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1. RESUMEN.

El presente trabajo se enfoco en un conocimiento estructurado de la informacion publicada
de las abejas, enfocada en la busqueda de las caracteristicas quimicas, la correlacion y
capacidad comparativa de las propiedades fisicoquimicas publicadas de las abejas y los

productos derivados de ellas con mayor circulacién comercial.

Del estudio se evidencia la necesidad de investigaciones en Colombia y el mundo en
general; en aspectos como la identificacion de especies locales, la caracterizacion
morfoldgica y quimica, junto con ensayos estandarizados en la determinacion de

humedad, pH, acidez, ceniza, azucares, proteinas y carbohidratos, entre otros pardmetros.

Palabras claves: Biomasa, Apis mellifera, revision bibliométrica.

SUMMARY

This work focused on a structured knowledge of the published information on bees,
specially, on the search for the chemical characteristics, correlation, and comparative
capacity of the published physicochemical properties of bees and its products with greater

commercial circulation.

The study shows the need for research in Colombia and the world in general; in aspects
such as the identification of local species, morphological and chemical characterization,
together with standardized tests in the determination of humidity, pH, acidity, ash, sugars,

proteins. and carbohydrates, among other parameters.

Keywords: Biomass, Apis mellifera, bibliometric review.



2. INTRODUCCION

Las abejas han representado una preocupacién mundial, y el estado colombiano no es muy
ajeno aello, el proyecto de ley 103-2019 “Por medio de la cual se crean mecanismos para la
defensa de los polinizadores, fomento de cria de abejas y desarrollo de la apicultura en
Colombia y se dictan otras disposiciones”. Este proyecto pretendié aportar informacién para
la conservacion, proteccion, propagacion, investigacion y uso sostenible de las abejas y
deméas polinizadores. En este trabajo de grado se buscd promover la produccion e
investigacion de productos apicolas y derivados de la abeja Apis mellifera. Y para lograr esto,
se hace necesario que investigadores del pais e identidades reglamentarias promuevan
métodos estandarizados de propiedades fisicoquimicas, desarrollar referencias
internacionales teniendo en cuenta que dependiendo de la region o pais no quede excluidos
algunos productos apicolas viables para su comercializacion internacional, generando
parametros que den valor agregado y a su vez permitan su consumo seguro.

Lo anterior aportara al ajuste de una norma consolidada para nuestro pais. Y como aporte a
esta iniciativa en este trabajo se realiz6 un analisis estadistico de propiedades fisicoquimicas
y compuestos quimicos derivados de la biomasa de la abeja Apis mellifera, a partir de una
recoleccion amplia de reportes que aportaron informacion clara y actualizada, con el fin de

lograr lo esperado en este estudio.

Adicionalmente, se exploro el uso de la biomasa de Apis mellifera, identificando la
oportunidad de extraer nuevos productos con valor agregado y aprovechamiento de la misma
que puedan generar nuevos productos derivados de las abejas, aumentando los ingresos de

los apicultores.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio bibliométrico de las propiedades quimicas y compuestos derivados

de la biomasa de Apis mellifera.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Recopilar la informacion reportada sobre las propiedades quimicas de las abejas de la
especie Apis mellifera y sus productos.

Estudiar estadisticamente las caracteristicas de correspondencia y agrupacion que

presentan las propiedades quimicas reportadas para abejas de la especie Apis mellifera.



4. METODOLOGIA

Se realiz0 de caracter descriptivo recopilando informacion de articulos cientificos de revistas,
libros, trabajos de grado, entre otros, sobre las caracteristicas morfoldgicas de las abejas
aplicando un enfoque hacia los materiales derivados de ellas, y posibles sintesis de materiales
compuestos mediante impregnacion o biocompuestos. Para ello, se emplearon las bases de
datos proporcionadas por la Universidad de Pamplona tales como; ScienceDirect, Scopus,
SpringerLink, Scielo, Pensoft y PubMed, y las de uso libre: esta bisqueda bibliométrica se
hizo bajo la aplicacion de las palabras claves Bee, Bees, Apis mellifera, Phycochemical,
chemical, biomaterials and material derivates. Se combinaron y clasificaron las palabras en
thresurs con el fin de eliminar sinénimos e identificar posibles combinaciones. La
recopilacién de articulos cientificos estudiados dio inicio el 28/12/2020 finalizando con los
publicados hasta el 15/09/2021, en el cual, no se definié una escala tiempo de los reportes
literarios ya que se pretendia recopilar informacion al pasar de los Gltimos 10 afios, de igual

forma se trabajo con la informacion de los ultimos 6 afos.

Una vez recolectados los articulos y leidos, se clasificaron teniendo en cuenta que
proporcionaran informacion referente a la morfologia, ciclo de vida, datos de las especies,
propiedades quimicas de las secreciones y material recolectado como polen, prop6leo, miel,
cera, nidos, y biopolimeros derivados.

A partir de los datos de compuestos quimicos y propiedades fisicoguimicas se aplicé un
estudio PCA desarrollando un algoritmo en el software libre Python (Ver anexo 1), con la
finalidad de comparar los reportes por paises, altitud y establecer si existia 0 no correlacién
entre las variables reportadas en los articulos y forma de organizacion de los reportes.

Para ello, cada articulo fue estudiado y verificado con los protocolos mas comunes y con
datos estandarizados para cada propiedad, los articulos que no cumplian pardmetros como
claridad de la especie estudiada, coordenadas de recoleccion de la muestra y replicas minimo

3, no fueron incluidos en el estudio.



5. REVISION

Para iniciar el proceso de profundizacion en la quimica asociada a las abejas, se requiere
conocer, ;Qué es una abeja?, (Como son las abejas?, ;Qué diferencias tienen entre si?, ¢Por
qué son consideradas los mejores polinizadores?, ¢Qué son y cuales son los productos que
de ella se derivan?, estas son algunas de las preguntas que nos cuestionamos al hablar o

preguntar sobre las abejas.
5.1 LA ABEJA

La definicion de abeja suele atribuirse a las caracteristicas de la especie Apis mellifera que
es un insecto que produce miel, que posee un aguijén cuya picadura suele ser dolorosa y que
habita en una colmena compuesta por una reina, muchas obreras y algunos zanganos, sin
embargo la mayoria de ellas no tienen ni una reina, ni obreras, ni zanganos; la mayor parte
de especies son solitarias, algunas Apis mellifera viven en el suelo y son mucho mas parecidas
a las avispas que a las tipicas "abejas" (Gonzalez et al., 2005). El presente trabajo se focaliza

en las caracteristicas de las abejas sociales.

En los insectos sociales las colmenas se establecen en forma de enjambres y en una
organizacion estricta de jerarquia de tres rangos: la abeja reina la Unica hembra fértil y
fecunda, por lo que se convierte en el centro y vida de la colmena. Se distingue del resto por
su longitud, que es de 16 milimetros, y por las alas, que a pesar de ser del mismo tamafio que
las de una obrera, se ven cortas en relacién al cuerpo (Lazo, 2019). Posee aguijon, pero solo
se utiliza para la lucha contra otras reinas cuando surgen es una batalla a muerte, su funcion
en la colmena, es la reproduccion y cohesion del enjambre, controla la poblacion a través de
las feromonas de comunicacion e inhibicion de la fertilidad de las obreras, las cuales son
hembras que constituyen casi la totalidad de la poblacion de la colmena y cumplen la mayoria
de las funciones como producir miel y cera, fabrican panales, colectan polen, transporte de
agua, néctar y resinas hacia la colