal, compuesto por la repeticion
de la D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina con numerosas proporciones, que varian
segun el grado de acetilacion obtenida por desacetilacion parcial de quitina en condiciones

alcalinas (Larez, 2003; Giraldo, 2015; Wang & Zhuang, 2022).

El estudio de las estructuras quimicas que diferencian la quitina y quitosano ha sido
ampliamente discutida, para ello se han aplicado diversos métodos de caracterizacion con la
finalidad de cubrir la mayor cantidad de caracteristicas quimicas de estos biopolimeros, en
donde se ha encontrado una mayor aplicacion de ATR-FTIR debido a su simplicidad para
la estimacion de los grupos funcionales presentes en la estructura de la quitina y el
quitosano, a partir de estas caracteristicas y aplicando la misma técnica varios autores han
cruzado esta informacion con la obtenida a partir de la resonancia nuclear magnética
(RMN) generando asi curvas de calibracion con los cuales se pueden determinar los
porcentajes de acetilacion y desacetilacion de ambos polimeros (Shigemasa et al., 1996;

Brugnerotto et al., 2001; Kasaai, 2008; Boukhlifi, 2020).

A pesar de lo expuesto previamente, se observa que los diversos estudios se han
centrado solo en los crustaceos, presentando asi, una clara ausencia de informacion desde
que se extrae la quitina y hasta la obtencion del quitosano en los insectos, especificamente
en las avispas, lo cual genera dificultades al momento de estudiar dichos polimeros a partir

de estas biomasas.

En las rutas sintéticas para la transicion de quitina a quitosano de los exoesqueletos

a partir de insectos se siguen los métodos quimicos utilizados para fuentes marinas, estos
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implican una desproteinizacion, desmineralizacion, que corresponden a la eliminacion de
proteinas y minerales, respectivamente, como también se realiza una desacetilacion la cual
permite finalmente la trasformacion de quitina a quitosano (Hahn et al., 2020; Da silva et
al.,2021), dichos procesos al ser solo estudiados en los crustaceos no permiten estimar si
los acidos usados para la desmineralizacion, ni las bases para la desproteinizacion son los
mas adecuados para los insectos, como tampoco si las concentraciones o tiempos aplicados
en dichas especies marinas sean acertados para extraer estos biopolimeros de forma
eficiente a partir de las avispas sociales, por tanto es necesario dependiendo de la biomasa
de cada insecto hacer estudios de viabilidad tanto de los métodos quimicos como del tipo

de estructura que se obtiene.

Los métodos de caracterizacion como SEM permiten hacer un seguimiento a la
morfologia superficial del biopolimero, el TGA/DSC da informacion de la temperatura de
degradacion y transformacion, y el analisis elemental junto con resonancia magnética
nuclear permiten calcular el grado de purificacion de la quitina y el grado de desacetilacion
(DD) de quitina-quitosano, finalmente difraccion de rayos X para la identificacion de la
cristalinidad y determinacién del polimorfo de quitina (Kasaai, 2009; Saenz-Mendoza et
al.,2020; Hahn et al., 2020; Da Silva et al., 2021). Sin embargo, se han realizado trabajos
que demuestran que se puede hacer seguimiento a los cambios quimicos a través de la
espectroscopia de infrarrojo, mediante metodologia de la relacion de las areas para
identificar las contribuciones tanto de los grupos funcionales presentes en la estructura de la
quitina como en los diversos promotores de las propiedades fisicoquimicos de ambos
biopolimeros (Shigemasa et al., 1996; Brugnerotto et al., 2001; Kasaai, 2008; Boukhlifi,

2020).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar las caracteristicas quimicas del quitosano extraido de dos especies de
avispas

2.2 Objetivos especificos

e Establecer los parametros 0ptimos (Cantidad de biomasa, concentracion de solucion

extractora y tiempo de extraccion) del quitosano a partir de las avispas recolectadas.

e Caracterizar estructural y fisicoquimicamente el quitosano extraido por TGA/DSC,

ATR-FTIR y SEM.
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3. METODOLOGIA

A continuacion, se indican los reactivos, materiales y equipos usados en esta

investigacion.

3.1 Reactivos

* Agua destilada (H>O).

» Hidroxido de sodio (NaOH).

= Acido clorhidrico (HCI) con pureza de 37%, marca Merck.
* Cloruro de sodio (NaCl).

» Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4*5H>0).

= Sal sodica del acido etilendiaminotetraacético (Na-EDTA).
* Joduro de potasio (KI).

3.2 Materiales y equipos

= Los espectros de infrarrojo se realizaron en un espectrofotometro FTIR marca
SHIMADZU modelo IR Prestige—21, provisto de un detector DLATGS (Deutered
L- Alanine Doped Triglycene Sulphate) y equipado con un accesorio ATR modelo
MIRacle, marca Pike Technologies, con cristal de diamante, en el rango de 4000 —
500 cm™! con 24 escaneos por muestra.

=  Calorimetro de barrido diferencial (TGA-DSC), Shimadzu DTG-60, en atmosfera
de nitrogeno a 100mL/min y rampa de calentamiento de 10°C/min.

= Los espectros de ultravioleta visible se realizaron en un espectrofotometro UV-vis
marca SHIMADZU, modelo UV-2401PC, en una longitud de onda establecida de
280 nm y 540 nm.

* Balanza analitica de precision 0,0001g, marca acADAM.

* Horno mufla, marca Ney VULCAN D-550.

= Estereomicroscopio binocular Stemi DV4 marca ZEISS ajustado con un microscope
LED light ring MIC-209.

» Para graficar y analizar los diferentes espectros, como también para el analisis
estadistico por PCA, se usé la licencia académica de aprendizaje del software
OriginPro 2022b.

3.3 Procedimiento
Para el cumplimiento de los objetivos planteados en esta investigacion se planted la

siguiente metodologia expuesta en la figura 1.
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Figura 1. Esquema general de la metodologia experimental

3.4. Muestreo

Recoleccion de avispas en
Bochalema y Barichara.

3.5.1. Analisis morfologico

3.5. Extraccion de Quitina

Identificacion del género
sexual

Estudio por FTIR-ATR.

3. Metodologia

3.4 Muestreo

3.5.2. Deshidratacion

50°C por 24 horas

3.6.1. Desproteinizacion

Reflujo con NaOH 0.5M por

15ha 180°C.

3.6. Obtencion de
Quitosano

3.6.2. Desmineralizaciéon

Reflujo con HCI 1M por 6 h

a 180°C.

3.6.3. Desacetilacion

NaOH 12.5M por 24h a

90°C.

3.7. Técnicas de
caracterizacion

FTIR-ATR, TGA-DSC,
SEM, ceniza y humedad.

Se recolectaron 65 avispas de la especie Polistes versicolor y 121 avispas de

Polybia occidentalis, el muestreo se realizd en la vereda Zarcuta, zona rural de Bochalema

y en la vereda San José bajo, Barichara, respectivamente, para ello se visito el area para

identificar la presencia de los nidos. Una vez identificados, se fueron recolectando los

individuos a medida que se encontraban muertos en el piso y se transfirieron a recipientes

plésticos y se llevaron al laboratorio de Biocalorimetria donde se almacenaron en

congelacion a -18°C hasta su analisis. La identificacion taxondémica de las especies fue

realizada por Wolfgang Hoffmann.
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3.5 Extraccion de Quitina

3.5.1 Analisis morfologico

Antes de ser almacenadas en congelacion a las avispas se les registro su peso, y se
estudiaron una por una con un estereomicroscopio para la identificacion de su género
sexual y sus caracteristicas fisicas, seguidamente se eligi6 una avispa de cada sexo para
separarla en sus diferentes partes externas (antenas, alas, patas, cabeza, térax y abdomen) y

finalmente se analizaron dichas partes por ATR-FTIR.

3.5.2 Deshidratacion

Se realizo el tratamiento de deshidratacion de las avispas, las cuales se separaron
por género sexual y especie, de esta manera se llevaron a una mufla a 50 °C durante 24
horas, siendo esta la temperatura 6ptima. Una vez cumplido el secado y su enfriamiento a
temperatura ambiente en el desecador, se procedi6 a pesar cada una de las avispas para
identificar la perdida de humedad de ellas y asi proceder con el proceso de molturado de
cada individuo hasta obtener fibras delgadas, dicha biomasa se conservé en un vial de
plastico (en un vial 6 avispas pulverizadas), una vez cumplido con la generacion de las

fibras de avispa se continuo con el estudio morfoldgico (estereomicroscopio) e infrarrojo

(ATR-FTIR).

3.6 Obtencion de Quitosano

3.6.1 Desproteinizacion
La biomasa previamente deshidratada y pulverizada se sometio a reflujo con NaOH
a 0,5 M por 15 horas con una relaciéon masa-volumen 0,06 g de biomasa en 60 mL, una vez

finalizado este proceso se filtr6 a vacio y se seco a 30 °C por 24 horas en la mufla, y
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seguidamente se procedio a realizar un analisis térmico (atmosfera inerte) e infrarrojo a la

biomasa obtenida.

3.6.2 Determinacion de proteinas

Se aplic6 el método de Biuret para la determinacion de la cantidad y presencia de
las proteinas con UV-Vis, para ello, primeramente, se preparo el reactivo disolviendo 0.95g
de CuSO4*5H,0 y 1.7 g de NaEDTA en 175 mL de H>O, se agitd constantemente mientras
se afiadia 50 mL de NaOH 5 M y luego 0.25 g de KI como estabilizante. Una vez obtenido
el reactivo de Biuret se procedid a preparar las soluciones a analizar por UV-vis, para ello
se tom6 20 mL de la muestra proteica (filtrado) obtenida después de la desproteinizacion y
1 mL del reactivo, aforados en 25 mL, seguidamente las soluciones se analizaron por UV-
vis a 280 nm (medicidn de la absorbancia UV caracteristica a 280 nm (A2s0), que depende
en gran medida del triptofano y también del contenido de tirosina y fenilalanina de la

proteina), y 540-560 nm (método de Biuret).

3.6.3 Desmineralizacion

Se realiz6 una extraccion de minerales al s6lido obtenido en la desproteinizacion
por medio de un sistema de reflujo con HCI 1M por 6 horas con una relacion masa-
volumen de 0,06 g de biomasa en 60 mL de solucion. Seguidamente se filtro y seco la

muestra a 30 °C por 24 horas en la mufla, para proceder a realizar analisis infrarrojo.

3.6.4 Desacetilacion

Se evalu¢ la desacetilacion de la biomasa obtenida de los anteriores procesos
previamente descritos, con NaOH 50 %p/v por 24 horas en un reactor, con preparacion
directa de la solucion de NaOH sobre la biomasa en el reactor, dicha muestra se filtro a

vacio y se secd a 30 °C por 24 horas en la mufla, de esta manera se prepar6 la muestra para
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su posterior andlisis de infrarrojo por ATR-FTIR y tratamiento estadistico con el software

OriginPro 2022b, empleando PCA.

3.7 Técnicas de caracterizacion

A los productos obtenidos en esta investigacion se les hizo su correspondiente
seguimiento por espectroscopia infrarroja (ATR-FTIR) en un rango de 4000 cm™ a 500 cm”
! con 24 escaneos por muestra, analisis térmico (atmésfera inerte, TGA-DSC), microscopia
electrénica de barrido (SEM), como también se evaluaron los parametros fisicoquimicos

cenizas y humedad.

Para los s6lidos analizados por infrarrojo se disefio la siguiente metodologia para su
tratamiento y analisis: Se normalizaron los datos de cada espectro, seguidamente se
seleccionaron los segmentos de gran relevancia a estudiar, los cuales fueron de: 1) 520 cm™!
2920 cm™, 2)910cm! a 1182 cm™, 3) 1182 ecm™ a 1764 cm™ y 4) 2391 cm™ a 3701 cm™,
a dichos segmentos se les realizé un tratamiento de deconvolucion para sus picos, estos se
centraron alrededor de 890 cm™, 1030 cm™, 1070 cm™, 1160 cm™, 1650 cm™, 1560 cm’!,
1446 cm™!, 1130 cm™, 2870 cm™ y 3415cm, de los cuales se tomaron sus valores de area,
nimero de onda maximo para el pico, la constante FWHM vy el error estandar del area para
su posterior tratamiento estadistico empleando el Analisis de Componentes Principales

(PCA siglas en inglés), k-means centroide y dendrograma con el software OriginPro 2022b.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Extraccion de Quitina

Teniendo en cuenta que en los insectos se presentan mayoritariamente las estructuras de la
quitina a y 3, entonces se podria estudiar si existen diferencias entre estos biopolimeros en
las partes morfologicas de las avispas Polistes versicolor y Polybia occidentalis, puesto que
entre estas estructuras poliméricas se pueden diferenciar segin su apilamiento y nimero de
monomeros en la cadena (n), en donde el numero de enlaces glucosidicos apilados més su
cantidad presente en las estructuras puede cambiar de acuerdo a cada parte morfoldgica,
generando asi una estructura mas soluble, reactiva y cristalina (Romero & Pereira, 2020),
pues si entre ellas hay mas o menos espacio entre sus cadenas de apilamiento entonces se
presentaran mayor o menor numero de enlaces entre sus grupos funcionales (ver figura 2),
por ello es importante estudiar inicialmente la morfologia de las avispas y luego
quimicamente, y asi mostrar si el cambio en su niimero de las cadenas y apilamientos llevan

a una quitina diferente.

Figura 2. Estructura a y B quitina.
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4.1.1 Analisis morfolégico

4.1.1.1 Avispas Polistes versicolor

En el analisis morfolégico de las avispas se tomaron 65 individuos de la especie
Polistes versicolor a estos individuos se les hizo una identificacion de género sexual debido
a una clara diferencia en sus caracteristicas fisicas, como color y tamafo, ya que en la
especie Polistes versicolor se evidenci6 un claro dimorfismo, el cual se puede ver en sus
antenas tipo geniculada (Gupta, 2004; King et al., 2018; Turilazzi, 2012; Zhou et al., 2015;

King et al., 2018).

Puesto que en unos individuos eran mas largas y tenian una terminacion curvada y
otros individuos terminacion recta, ademas los individuos que presentaban una antena con
terminacion curveada evidenciaban una degradacion de color del marrén al amarillo en
dicha extremidad, caso contrario de los individuos con terminacién recta de su antena, ya
que en estos se presentaba el amarillo en la parte inferior del flagelo y de la mitad hacia la
parte superior el color marrdn, por ello fue necesario el disefio de un protocolo para la
identificacion sexual de las avispas a estudiar en esta investigacion, este proceso se realizo
mediante el conteo de los flageldémeros presentes en el flagelo de las antenas de cada una de
las avispas (Wang et al., 2018), como se evidencia en la figura 3, para dicho proceso se uso6
un estereomicroscopio Stemi para realizar las observaciones macroscopicas con gran

detalle.
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Figura 3. Identificacion del género sexual de las avispas Polistes versicolor: (a) Antena

Hembra, (a.1) Aguijoén, (b) Antena macho, (b.1) Pene, (b.2) Ramificacion pene.

(a) (a.l)

= Flagelo

Aguijon

(b) (b.1)

—
~— Flagelo

Las antenas para las dos especies se comprendian de tres regiones, un escapo
proximal alargado, el mas cercano a la cabeza de la avispa, un pedicelo medial, 1 cual
conecta el escapo con el flagelo, y finalmente un flagelo distal multisegmentado (Zhou et
al., 2015), este segmento de la antena es nuestro enfoque para la identificacion del género
sexual, con ello se encontrd que para los individuos con la antena en terminacion recta
presentaban un flagelo compuesto por 11 flagelomeros (figura 3a), y para el individuo con
la antena curveada presento un flagelo segmentado en 12 flagelomeros (figura 3b), donde el
primer flagelémero para ambas individuos era mas largo y estrecho que los otros segmentos
de los flagelos (Turilazzi, 2012; King et al., 2018) , esto demuestra y confirma el
dimorfismo sexual presente en la especie Polistes versicolor, en el que se expone que las
antenas mas largas y curveadas corresponden a los machos y las mds cortas y rectas son de
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las hembras, con esto se identifico al flagelo con 11 segmentos para las hembras y de 12

para los machos (Turilazzi, 2012).

Después de la identificacion de género sexual por los flagelomeros presentes en las
avispas, se procedio6 a confirmar el sexo de los individuos verificando con la extremidad
inferior, esto debido a que en el momento del conteo se pueden generar incertidumbres ya
sea por la posicion de la avispa para analizar su antena, como un fallo en el enfoque del
estereomicroscopio, por ello se usé6 como dato de confirmacion el aguijon o el pene de las
avispas, el aguijon tiene una forma levemente grueso en su parte mas proximal al abdomen
de la avispa y al extremo puntuda y como se evidencia en la figura 3a.1, con una coloracion
homogénea marron y estructura lisa, en cambio en el caso del pene, este consta de dos
parameros (espinas) que encierran un pene alargado (Turilazzi, 2012), como se logra ver en
la_figura 3b.1, donde cada segmentacion presenta una coloracion marrén claro con cerdas
cortas, lo que finalmente permitié confirmar que la cantidad de flagelémeros de las antenas
junto con su extremidad inferior permite identificar adecuadamente el género sexual de la

avispas, siendo 20 hembras y 45 machos para las avispas Polistes versicolor

4.1.1.2 Avispas Polybia occidentalis

Se tomaron 121 individuos de Polybia occidentalis, a los cuales se les realizé una
identificacion de su género sexual primeramente por medio de sus caracteristicas fisicas,
como el color y tamafio y seguidamente por las terminaciones de sus antenas tipo
geniculadas (Gupta, 2004; Turilazzi, 2012), como se evidencia en la figura 4, se encuentra
un color negro homogéneo en la totalidad de la antena, a partir de esto se continuo con el
proceso de identificacion del género sexual mediante el conteo de los flagelémeros

presentes en el flagelo de las antenas de cada una de las avispas. En este proceso se
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continud con lo expuesto para las avispas Polistes versicolor, para el cual se centrd en el
flagelo distal multisegmentado en el que se lograron estimar 11 flagelomeros (figura 4a) en
cada una de sus antenas lo que permitiria asegurar que corresponden a una hembra (Gupta,

2004; Zhou et al., 2015).

Figura 4. Identificacion del género sexual de las avispas Polybia occidentalis: (a) Antena

Hembra, (a.1) Aguijon.

(a) (a.l)

Flagelo

A
[ |

2 F3

- FaFs FSF7FS B0 g i

el

Aguijon

Siguiendo lo expuesto por las avispas Polistes versicolor se continud con la
confirmacion del género sexual de las avispas Polybia occidentalis, para ello se observo la
extremidad inferior de esta especie, el aguijon, el cual tiene una forma delgada, alargada y
puntuda de estructura homogénea, es decir sin ramificaciones con una coloracion marron
(Turilazzi, 2012), como se evidencia en la figura 4a.1, a partir de esta informacion
encontrada se confirma que el aguijon junto con el conteo de flageldémeros permitio

identificar la totalidad de las avispas Polybia occidentalis (121 individuos) como hembras.

4.1.2 ATR-FTIR
Se realiz6 un analisis FTIR para observar las diferencias estructurales de la quitina
en cada una de las partes morfoldgicas de las avispas Polistes versicolor'y Polybia

occidentalis con sus géneros sexuales. Para ambas especies de avispas no se evidenciaron
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diferencias significativas mas alla de las bandas caracteristicas de la quitina en sus
espectros IR, ya que se logré encontrar una leve diferencia en los espectros tomados para
las partes mas externas de las avispas, alas, antenas y patas, debido a que se presentaban las
dos bandas caracteristicas de la alfa-quitina la cual se divide en 1650 cm™ y 1630 cm™!, que
se atribuyen a la existencia de la banda intermolecular (-CO---NH-) y los enlaces de
hidrégeno intramoleculares (-CO---HOCH>-), correspondiente a los grupos carbonilos (Da
Silva, 2021; Kyeong et al., 2004), esto no se presento para las partes abdomen, cabeza,
propleura y torax, los cuales presentaban una tnica banda alrededor de los 1631 cm’
caracteristica de la amida secundaria (NH) correspondiente a la estructura beta-quitina
(Kyeong et al., 2004). En general, para los espectros tratados, como es el caso expuesto en
la figura 5, se observa una banda levemente ancha en los 3400 cm™ que corresponde al
estiramiento de los enlaces hidroxilos, una banda mas intensa unida a la banda del hidroxilo
en los 3277 cm™! correspondiente al estiramiento de los enlaces N-H, las bandas alrededor
de los 2924 y 2853 cm™! corresponden a la vibracién de los enlaces C-H, en la region mas
importante para identificar la quitina se encontraron las bandas con amplias intensidades en
1631y 1541 cm™ correspondientes a la vibracion y el estiramiento de los enlaces C=0 y N-
H respectivamente, las cuales corresponde claramente a las bandas de la amida primaria
(NH,) y secundaria (NH), y finalmente en 1026 cm™ se asigna al estiramiento de los

enlaces C-O (Kaya et al., 2016a; Kaya et al., 2015a; Luo et al., 2019; Abidi, 2021).

Un ejemplo adicional de los espectros infrarrojos obtenidos para ambas especies y

géneros sexuales se encuentran expuestos en el Anexo A.

Figura 5. Espectro de infrarrojo para el abdomen de la hembra 7 de las avispas Polistes

versicolor.
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4.1.2.1 Tratamiento de deconvolucion

La espectroscopia de infrarrojo se ha convertido en una técnica alternativa para la
evaluacion del grado de desacetilacion de la quitina/quitosano, esto por medio de la
determinacion de las relaciones de areas en las regiones caracteristicas del espectro
infrarrojo, pero la eleccion de estas relaciones presenta una gran dificultad, debido a que los
valores seleccionados deben explicar con claridad la contribucidén y mayor presencia de
ciertos grupos funcionales en dicho biopolimero, por ello en esta investigacion se sigui6 la
metodologia para la determinacion de las relaciones de area de acuerdo a la banda de
absorbancia que representa el N-acetil o a la amina contenida en la estructura sobre la

intensidad de la banda de referencia, la cual debe representar los monoémeros, esto con la
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finalidad de estimar la contribucion de los grupos funcionales en la estructura de la quitina

(Shigemasa et al., 1996; Brugnerotto et al., 2001; Kasaai, 2008; Boukhlifi, 2020).

Por lo expuesto previamente se realizo una reduccion de la informacion para cada
uno de los individuos que se desean clasificar, para ello se procedi6 a tomar las areas
obtenidas en el tratamiento de deconvolucion, siguiendo la metodologia ya expuesta para
obtener las relacion de las bandas caracteristicas de la quitina para cada uno de los rasgos
descriptores trabajados, los cuales son: el abdomen, alas, antenas, cabeza, propleura, patas y
torax, a estos se les asignaron las 9 componentes descritas en la tabla 1, en las que se divide
las areas de las bandas, con el objeto de evaluar los cambios de acuerdo a la diferencia en

los grados de libertad que presenta cada grupo funcional en el espectro.

Tabla 1. Descripcion de los 9 componentes aplicados para las avispas estudiadas.

Cociente de las

Numero de bandas centradas Observacion
componente 1
en (cm™)

Relacion de los enlaces N-H con el estiramiento de los

! 1560/2875 enlaces CHs; y CH»
La relacion de los estiramientos de los enlaces del C=0 de

2 1655/2875 la amida secundaria con el estiramiento de los enlaces
CH;3 y CH»

3 1655/3450 Estlramlepto Qe los enlaces C=0 de la amida secundaria
con el estiramiento de los enlaces O-H

4 1320/3450 El balar}ceo simétrico fuera del plano de los CH> con el
estiramiento de los enlaces O-H
La relacion entre los estiramientos de los enlaces C=0 de

5 1655/1070 la amida secundaria con los estiramientos de los enlaces
C-0-C
Los estiramientos de los enlaces del C=0 de la amida

6 1655/1030 . . .
secundaria con los estiramientos de los enlaces C-O

7 1560/1160 qu (%ol?lamlentos de los enlaces N-H con el estiramiento
asimétrico del C-O
Los doblamientos de los enlaces N-H con los

8 1560/897 estiramientos en el anillo de los enlaces C-H

9 1320/1420 El balanceo simétrico fuera del plano de los CH» con la

deformacion en los enlaces de CH, y CHs
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Con lo expuesto previamente se busco describir los individuos de las dos especies
de avispas en diferentes componentes (atributos), por lo cual se normalizaron los datos
obtenidos a partir de la deconvolucion, esto con el fin de darle un peso estadistico a las
caracteristicas fisicas externas de las avispas con respecto a sus atributos, de manera que
presenten la misma escala de evaluacion en su comparacion, a partir de los relaciones
estadisticas realizadas se obtuvieron los PCA para cada especie y género sexual de las
avispas estudiadas, con el proposito de reducir y simplificar la dimensionalidad de los datos
en tres dimensiones y asi conservar la informacion mas esencial para un crear un modelo de
clasificacion de los datos, por ello se partio de los nueve atributos previamente
mencionados por cada caracteristica morfologica de las avispas, tal como se muestra a

continuacion:

4.1.2.1 Avispas hembra Polistes versicolor

En el PCA se gener6 una reduccion de los nueve atributos presentados en la tabla 1
a un plano factorial de tres dimensiones como se evidencia en la figura 6, en donde se
encuentra que del 100% de la informacion suministrada a partir del tratamiento de
deconvolucion para cada una de las partes de las avispas “hembra” se encuentran
explicadas con una representatividad del 83,63% en estos planos. Otro dato importante es
que los vectores correspondientes a las componentes presentaron en su mayoria angulos de
separacion entre ellos cercanos a 90°, lo cual indica que son variables que no convergen y
son ampliamente clasificatorias. Solo dos de las caracteristicas (A1560/897 y A1655/3450)
presentaron un angulo entre si menor a 90°, lo cual indica que se comportan de manera

similar para todas muestras. Adicionalmente, al observar el plano factorial 3D (Figura 6),
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se puede apreciar que los diez individuos se acercan entre si, para cada parte morfologica,

lo anterior indica que la metodologia es reproducible, y podria indicar que la relacion de los

grupos funcionales externos de la quitina es diferente para cada parte.

Figura 6. PCA para las partes morfologicas de las avispas hembra Polistes versicolor
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A partir de los datos anteriormente descritos para el plano factorial 3D mostrado en

la figura 7, se puede establecer que componente representa mayor peso o caracter
diferenciador para cada parte y adicionalmente para buscar similitudes entre cada parte se

realiz6 una agrupacion por k-means para centroides de acuerdo con su distancia euclidiana,

los resultados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Agrupacion por k-means centroides de las avispas hembra Polistes versicolor.
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Numero de

Parte componente Agrupac1’0nes Agrupam’ones Agrupau’ones
, .. para 7 cluaster, para 6 cluaster, para 4 cluster,
morfologia incidente
(ver tabla 1) (ver figura 7a) (ver figura 7b) (ver figura 7¢)
8 (1560/897) Grupo 1
Antenas (Antenas 2 Grupo 1
6 (1655/1030), 7 individuos) (Antenas) G 1
. (1560/1160) y 2 Grupo 2 Grupo 2 rupo
Toérax (Antenas)
(1655/2875) (Antenas) (Patas) Gruno 2
Grupo 3 Grupo 3 (Alas ur[()) leura
> 1 (1560/2875)y 5 (Patas) (Alas y » Propiera,
atas 'y patas)
(1655/1070) Grupo 4 propleura)
cabeza Grupo 3
(Alas y propleura) Grupo 4 (Cabeza
3 (1655/3450) Grupo § (Cabeza) y
Propleura abdomen)
(Cabeza) Grupo 5 Gruno 4
Inversamente Grupo 6 (Abdomen) (T(’)rl;x)
Alasy proporcional por: 2 (Abdomen) Grupo 6
Abdomen (1655/2875)y 5 Grupo 7 (Torax)
(1655/1070) (Torax)

A medida que se van reduciendo los grupos se encuentran que partes morfologicas

son quimicamente similares, como son las alas, propleura y patas, los cuales a través de las
relaciones de los grupos funcionales para los nueve componentes evaluados son similares y
les permite formar una agrupacion de similitud, este caso también se presenta para la
agrupacion formada por la cabeza y el abdomen; particularmente los k-means muestran que
las antenas y la cabeza no forman agrupaciones, esto quiere decir que morfologicamente la

quitina que hace parte de dichas caracteristicas es diferente de las otras partes.

Para corroborar este postulado y no dejarlo de manera cualitativa se hizo el
dendrograma expuesto en la figura 7d, el cual confirma los datos presentados previamente
en la tabla 2, en donde se encuentran cuatro conglomerados, el primero presenta a la
agrupacion del abdomen y la cabeza con un 40% de diferencia con las otras partes, seguido
por el segundo conglomerado, que presenta la agrupacion generada por las alas-propleura-

patas que confirma su similitud y adicionalmente se encuentra 50% de diferencia de dicha
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agrupacion con el resto de caracteristicas, esto finalmente permite evidenciar que las
caracteristicas morfologicas diferenciadoras de la hembra Pv son el térax y las antenas con

una diferencia del 100% y 75%, respectivamente en comparacion con las otras partes.

Lo anterior se puede explicar debido a las funciones elementales de dichas partes,
en donde el torax al ser la zona robusta de la avispa que da el soporte a las alas y patas, y
ademas contiene los dérganos promueve a una estructura de la quitina-quitosano mas rigida
que le permite cumplir con sus funciones ya expuestas (Turilazzi, 2012; Perrard, 2019),
ahora bien en el caso de las antenas, estas presentan una porosidad en las que se encuentran
las sensilas, las cuales son los quimiorreceptores de los insectos y que ademas estan

totalmente compuestos por la quitina (Wang et al., 2018).
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4.1.2.2 Avispas macho Polistes versicolor

Como lo expuesto en las hembras Pv, se redujeron los nueves atributos (ver tabla 1) un
plano factorial de tres dimensiones con un porcentaje de representatividad del 79,77% de la
informacion obtenida a partir del tratamiento de deconvolucidén como se evidencia en la figura 8.
Adicionalmente, los componentes presentaron angulos de separacion entre ellos de 90°, siendo la
excepcion dos caracteristicas (A1560/1160 y A1560/897) que evidenciaban un angulo de entre si
de 180°, esto quiere decir que las variables son inversamente proporcionales, es decir que
mientras una aumenta la otra disminuira, como en el caso de las hembras se presenta una clara
reproducibilidad, ya que las partes morfoldgicas de acuerdo a sus contribuciones por los
componentes se encuentran agrupadas entre si, indicando no solo la similitud entre los individuos

estudiados sino también en la diferencia entre las relaciones de los grupos funcionales con
respecto a la quitina en cada parte morfologica.
Figura 8. PCA para las partes morfologicas de las_ a_wis_pas macho Polistes versicolor.

A1560/897 | A1560/2875 ?

p
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Continuando con el proceso identificacion de grupos funcionales contribuyentes en las
diferentes partes morfoldgicas como en sus posibles agrupaciones, se procedi6 con los k-means
para machos (ver figura 9), los resultados de dicho proceso estadistico se encuentran expuestos

en la tabla 3.

Tabla 3. Agrupacion por k-means centroides de las avispas macho Polistes versicolor.

Parte Numero de Agrupaciones para Agrupaciones Agrupaciones
morfologia componente incidente 7 claster, (ver para 6 clister, para 4 clister,
(ver tabla 1) figura 9a) (ver figura 9b) (ver figura 9c¢)
Antenas 8 (1560/897)
1 (1560/2875)
Inversamente Grupo 1
Abdomen proporcional por: 9 (Alas) Grupo 1
(1320/1420) Grupo 2 (Alas)
Inversamente (Propleura) Grupo 2 Grupo 1
Alas proporcional a: 1 Grupo 3 (Propleura) (Alas y abdomen)
(1560/2875)y 5 (Antenas) Grupo 3 Grupo 2
(1655/1070) Grupo 4 (Antenas) (Propleura)
Cabeza 7 (1560/1160) (Torax) Grupo 4 Grupo 3
5(1655/1070) Grupo 5 (Térax y patas) (Antenas)
Patas Inversamente (Patas) Grupo 5 Grupo 4 (Toérax,
proporcional a: 4 Grupo 6 (Cabeza) patas y cabeza)
(1320/3450) (Cabeza) Grupo 6
4 (1320/3450)y 9 Grupo 7 (Abdomen)
Propleura (1320/1 420)}’ (Abdomen)
, 2 (1655/2875)y 5
Torax (1655/1070)

En este proceso de reduccion de la informacion se encontrd la formacion de dos grupos,
los cuales estan conformados por la cabeza, patas y torax, y para el segundo se encuentran las
alas y el abdomen, lo que permite expresar que dichas partes morfoldgicas comparten una
naturaleza quimica similar en cada una de sus agrupaciones, caso contrario de las antenas y la
propleura, que no hacen parte de ninguna agrupacion lo que permite discernir que sus
caracteristicas quimicas promotoras de la quitina son diferentes al resto, por lo anterior se realizé

el dendrograma (ver figura 9d), con la finalidad de confirmar la informacion expuesto por los k-
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means centroides de forma cualitativa, en él se encuentran expuestos 4 conglomerados, los dos
primeros se encuentran conformadas por las agrupaciones, en el primero se presentan el
abdomen y la cabeza con un 58% de diferencia con respecto al resto de caracteristica, ademas el
dendrograma muestra una diferencia clara del 60% de dichas partes morfoldgicas con la
agrupacion de las patas y el térax, esto quiere decir que a pesar de la similitud entre estas
caracteristicas con la cabeza, esta es mas cercana al centroide se similitud del abdomen, de esta
manera se descarta la agrupacion formada en el k-means con un cluster de 4, adicionalmente se
encuentra que las alas presentan un 85% de diferencia con respecto a las demas partes
morfoldgicas, pero que tienen una cierta similitud con las agrupaciones ya expuestas, finalmente
se estiman como los focos diferenciadores de los machos Pv son las antenas y la propleura con
un porcentaje de diferencia del 100% con respecto a las partes analizadas en este proceso, esto ya
confirma que las antenas son clasificatorias para las avispas segiin lo expuesto para las hembras
(Wang et al., 2018) y que la propleura, la cual une la cabeza con el térax en los machos presenta
caracteristicas quimicas promotoras de una diferencia en la quitina presente en esta estructura
morfologica, probablemente esto se debe al soporte que le da a la cabeza y el torax del macho,

los cuales son mas pequefios y ligeros (King et al, 2018).
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De acuerdo con las contribuciones y focos diferenciadores para cada género sexual de la especie
Polistes versicolor, se tomaron las antenas, el abdomen y el torax de los individuos previamente
estudiados para realizar una comparacion de estos y asi estimar finalmente la parte morfologica
mas adecuada para la identificacion mas rapida del género sexual de las avispas de una misma
especie, para ello se tomaron los datos obtenidos del tratamiento de deconvolucién para dichas
partes morfoldgicas, con las que se realizo el PCA expuesto en la figura 10, en donde se
encuentra una porcentaje de representatividad de la informacion del 88,52%, en ¢l se muestran
las antenas de ambos géneros cercanas puesto que se posicionan en el mismo plano factorial que

es el PC2, caso contrario de los térax y abdomen, los cuales se encuentran mas dispersos por los

planos del PCA.

Figura 10. PCA para la comparacion de las partes morfoldgicas clasificatorias para los géneros

sexuales de las avispas Polistes versicolor.
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Ahora bien, para conocer si habia similitud entre estas partes morfologicas se continu6
con un k-means para un conjunto de 6 como se evidencia en la figura 11a que presenta un
71,45% de representatividad, en el que se observa una clara diversidad de los datos, puesto que
no se presentan agrupaciones iniciales, sin embargo, a la reduccion de informacion de los k-
centroides se logré encontrar una agrupacion conformada por las antenas, y otra por el torax del

macho con el abdomen de la hembra.

Figura 11. Comparacion de la semejanza de grupos funcionales clasificatorios de las partes de

las avispas macho y hembra Polistes versicolor: (a) Cluster de 6, (b) Dendrograma.
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Por lo anterior, se considera la informacion hallada suficiente para proceder con la
realizacion de un dendrograma, como se presenta en la figura 11b, esto con la finalidad de
identificar plenamente las partes morfologicas mas representativas para estimar adecuadamente
el género sexual en esta especie, en €l se encuentran cuatro conglomerados, el primero
conformado por el abdomen de la hembra con el térax del macho con un porcentaje de diferencia
con respecto a las demas partes del 45%, la segunda esta conformada solo por el abdomen del
macho, present6 una diversidad del 65%, la tercera seccion, corresponde al térax de la hembra
con un 93% de diferencia con el resto de las caracteristicas, esto al compararlo con el cuarto
conglomerado que son las antenas de ambos sexos presentan un porcentaje de diferencia del
100%, esto quiere decir que se puede tener encuentra el torax o las antenas como foco

diferenciador de los géneros sexuales para las avispas Polistes versicolor.

4.1.2.3 Avispas Polybia occidentalis

A partir de las nueves componentes ya expuestas en la tabla 1, se hizo una reduccion por
PCA en un plano factorial de tres dimensiones (ver figura 12), esta se encuentra con un 93,21%
de la informacion expuesta en €l, en donde se presenta la mayoria de sus vectores en d&ngulos de
separacion cercanos a 90°, expresando que las variables suministran diferente informacion,
exceptuando a dos atributos (A1655/2875y A1655/3450) los cuales presentan una tendencia a

sobreponerse, lo que quiere decir que estas suministran la misma informacion.
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Figura 12. PCA para las partes morfologicas de las avispas Polybia occidentalis.
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De acuerdo con las contribuciones de naturaleza quimica previamente mencionadas, mas

una visualizacion del PCA se podria estimar que las partes morfologicas se encuentran agrupadas

entre si, lo que habla de su clara reproducibilidad, y que adicionalmente se evidencia una

similitud en las tendencias de contribucion en las antenas, cabeza y patas, por lo anterior se hace

necesario realizar un analisis por k-means, el cual se expone en la figura 13, adicionalmente los

resultados de este proceso se encuentran en la tabla 4.
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Tabla 4. Agrupacion por k-means centroides de las avispas Polybia occidentalis.

Numero de . . .
Agrupaciones Agrupaciones  Agrupaciones
Parte componente R . ,
, o . para 6 cluster, para 5 claster, para 4 cluster,
morfologia incidente
(ver tabla 1) (ver figura 13a)  (ver figura 13b) (ver figura 13c)
1(1560/2875) y
Antenas 9(1320/1420)
Inversamente Grupo 1
proporcional a: 6 Grupo 1 (Alas)
Abdomen 1 ¢55/1030) y 8 (Alas) Grupo 2 (;(2111;:)1
(1560/897) Grupo 2 — Plano (Antenas y Gruno 2
Alas 8 (1560/897) euclidiano cabeza) ( Antfl:)nas
9(1320/1420), 6 (Antenas, cabeza, Grupo 3 cabeza a‘zas)
Cabeza (1655/1030) y 4 patas, abdomen, (Patas) Gru}’(l)) 3
(1320/3450) abdomen 3 Grupo 4 (Ab dO‘:mn)
9(1320/1420) individuos aparte (Abdomen) Gruno 4
Inversamente y torax) Grupo 5 , P
Patas ) . (Torax)
proporcional a: 8 (Térax)
(1560/897)
, 5(1655/1070) y 2
Torax (1655/2875)

En la figura 13a, se evidencia la formacion de una agrupacion por plano euclidiano, esto

se debe principalmente a que el centroide se ubica en el centro de los planos dimensionales para

tratar de agrupar la mayor cantidad de caracteristicas similares, a pesar de que no todas sean

contribuyentes para ciertas agrupaciones, de este proceso finalmente se encuentra la formacion

una agrupacion, la cual estd conformada por las antenas, cabeza y las patas, esto expresa la

similitud que se presentan en los grupos funcionales externos que permiten describir la quitina en

dichas partes morfologicas, y se presentan como diferenciadores a las alas, abdomen y torax.

Para confirmar lo anteriormente expuesto se realizd un dendrograma (ver figura 13), en el cual se

presentan cuatro conglomerados, en el primero se encuentra unicamente al abdomen con una

diferencia del 72% con respecto a las demas partes morfoldgicas, en este se logra evidenciar un

subgrupo correspondiente al valor madximo del abdomen, seguidamente se encuentra el
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conglomerado de la alas, las cuales se encuentran cerca del nivel de similitud de la agrupacion,
con un porcentaje de diferencia del 57%, de este conglomerado se conecta el nivel de similitud
de la agrupacion, el cual esta conformado por las antenas, la cabeza y las patas, esto expresa que
sus caracteristicas quimicas son similares, es decir que sus grupos funcionales contribuyen de la
misma manera a la quitina, finalmente esto permite asignar como foco diferenciador entre las
partes morfologicas al torax, el cual presenta un 95% de diferencia con las demas caracteristicas,
esto se debe principalmente a que dicha parte cumple con la funcion de soporte y robustes a las
hembras obreras, lo que lleva a una clara diferencia en la estructura de la quitina (Turilazzi,

2012; Perrard, 2019).
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4.1.2.4 Comparacion entre las avispas Polistes versicolor y Polybia occidentalis

Después de la elucidacion de la informacion expuesta en los PCA, k-means y
dendrogramas para ambas especies y sus respectivos géneros sexuales, se estima que las
caracteristicas morfologicas mas adecuadas para estudiar en la comparacion de las especies son
las antenas y el térax, cada una con grandes contribuciones de los grupos funcionales a la
estructura de la quitina-quitosano, ya mencionados en los anteriores analisis, por lo cual se
tomaron los valores del tratamiento de deconvolucion de las antenas y torax de cada especie y
género sexual y se normalizaron para posteriormente obtener un PCA (ver figura 14) con un
porcentaje de representatividad de la informacion del 92,82%, en donde se expone que los
componentes asignados a los vectores son contribuyentes para estas seis caracteristicas
morfoldgicas.

Figura 14. PCA para la comparacion de las partes morfoldgicas clasificatorias de las avispas
Polistes versicolor y Polybia occidentalis
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A partir del PCA se logra evidenciar cierta similitud entre las caracteristicas, por ello se
procede a realizar un k-means de 6, como se muestra en la figura 15a, el cual cuenta con un
81,55% de representatividad de la informacion, ademas se presenta una cercania entre las
antenas de ambos sexos de las avispas Polistes versicolor, como también se encuentra cierta
similitud entre las agrupaciones formadas para las antenas de los macho Pv con el torax de las
avispas Polybia occidentalis, y como foco diferenciador el torax de hembras Py la cual presenta
una mayor distancia visual con el resto de caracteristicas morfoldgicas, por ello se busca

esclarecer las posibles similitudes entre dichas partes por medio una jerarquizacion de los datos.

Figura 15. Comparacion de la semejanza de grupos funcionales clasificatorios de las partes de

las avispas Polistes versicolor y Polybia occidentalis: (a) Cluster de 6, (b)Dendrograma.
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Por lo anterior, se procedi6 a realizar un dendrograma, como se presenta en la figura 15b,
en donde se evidencian cuatro conglomerados de informacion, en donde se encuentran para el
primer conglomerado las antenas tanto de macho como hembra de Pv, esto quiere decir que
dichas partes presentan caracteristicas quimicas similares con un porcentaje de diferencia con
respecto a las otras secciones del 48%, seguido por este conglomerado se encuentra inicamente
el torax de macho con una diferencia del 54%, en el tercero se evidencian las antenas y el torax
de Po en el mismo nivel de similitud con una diferencia del 42% con respecto al resto de partes,
finalmente se encuentra el torax de las hembras de Pv con un porcentaje de diferencia del 83%,
esto expresa que es la caracteristica que menos se parece al resto de las partes estudiadas, con
ello se confirma que el torax es el mejor diferenciador tanto de especie como de género sexual en

las avispas.

4.1.3 Deshidratacion
Buscando determinar la perdida de humedad y la masa de las avispas después de la
deshidratacion se tomaron los 45 machos y 20 hembras de la especie Polistes versicolor y las

121 hembras de la especie Polybia occidentalis, para ello se aplico un diagrama de cajas y
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bigotes, encontrando una distribucidén asimétrica tanto para machos como para hembras Polistes
versicolor (ver figura 16), la cual posee una mediana en torno a 60,03% para las hembras, figura
Sa, donde la distribucion es asimétrica negativa debido a que la mayoria de los datos se
encuentran por debajo de la mediana, y de 65,352% para los machos, figura 16b, en el que se
presenta una distribucion asimétrica positiva ya que la mayoria de los datos se encuentran por
encima de la mediana, la cual es representada en el diagrama como la linea horizontal dentro de
la caja, como también encontramos que el rango limite de la caja para las hembras es de 59,1 a

61,1% y para los machos es de 63,5 a 67,2%.

Los bigotes muestran el limite maximo posible establecido para los valores atipicos
representados en el diagrama, como se evidencia para las hembras no se encuentran valores que
superen los bigotes, caso contrario para los machos donde se evidencia un valor que supera el
limite superior de los bigotes, este valor atipico se verifico con la prueba T-student con la
finalidad de identificar si el valor estaba entre el orden para los 45 datos expuestas en el
diagrama de cajas y bigotes, para una fiabilidad del dato del 90% seria de 0,255, al aplicar dicha
prueba se obtuvo un valor por debajo del limite de asertividad del valor expuesto para los 45

grados de libertad permitiendo asi aceptar el valor de 74,44% en el diagrama de cajas y bigotes.
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Figura 16. Distribucion cajas y bigotes pérdida de humedad de avispas Polistes versicolor: (a)

Hembras, (b) Machos.

(a) (b)
%Pérdida de humedad Hembras %Pérdida de humedad Machos
63,00 74’0 74,4
62,00 T62,09 72,0 — T 72,1
61,00 1,06 70,0
60,00 60,03 043 68,0 72
66,0
59,00 37,09 XK€’A 0’0
64,0 15
58,00 62,0 ’
57,00 | e 60,0 00
56,00 58,0 =

Para el caso de las avispas Polybia occidentalis, se present6 un diagrama de cajas y
bigotes con una distribucion asimétrica negativa, ya que la mayoria de los datos se concentran
por encima de la mediana, esta cuenta con una mediana de 28,93%, figura 17, como el caso
previamente expuesto para la otra especie estudiada, en esta también se presenta un valor atipico
por encima de los bigotes, por lo cual fue necesario aplicar la prueba T student para la
verificacion de si el dato 77,58% era adecuada para este diagrama, por ello se aplico dicha
prueba con una fiabilidad del dato del 90% para 121 datos o grados de libertad el cual es de
0,254 que permitié finalmente aceptar el valor atipico ya que el resultado obtenido de la prueba

fue menor al limite de asertividad para los grados de libertad de este ensayo.
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Figura 17. Distribucion cajas y bigotes pérdida de peso de avispas Polybia occidentalis.

% Pérdida de humedad
77,0 °17,6

67,0 69,6

57,0
47,0

37,0 38,0
27,0 X289

26,1

17,0 15,6

70 l 7.6

9

Los valores especificos del peso inicial y final, ademas de los porcentajes de pérdida de
humedad tomados para aplicar los diagramas de cajas y bigotes expuestos en este apartado se

encuentran en las tablas del anexo C.

4.2 Obtencion de Quitosano

En la extraccion de la quitina y a su vez la obtencion de quitosano a partir de las dos
especies avispas estudiadas se aplicaron tres métodos fundamentales, los cuales son la
desproteinizacion, desmineralizacion y desacetilacion, con el tratamiento de eliminacion de
proteinas se partio inicialmente con un estudio de concentraciones de hidroxido de sodio, esto
con la finalidad de identificar el método mas adecuado en la eliminacion de proteinas, en el que
se logrd evidenciar una extraccion simultanea de la quitina, colorantes y lipidos solubles
contenidos en el exoesqueleto de las avispas, esto se confirm6 con la coloracion de la biomasa
(Hahn et al., 2020) la cual perdié su tonalidad oscura y paso a ser un sélido fibroso de color
beige, adicionalmente esto se confirmé con el color obtenido en las muestras liquidas del filtrado
de la biomasa, el cual era de color &mbar, pero para realizar un adecuado proceso de eliminacion

de proteinas se partio con un estudio de las concentraciones de hidroxido de sodio mas
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adecuadas para la generacion de una mayor pérdida de proteinas, por ello se confirmé por medio

del método de Biuret la cantidad de proteina perdida en los ensayos.

4.2.1 Determinacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realiz6 aplicando el método de Biuret, el cual es un
proceso sencillo y facil de analizar por medio de la espectroscopia ultravioleta visible (UV-vis),
para ello se promueve la formacién de un complejo coloreado entre el Cu®" y los grupos NH de
los enlaces peptidicos en medio basico de los filtrados obtenidos a partir de la desproteinizacion,
en donde la absorbancia producida es proporcional al nimero de enlaces peptidicos que
reaccionan y, por tanto, al nimero de moléculas de proteina presentes en el sistema de reaccion,
por ello, la reaccion de Biuret con proteinas es adecuada para la determinacion de proteinas
totales por espectrofotometria (a 540—-560 nm) (Bianchi-Bosisio, 2005), adicionalmente la
reaccion es bastante especifica, por lo que al combinarse diferentes tipo de proteina se presentan
interferencias y debido a esto, se aplico la técnica de Proteina A280, la cual estima la
concentracion de proteinas basandose en la absorcion de la muestra en 280 nm. De esta manera,
se pudo obtener el porcentaje de proteina perdida después de la desproteinizacion a diferentes
concentraciones de NaOH con la finalidad de obtener la concentracion mas adecuada para la

obtencion del quitosano (Reyes & Galvan, s.f.; Bianchi-Bosisio, 2005).

Entonces a partir de las absorbancias tomadas para cada una de las muestras y con sus
diversas concentraciones de NaOH se procedid a aplicar la ecuacion de Lambert y Beer para la
obtencion de la concentracion de proteina para cada caso, como se muestra en la tabla 1, de la
cual se procedi6 a obtener la cantidad final de proteina para asi aplicar el porcentaje de perdida

(Reyes & Galvan, s.f.).
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Tabla S. Datos obtenidos a partir del tratamiento con UV-vis para la estimacion de la
concentracion de proteina y su porcentaje de pérdida.

Muestra NaOH Abs.. Concentracion Cant. Cant.

c. . o ,
desproteinizada (M) 280nm (ng/nL) pi‘l:)ltce:;ll:a prt(“l)?:l’lna 7oProteina
0,5 0,102 0,102 0,058 0,025 56,5
Hembras Pv 1,0 0,114 0,114 0,063 0,028 55,3
1,5 0,117 0,117 0,067 0,029 56,5
0,5 0,082 0,082 0,061 0,020 66,7
Machos Pv 1,0 0,073 0,073 0,045 0,018 59,9
1,5 0,079 0,079 0,055 0,019 64,5
0,5 0,145 0,145 0,070 0,036 48,6
Hembras Po 1,0 0,150 0,150 0,068 0,038 45,5
1,5 0,152 0,152 0,078 0,038 51,7

Al obtener los porcentajes de pérdida de proteina se consideré como la mejor
concentracion para la eliminacion de proteinas la de NaOH 0,5M, con la cual se continu6 toda la
aplicacion de desproteinizacion para la biomasa de avispas y luego se continué con los

tratamientos posteriores.

4.2.2 Tratamientos

4.2.2.1 Avispas macho Polistes versicolor

Uno de los tratamientos de gran relevancia en la obtencion del quitosano es la
desmineralizacion, la cual se aplico solo para los machos Pv, con la finalidad de estimar si esta
metodologia era necesaria y corroborar si se debia realizar en el resto de las muestras, para ello
se hizo un comparativo por PCA aplicando las relaciones de absorbancia descritas en la tabla 1,y
asi identificar la eficiencia de la desmineralizacion en esta investigacion. En el PCA se presentan
los tratamientos aplicados a la biomasa de los machos Pv de acuerdo con los nueve componentes

previamente mencionados (figura 18), con un porcentaje de representatividad de informacion del
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89,65%, y una clara reproducibilidad de los datos para los diez individuos estudiados para cada

tratamiento, en donde sus vectores son clasificatorios, esto debido a que la informacion

suministrada es diferente dependiendo de cada componente.

Figura 18. PCA para los tratamientos aplicados a la biomasa de las avispas macho Polistes
versicolor.
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Para la identificacion de los grupos funcionales que contribuyen a la formacion de

agrupaciones de similitud, se procedio con los k-means para los tratamientos (figura 19), los

resultados de dicho proceso estadistico se encuentran expuestos en la tabla 6.

Pagina 60 de 105



Tabla 6. Agrupacion por k-means centroides para los tratamientos de las avispas macho Polistes

versicolor.
cNol:nmf)l;lZ:; Agrupaciones Agrupaciones Agrupaciones
Tratamiento incli) dente para 6 clister, para 5 clister para 3 cluster,
(ver tabla 1) (ver figura 19a) (ver figura 19b) (ver figura 19c¢)
Deshidratacion 8 (1560/897)
7 (1560/1160)y 6 Grupo 1
Desproteinizacion I(rllsgrssgrgzg‘zé (DeGsacetllazdo) Grupo 1
0.5M . i rupo (Desacetilado) Grupo 1
proporcional a: 3 (Deshidratado) Grupo 2 (Desacetilado)
— (1655/3450) Grupp 3 (Deshidratado) Grupo 2
Desproteinizacion 4 (1320/3450)y 6 (Desproteinizado Grupo 3 (Deshidratado y
Des ré‘égilll\:[zacio'n (1655/1030) Glrfl l\g) 4 (Desproteinizado  desmineralizado)
P 15M 4 (1320/3450) (Des rotginiza do 1.5 M) Grupo 3
: T 1560/1160 pl 0 M) Grupo 4 (Desproteinizado
I( t), Gl"ll 05 (Desproteinizado  0.5M,1.0My
Desmineralizacion nversamente po- 0.5My 1.0 M) 1.5 M)
proporcional a: 4 (Desproteinizado Grupo 5
(1320/3450) 0.5 M) (Desmineralizado)
2 Grupo 6
Desacetilado (1655/2875)y 5 (Desmineralizado)
(1655/1070)

En el procesamiento por k-means se encontr6 la formacion de dos grupos (figura 19¢), la
primera agrupacion correspondiente a las desproteinizaciones en las tres diferentes
concentraciones, esto quiere decir que sin importar la concentracion del hidroxido de sodio
(NaOH) llevan a la misma interaccion con los grupos funcionales contribuyentes para este
tratamiento, y la segunda agrupacion cuenta con la presencia de la deshidratacion y la
desmineralizacion, como en el caso anterior quiere decir que los mismos grupos funcionales se
ven implicados en la interaccion de la estructura de la quitina, adicionalmente esto expone que
no hay diferencia clara entre dichos tratamientos, como también se encuentra al desacetilado mas
lejano al resto de procesos, exponiendo asi su diferencia estructural de grupos funcionales. A

partir de lo previamente mencionado se realizo un dendrograma (figura 19d), en €I, se presentan
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tres conglomerados, en donde la desmineralizacion se encuentra en el mismo nivel de similitud
con la deshidratacion, lo que quiere decir que no hay una diferencia significativa entre estos dos
tratamientos, estos cuentan con una diferencia del 55% con respecto al resto, al revisar la
siguiente seccion se encontrd lo esperado para el tratamiento de desproteinizacion, los cuales
presentan el mismo nivel de similitud, claramente exceptuando ligeramente el tratamiento a 1,5
M el cual presenta un 53% de diferencia con respecto al resto de tratamientos de
desproteinizacion, y en general este conglomerado presento una diferencia del 65%, para el
ultimo conglomerado se evidencia unicamente la desacetilacion con un porcentaje de diferencia
del 100% en comparacion con el resto de tratamientos, lo que expone su falta de similitud con el

resto de tratamientos.

Finalmente con este dendrograma se permite afirmar que la desmineralizacion para estas
avispas no es mas eficiente que los otros tratamientos realizados, esto a pesar de que en los
insectos se presenta un contenido muy bajo de minerales que oscila entre 2 y el 10% (Hahn et al.,
2020), no se consiguid una diferencia clara entre la desmineralizacion y los procesos aplicados,
pues este en realidad tiene un mayor parecido a la deshidratacion que es el primer tratamiento
por el que pasan las muestras, adicionalmente, la informacion brindada en la literatura sobre la
eficiencia de la desmineralizacion en los insectos es escasa y esta basada en el uso de solventes
eutécticos (Zhou et al, 2019) y 4cidos organicos como el acido oxalico (Ibitoye et al.,2018) , con
los que se han obtenido una desmineralizacidn significativa, atin asi no hay suficiente
informacion sobre la eficiencia de la desmineralizacion de insectos y compararla con lo obtenido
en esta investigacion (Hahn et al., 2020), por lo que, de acuerdo con los resultados de este
trabajo, se considera innecesario el tratamiento de desmineralizacion para las avispas Polistes

versicolor 'y Polybia occidentalis.
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4.2.2.2 Avispas hembra Polistes versicolor

El comparativo de los tratamientos de hembras se realiz6 aplicando un PCA, como se
evidencia en la figura 20, el cual presenta un porcentaje de representatividad de la informacion
analizada de acuerdo a las componentes aplicados previamente (tabla 1), con un 93,91% en el
plano factorial de tres dimensiones, en €l se muestra vectores clasificatorios, al presentar un

angulo de separacion entre si cercano a 90°, con una amplia reproducibilidad de los datos, esto al

formarse agrupaciones para cada tratamiento.

Figura 20. PCA para los tratamientos aplicados a la biomasa de las avispas hembra Polistes

versicolor.

e
S
|
|

N ‘ oAl 560/28%5

QY]
Pc 1 (58,54%) < -3

Pagina 64 de 105



De acuerdo con los anterior se procedio con los k-means para los tratamientos como se

evidencian en la figura 21, con la finalidad de identificar las posibles agrupaciones y

contribuciones de grupos funcionales para estos, los resultados se encuentran también expuestos

en la tabla 7.

Tabla 7. Agrupacion por k-means centroides para los tratamientos de las avispas hembra

Polistes versicolor.

Numero de

combonente Agrupaciones Agrupaciones Agrupaciones
Tratamiento mp para 5 clister, para 4 claster, para 3 cluster,
incidente
(ver tabla 1) (ver figura 21a) (ver figura 21b) (ver figura 21c¢)
Grupo 1
. . 4 (1320/3450), 3 (Desacetilado)
Deshidratacion (1655/3450) y 7 Grupo 2 DGNI?l 1d Grupo 1
(1560/1160) (Deshidratado) ( 2:3;:);32 0) (Desacetilado)
Desproteinizacion Grupo 3 . Grupo 2
0.5M 6 (1655/1030) (Desproteinizado (De(s;lildr?(l)tgdo) (Deshidratado y
Desproteinizacion 1.0 M) upo desproteinizado
LOM 5 (1655/1070) Grupo 4 (Desproteinizado 1.0 M)
9 (1320/1420), (Desproteinizado L.OM) Grupo 3
Grupo 4 .
e, Inversamente 0.5 M) .. (Desproteinizado
Desproteinizacion . (Desproteinizado
15M proporcional a: 5 Grupp 5 0.5My 1.5 M) 0.5Myl1l5M)
' (1655/1070) (Desproteinizado ’ '
1.5 M)
Desacetilado 8 (1560/897)

A partir de lo expuesto para los k-means de la hembra Pv, se encontr6 la formacion de

dos agrupaciones, entre ellas estan la deshidratacion con el desproteinizado 1,0 M y la

agrupacion de la desproteinizacion de 0,5 M con 1,5 M, lo que finalmente permite estimar que el

tratamiento alcalino para la biomasa de las hembras Py presenta una misma interaccion con sus

respectivos grupos funcionales para la obtencion de la estructura quitina-quitosano, y que el

desacetilado al no formar ninguna agrupacion es el que mayor diferencia presenta en la

atribucion de la quitina-quitosano.
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Conociendo esta informacion se procedié con el dendrograma con el propdsito de
identificar las agrupaciones con mayores similitudes (ver figura 21d), en el que se encuentran
tres conglomerados, siendo la deshidratacion y la desproteinizacion 1,0 M el primer
conglomerado con un porcentaje de diferencia del 43% del resto, esta agrupacion generada por
las jerarquias expone que la concentracién a 1,0 M no es la mas adecuada si se busca una
correcta eliminacion de proteinas, en el segundo conglomerado se presentan las
desproteinizaciones al 0,5 M y 1,5 M con una diferencia con respecto a los otros tratamientos del
75%, en esta se evidencia que cualquiera de las concentraciones para este proceso es adecuado
para aplicar en la obtencion de la quitina-quitosano, ya que se encuentran en el mismo nivel de
similitud, por tltimo, se encontr6 la desacetilacion con un 100% de diferencia con respecto al
resto, esto es claramente esperado al ser el tratamiento en que se genera un mayor cambio en la

estructura de la quitina.
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4.2.2.3 Avispas hembra Polybia occidentalis

Partiendo de las nueve componentes expresadas en la tabla 1 se hizo la reduccion de
informacion de los tratamientos aplicados para las hembras Po en un PCA (ver figura 22), el cual
contiene un porcentaje de representatividad del 96,21%, lo cual expone que casi la totalidad de la
informacion se encuentra en un plano factorial de tres dimensiones, en él se encuentran que todos
sus vectores de acuerdo con los componentes asignados son contribuyentes para la informacion

representada.

Figura 22. PCA para los tratamientos aplicados a la biomasa de las avispas hembra Polybia

occidentalis.
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Se continua con el proceso de clasificacion de la informacion obtenida para los

tratamientos aplicados a la biomasa de las avispas hembra Po por medio de un k-means con

diferente cluster, como se presenta en la figura 23, como también los resultados de este se

encuentran expuestos en la tabla 8.

Tabla 8. Agrupacion por k-means centroides para los tratamientos de las avispas hembra Polybia

occidentalis.
Nuimero de . . .
Agrupaciones Agrupaciones Agrupaciones
. componente . . .
Tratamiento incidente para 5 cluster, para 4 clister, para 3 cluster,
ver figura 23a) (ver figura 23b) (ver figura 23c)
(ver tabla 1) & g &
5 (1655/1070)
Inversamente Grupo 1
. . ional a: 7 .
Deshidratacion pz(l)lgzi)c/llo ln 6ao)a 1 (Deshidratado) (Dgﬁzﬁ;: do)
’ Grupo 2 Grupo 1
(1560/2875),y 4 .. Grupo 2 .
(1320/3450) (Desproteinizado (Desproteinizad (Deshidratado)
proteinizado
6 (1655/1030) y 8 1.5 M) 1.5 M) Grupo 2
(1560/397) Grupo 3 G1:u 03 (Desproteinizado
Desproteinizacion Inversament,e (Desproteinizado (Despro tginiza do l0OMyl5M)
0.5M . ' 0.5 M) p Grupo 3
proporcional a: 7 G 4 1.0 M) (Desproteinizado
(1560/1160) (Desp:cl)lt[e)i(:lizado Grupo 4 g 5M }IIZ
b eSpr‘itg“;[m"‘on 7 (1560/1160) 1.0 M) (D esgrgtﬁmzado desacetilado)
D t inizacic Grupo S desa‘cetila}:ﬂlo)
eSpr‘; ?5”&‘4230“’“ 6 (1655/1030) (Desacetilado)
Desacetilado 5 (1655/1070)

De acuerdo a lo presentado en la figura 22 y en la tabla 8, se identifica la formacion de

dos agrupaciones, especificamente centrada en las desproteinizaciones aplicadas en la biomasa,

donde la desproteinizacion a 1,0 y 1,5M presentan las mismas caracteristicas, el mismo caso se

presenta para la desproteinizacion a 0,5M con la desacetilacion, esto informa de que este ultimo

proceso presenta muchas mas similitudes de las esperadas con el tratamiento de eliminacion de

proteina, como también se estima como foco diferenciador a la deshidratacion, es decir que es el
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tratamiento que lleva a una transformacion diferente de la quitina. De esta manera se procede a
identificar las similitudes de estas agrupaciones por medio del dendrograma (ver figura 23d),
conformada por cuatro conglomerados correspondientes a: la deshidratacién con un porcentaje
de diferencia del 95% con respecto al resto, esto de por si ya confirma lo expuesto en los k-
means, esto se debe a que hay una mayor pérdida de los volatiles presentes en la biomasa, lo que
a su vez permite promover una mejor obtencion de la quitina-quitosano, el siguiente es la
agrupacion formada por la desproteinizacion 0,5M con la desacetilacion con una diferencia del
48% y una amplia similitud entre si, lo que quiere decir que su funcion lleva al mismo resultado,
como tercer conglomerado se encuentra la desproteinizacion a 1,0M a pesar de que es agrupada
en los k-menas centroides, con este proceso de jerarquizacion se encuentra una leve diferencia
con respecto a la desproteinizacion al 1,5M, con una diversidad del 65% con respecto al resto, y
como ultimo conglomerado se encuentra al tratamiento de desproteinizacion al 1,5M con un 70%
de diferencia, esto expone finalmente las posibles diferencias e importancias de los tratamientos

aplicados a la biomasa de la avispa Po.

P4gina 70 de 105



SO1 9p IL euided

(%98'62) 2 od

g Suonenesao (%6L'GS) L Od
ggigggsges SR
tg2eecc:sspppppiEEiignnny ¢ 0 - P-
mw;mmwwmmw@%mwmww%%-é . p-
~ %01
= %02
- Z2—
= %0€
- %0%
)
= %0S m.,
[~ %09 ® [ °
ognua o @
- %0L
~ %08
L w06 odH Ws'L AL da ¢
= %00L Amuv
(%62°6S) L Od (%62°68) L Od
r4 0 z- - z 0 z- b
1 1 1 1 - 1 . 1 " 1 1 P
omzuoso
/ INI INI
/ o
odH2a A Ws'0 da O
odH Wi da \m odH WL da
o
¥ 0 % > B oanmsodo o
O0dH ua Q’ (o/n\u OdH ua Q‘_
. o
en:_zfqﬁo . ‘\& -z
- . odH INg't da
(@)

‘ewrea3oIpud(d (p) A ¢ ap 1150 D (0) ¢
op 1101 (q) ‘G 9p IASN)) (B) :syvpuap1I20 PIgAJ0g BIqUIAY Sedsiae se] ap saired se[ op sopeuorouny sodni3 op ezuelowas 10d uQIOROYISE])) *€7 BANJI

(®)



4.2.3 Caracterizacion

Para verificar la idoneidad de la quitina y el quitosano obtenidos se realiz6 una
caracterizacion adicional por microscopia electronica de barrido (SEM) y termogravimetria
simultanea (TGA/DSC), con la finalidad de evaluar su morfologia y la estabilidad térmica en la

transicion entre quitina-quitosano.

4.2.3.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En el estudio morfolégico de la transformacion de quitina a quitosano por SEM, (figura
24), se evidencio una superficie fibrilar rugosa con algunas porosidades para la quitina en la
especie Pv (figura 24a) y una mayor pronunciacion de las rugosidades en la especie Po (figura
23c), dichas porosidades son caracteristicas de la quitina, pues son las encargadas de promover la
capacidad de adsorcion (Hahn et al, 2020), dichas rugosidades se encuentran en una matriz
proteica la cual cubre normalmente el exoesqueleto de las avispas, por lo que una vez tratada la
biomasa por desproteinizacion se retiran estas proteinas adquiriendo asi un material mas fibroso
para las avispas Pv y Po (ver figuras 24b y 24d), con esto, se corrobora que los procesos de
desproteinizacion promueven a una estructura de fibras, adicionalmente se estimaria que el
quitosano presentaria una morfologia superficial similar a la de la quitina segun lo reportado por

la literatura (Kaya et al, 2015b)
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Figura 24. Imagenes de microscopia electronica de barrido de: (a) Biomasa Polistes versicolor,
(b) Quitosano Polistes versicolor, (c) Biomasa Polybia occidentalis y (d) Quitosano Polybia

occidentalis.

4.2.3.2 Analisis termogravimeétrico simultaneo (TGA/DSC)

En el andlisis termogravimétrico (figura 25) se evidencia la pérdida de masa de las
muestras analizadas, en este caso para las avispas Polistes versicolor (ver figura 25a) se
encuentra una pérdida de masa de la muestra aproximadamente del 4,8% y para Polybia
occidentalis (figura 25b) una pérdida del 5,4%, esto es acorde a la literatura donde se expone que
dicha pérdida, esta entre 1 y 7% (Hahn et al, 2020), adicionalmente en los termogramas de
ambas especies se presentan dos pasos de descomposicion, el primero se encuentra alrededor de
56°C para avispas Pvy de 51°C para Po, la cual corresponde a la evaporacion del agua y la
segunda descomposicion se encuentra 343°C para avispas Pvy de 353°C para Po , esto debido a
la degradacion y deshidratacion de los anillos sacaridos de quitina y la polimerizacién, y
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adicionalmente a la descomposicion de las unidades de quitina acetiladas y desacetiladas (Kaya

et al, 2016) , lo que confirma la obtencion de la quitina-quitosano en las avispas estudiadas.

Figura 25. Termograma de (a) Quitina-quitosano de Polistes versicolor y (b) Quitina-quitosano

de Polybia occidentalis.
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4.3 Desacetilacion

El grado de acetilacion (DA por sus siglas en inglés) y desacetilacion (DD por sus siglas
en inglés) de la quitina-quitosano son pardmetros fundamentales para las propiedades
fisicoquimicas de dichos polimeros, en la quitina prevalecen las unidades acetiladas, es decir sus
grupos N-acetil (Chatelet et al, 2001; Ali-Komi & Hamblin, 2016) y el quitosano es cualquier
polimero cuyo DD sea superior al 50%, lo que corresponde a los grupos a la cantidad relativa de
grupos amino en dicha molécula, dichos grados son opuestos entre si, en donde el primero
representa a la quitina y el segundo al quitosano (Boukhlifi, 2020), estos se estimaron por medio
de las relaciones de area expuestas en la tabla 1 para los diversos tratamientos realizados para la
obtencidn del quitosano, por lo cual se aplicd la ecuacion 1 para la relacion de A1320/1420,
siendo esta la mas adecuada para la estimacion del grado de acetilacion de la quitina

(Brugnerotto et al, 2001; Kasaai, 2008; Kasaai, 2009)

Ecuacion 1. Correlacion del area 1320/1420 con respecto al DA
A1320/,  — 03822 +0.03133 DA
1420

De esta manera, se aplico dicha ecuacion para cada uno de los tratamientos en el valor
obtenido para la relacion de area ya mencionada para cada una de las especies de avispas y sus
respectivos géneros sexuales, como también se aplicd la ecuacion presentada por Wei et al
(1991), con la cual se calcula el grado de desacetilacion del quitosano a partir del grado de
acetilacion, esta presenta dos adaptaciones dependiendo de los valores obtenidos, es decir de si

se obtiene directamente en decimales o en porcentaje (Boukhlifi, 2020)
Ecuacion 2. Grado de desacetilacion del quitosano

%DD =1—DA 6 %DD =100— DA
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4.3.1 Avispas hembra Polistes versicolor

De acuerdo con lo expuesto previamente para la identificacion del grado de acetilacion y
desacetilacion de la quitina-quitosano para estas avispas, se aplicaron dichas ecuaciones para los
tratamientos realizados para la biomasa de las hembras Pv, sus resultados se encuentran

expuestos en la tabla 9.

Tabla 9. DA, DD y rendimientos de los tratamientos aplicados a la biomasa de las hembras Pv.

Tratamiento A1320/1420 % DA %DD Rendimiento
Deshidratado 0,68 9,4 90,6 41,4
Desproteinizado
0.5M 0,83 14,4 85,6 21,7
Desproteinizado
1L.OM 0,71 10,3 89,7 55,6
Desproteinizado
1L5M 2,04 52,8 47,2 33,7
Desacetilado 1,59 38,7 61,3 88,9

Con los datos expuestos en la tabla, se encontrd que la desproteinizacion con hidroxido
de sodio al 1,5 M permite obtener una quitina con un mayor grado de acetilacion pero que a su
vez genera una disminucion en el grado de desacetilacion del quitosano obtenido de la biomasa
tratada, por lo que se presenta una similitud entre los valores para ambos grados, como esta
senalado en la tabla, se considerdé como el mas adecuado para el tratamiento de las avispas a la
desproteinizacion a 0,5 M con el cual se obtuvo un grado de acetilacion con la capacidad de
generar un excelente grado de desacetilacion del quitosano, se podria intentar la combinacion
entre este con la desacetilacion para mejorar dichos grados de la quitina-quitosano,
adicionalmente se obtuvieron excelentes rendimientos, finalmente para el ultimo rendimiento
realizado que fue la desacetilacion, la cual fue la trasformacion de quitina a quitosano se obtuvo

un 88,9% esto es bastante bueno para la eficiencia de lo trabajado.
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4.3.2 Avispas macho Polistes versicolor
Se continud con el proceso para la identificacion de dichos grados para los tratamientos
realizados para la biomasa de las hembras Pv, aplicando las ecuaciones 1 y 2, sus resultados se

encuentran expuestos en la tabla 10.

Tabla 10. DA, DD y rendimientos de los tratamientos aplicados a la biomasa de las machos Pv.

Tratamiento A1320/1420 % DA %DD Rendimiento
Deshidratado 1,20 26,1 73,9 34,6
Desproteinizado
0.5M 1,17 25,1 74,9 11,5
Desproteinizado
1L.OM 1,54 37,0 63,0 41,2
Desproteinizado
1.5M 1,90 48,5 51,5 38,2
Desmineralizado 1,17 25,0 75,0 41,3
Desacetilado 0,59 6,8 93,2 75,6

A partir de lo expuesto en esta tabla, se confirma que el tratamiento de desmineralizacion
no es significativo para esta investigacion, ya que como se evidencia en la tabla su grado de
acetilacion y desacetilacion es el mismo de la desproteinizacion a 0,5 M, del cual se habia
tomado la biomasa tratada para aplicar dicha eliminacion de minerales, adicionalmente, se
encuentra que el grado de desacetilacion es inversamente proporcional al grado de acetilacion,
puesto que al disminuir el DA el DD aumentard, con ello se encuentran valores mas
significativos para los machos, pues presentan altos porcentajes, en este caso el mejor resultado
es para el desacetilado a partir de la biomasa tratada por la desproteinizacion a 0,5 M,
adicionalmente se obtuvo un 75,6% de rendimiento en el tratamiento final, que es el

desacetilado, lo que dice de un buen proceso.
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4.3.3 Avispas hembra Polybia occidentalis
Se repitid el proceso de obtencion de los grados de acetilacion y desacetilacion de la
quitina y quitosano aplicados para las avispas Polistes versicolor, los resultados obtenidos se

presentan en la tabla 11.

Tabla 11. DA, DD y rendimientos de los tratamientos aplicados a la biomasa de las hembras Po.

Tratamiento A1320/1420 % DA %DD Rendimiento
Deshidratado 0,53 4,7 95,3 71,2
Desproteinizado
0.5M 1,23 27,1 72,9 30,8
Desproteinizado
1L.OM 1,35 31,0 69,0 51,5
Desproteinizado
15M 0,90 16,7 83,3 55,1
Desacetilado 1,62 39,6 60,4 75,0

Se evidencid que los grados de acetilacion y desacetilacion para Polybia occidentalis son
relativamente similares a los obtenidos para las hembras Pv, aunque en este caso se encontrd que
la desproteinizacion a 1,5 M es la mas adecuada para el tratamiento de la biomasa de las avispas
Po, puesto que en ¢l se presenta un mejor grado de desacetilacion del quitosano presente en esta
especie, adicionalmente, existe un mejor grado de los grupos aminos presentes en el quitosano en
el proceso de deshidratacion, esto quiere decir que en la pérdida de la humedad y compuestos
volatiles se permite un aumento en la produccidn del quitosano partiendo de una quitina poco
tratada con un rendimiento del 75% para su proceso de desacetilacion, demostrando la eficiencia

de los tratamientos.
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CONCLUSIONES

Se demuestra a nivel estructural que la quitina de cada de las partes del cuerpo de las
avispas presenta diferencias en la relacion de sus grupos funcionales, ese cambio estructural
sufre varias agrupaciones como son: antenas-cabeza-patas, abdomen-cabeza y alas-propleura-

patas y que la parte mas diferenciadora es el torax.

Mediante la espectroscopia infrarroja y aplicando la metodologia de PCA se puede
proponer las caracteristicas espectroscopicas de la quitina presentes en el torax, como un
mecanismo de clasificacion o diferenciacion de las especies Polybia occidentalis y Polistes

versicolor.

Se pudo determinar que la temperatura optima de secado fue de 50 °C (24 horas). En
cuanto al porcentaje de pérdida de humedad para Polistes versicolor se encontr6 que la mediana
estaba en 60% para hembras y 65,4% para machos, y para Polybia occidentalis la mediana fue de

28,9 %.

Se determino la concentracion de proteina 0,73 — 1,52 pug/uL y el porcentaje de pérdida

de proteina 45,5% - 66,7%, encontrando que para su eliminacion la concentracion Optima de

NaOH fue de 0,5 M.

Los procesos de desproteinizacion para la biomasa de las avispas contribuyen a altos
porcentajes de desacetilacion y permite el paso directo a la estructura desacetilada, es decir la

transicion de la quitina a quitosano.
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Se demuestra que el impacto del tratamiento de desmineralizacion es bajo para este tipo
de biomasa, lo que quiere decir que es un paso que se puede omitir para la conversion de quitina

a quitosano.

Los andlisis termogravimétricos indican que se obtuvo quitosano con porcentajes de
humedad desde el 4,7 al 5,4%, con una estabilidad térmica superior a los 280°C, lo cual es
caracteristico para la extraccion de quitina a quitosano, adicionalmente, se puede establecer que a
nivel morfolégico por SEM una vez realizada la desproteinizacion se logra obtener un material
con estructura fibrosa al realizar la conversion y que, este cambio morfoldgico es diferente para

cada una de las especies.
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RECOMENDACIONES

Se propone ampliar el presente estudio a mas especies de avispas y otros insectos.

Realizar investigaciones que apliquen este biopolimero a la conservacion de alimentos

y/o actividad antibacteriana.
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ANEXOS

ANEXO A

En el presente apartado se encuentran los espectros analizados para los abdomenes de las
avispas macho Polistes versicolor'y Polybia occidentalis, como una ejemplificacion de los

obtenidos en todo el proceso de caracterizacion para las partes morfologicas.

Figura A.1. Espectro de infrarrojo para el abdomen del macho 29 de las avispas Polistes

versicolor.
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Figura A.2. Espectro de infrarrojo para el abdomen de la hembra 100 de las avispas Polybia

occidentalis.
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ANEXO C
En este apartado se encuentran las tablas correspondientes a los pesos inicial, final y el
porcentaje de humedad obtenidos en el proceso de deshidratacion para las avispas Polistes
versicolor'y Polybia occidentalis.

Tabla C.1 Peso y perdida de humedad de las avispas hembra Polistes versicolor.

0 .
Muestra Peso inicial (g) Peso final (g) 7o Perdida de

Humedad

1-H 0,0681 0,0279 59,0
2-H 0,071 0,0308 56,6
3-H 0,0808 0,0329 59,3
4-H 0,074 0,0309 58,2
5-H 0,0762 0,0299 60,8
6-H 0,1149 0,0374 67,4
7-H 0,0734 FTIR FTIR
8-H 0,073 0,0301 58,8
9-H 0,0729 0,0285 60,9
10-H 0,0758 0,0304 59,9
11-H 0,0684 0,0267 60,9
12-H 0,0779 0,03 61,5
13-H 0,1004 0,0296 70,5
14-H 0,084 0,0338 59,8
15-H 0,0851 0,0329 61,3
16-H 0,0831 0,0315 62,1
17-H 0,0804 0,0313 61,1
18-H 0,0769 0,0298 59,3
19-H 0,0545 0,0361 33,8
20-H 0,0667 0,026 61,0

Tabla C.2 Peso y perdida de humedad de las avispas macho Polistes versicolor.

% Perdida de

Muestra Peso inicial (g) Peso final (g) Humedad
1-M 0,0787 0,027 65,7
2-M 0,0846 0,0347 58,9
3-M 0,0541 0,0215 60,3
4-M 0,0696 0,0241 65,4
5-M 0,072 0,0273 62,1
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6-M 0,0827 0,0288 65,2

7-M 0,075 0,0268 64,3
8-M 0,0799 0,0284 64,5
9-M 0,0858 0,032 62,7
10-M 0,0901 0,0289 67,9
11-M 0,0717 0,0244 65,9
12-M 0,0747 0,0236 68,4
13-M 0,0831 0,0248 70,2
14-M 0,075 0,023 69,3
15-M 0,0852 0,0289 66,1
16-M 0,0703 0,0261 62,8
17-M 0,0623 0,0217 65,2
18-M 0,0889 0,0355 60,1
19-M 0,0745 0,0269 63,8
20-M 0,0785 0,0284 63,8
21-M 0,0758 0,0262 65,4
22-M 0,0835 0,0261 68,7
23-M 0,0643 0,0237 63,1
24-M 0,092 0,0327 64,5
25-M 0,0749 0,0264 64,8
26-M 0,0764 0,0263 65,6
27-M 0,081 0,0207 74,4
29-M 0,0757 FTIR FTIR
28-M 0,0848 0,0278 67,2
30-M 0,0813 0,0267 67,2
31-M 0,0774 0,0246 68,2
32-M 0,0894 0,0331 62,9
33-M 0,0708 0,0252 64,4
34-M 0,0864 0,0302 65,0
35-M 0,0727 0,0245 66,3
36-M 0,0683 0,0249 63,5
37-M 0,0719 0,0276 61,6
38-M 0,0777 0,0286 63,2
39-M 0,0838 0,0265 68,4
40-M 0,0738 0,0266 63,9
41-M 0,0704 0,0213 69,7
42-M 0,0806 0,0225 72,1
43-M 0,0717 0,0262 63,5
44-M 0,0708 0,0248 64,97175141
45-M 0,0749 0,027 63,95193591
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Tabla C.3 Peso y perdida de humedad de las avispas hembra Polybia occidentalis.

Muestra Peso inicial (g) Peso final (g) %I-Il)srrilelg: dde
1-HPO 0,0089 0,0041 53,9
2-HPO 0,0049 0,0029 40,8
3-HPO 0,0042 0,0022 47,6
4-HPO 0,0077 0,0059 23,4
5-HPO 0,0056 0,0017 69,6
6-HPO 0,0065 0,0048 26,2
7-HPO 0,0028 0,0024 14,3
8-HPO 0,0051 0,0046 9,8
9-HPO 0,0056 0,0041 26,8
10-HPO 0,0052 0,003 423
11-HPO 0,0036 0,0027 25
12-HPO 0,0052 0,0039 25
13-HPO 0,0053 0,0037 30,2
14-HPO 0,0053 0,0046 13,2
15-HPO 0,0066 0,0051 22,7
16-HPO 0,0057 0,0034 40,3
17-HPO 0,006 0,0036 40
18-HPO 0,0048 0,0017 64,6
19-HPO 0,0037 0,0023 37,8

20-HPO 0,0046 0,0038 17,4

21-HPO 0,0042 0,0036 14,3

22-HPO 0,0031 0,0025 19,4

23-HPO 0,0038 0,0016 57,8

24-HPO 0,0046 0,0034 26,1

25-HPO 0,006 0,0039 35,0

26-HPO 0,0061 0,0023 62,3

27-HPO 0,0053 0,0021 60,4

28-HPO 0,0041 0,0025 39,0

29-HPO 0,0058 0,0013 77,6

30-HPO 0,0063 0,0039 38,1
31-HPO 0,0051 0,004 21,6
32-HPO 0,0055 0,0042 23,6
33-HPO 0,0049 0,0045 8,2
34-HPO 0,0045 0,0031 31,1
35-HPO 0,0047 0,004 14,8
36-HPO 0,0061 0,0053 13,1
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37-HPO 0,0074 0,0068 8,1
38-HPO 0,0045 0,0018 60
39-HPO 0,0071 0,006 15,5
40-HPO 0,0056 0,002 64,3
41-HPO 0,0066 0,0055 16,7
42-HPO 0,0039 0,0029 25,6
43-HPO 0,0056 0,0048 14,3
44-HPO 0,0051 0,0034 33,3
45-HPO 0,006 0,0051 15
46-HPO 0,0038 0,0024 36,8
47-HPO 0,0024 0,0015 37,5
48-HPO 0,0049 0,004 18,4
49-HPO 0,0037 0,0032 13,5
50-HPO 0,0047 0,0038 19,1
51-HPO 0,0049 0,0036 26,5
52-HPO 0,006 0,0045 25
53-HPO 0,0069 0,0051 26,1
54-HPO 0,0027 0,0022 18,5
55-HPO 0,0051 0,0036 29,4
56-HPO 0,0052 0,0023 55,8
57-HPO 0,0055 0,0049 10,9
58-HPO 0,0051 0,0046 9,8
59-HPO 0,0065 0,0057 12,3
60-HPO 0,0054 0,0048 11,1
61-HPO 0,0052 0,0046 11,5
62-HPO 0,0065 FTIR FTIR
63-HPO 0,0037 0,0026 29,7
64-HPO 0,0068 0,0061 10,3
65-HPO 0,0043 0,0036 16,3
66-HPO 0,0036 0,0021 41,7
67-HPO 0,0046 0,0025 45,6
68-HPO 0,0057 0,004 29,8
69-HPO 0,0047 0,0035 25,5
70-HPO 0,0065 0,0054 16,9
71-HPO 0,006 0,0043 28,3
72-HPO 0,0045 0,0036 20,0
73-HPO 0,0044 0,0039 11,4
74-HPO 0,0066 0,0058 12,1
75-HPO 0,0045 0,0037 17,8
76-HPO 0,0041 0,0028 31,7
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77-HPO 0,0044 0,0031 29,5
78-HPO 0,0071 0,0065 8,4
79-HPO 0,0046 0,0037 19,6
80-HPO 0,0046 0,0025 45,7
81-HPO 0,0039 0,0034 12,8
82-HPO 0,0039 0,0033 15,4
83-HPO 0,0056 0,003 46,4
84-HPO 0,004 0,0035 12,5
85-HPO 0,0067 FTIR FTIR
86-HPO 0,0057 0,0048 15,8
87-HPO 0,0028 0,0022 21,4
88-HPO 0,0034 0,0025 26,5
89-HPO 0,0056 0,0048 14,3
90-HPO 0,0066 0,0061 7,6
91-HPO 0,0041 0,0026 36,6
92-HPO 0,0062 0,0049 20,9
93-HPO 0,0061 0,0051 16,4
94-HPO 0,0058 0,0035 39,6
95-HPO 0,0053 0,0029 45,3
96-HPO 0,0046 0,0034 26,1
97-HPO 0,0054 0,0036 33,3
98-HPO 0,0042 0,003 28,6
99-HPO 0,0052 0,0045 13,5
100-HPO 0,0042 FTIR FTIR
101-HPO 0,0043 0,0027 37,2
102-HPO 0,0048 0,0039 18,7
103-HPO 0,0047 0,0032 31,9
104-HPO 0,0045 0,0021 53,3
105-HPO 0,0043 0,0029 32,6
106-HPO 0,0025 0,0017 32
107-HPO 0,0053 0,003 43,4
108-HPO 0,0024 0,0015 37,5
109-HPO 0,0059 0,0036 38,9
110-HPO 0,0053 0,0029 45,3
111-HPO 0,0044 0,0034 22,7
112-HPO 0,0035 0,0022 37,1
113-HPO 0,0052 0,0037 28,8
114-HPO 0,005 0,0042 16
115-HPO 0,0059 0,002 66,1
116-HPO 0,0056 0,0021 62,5
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117-HPO 0,0044 FTIR FTIR
118-HPO 0,0043 0,0028 34,8
119-HPO 0,0061 0,0055 9,8
120-HPO 0,0053 0,0042 20,7
121-HPO 0,0031 0,0027 12,9
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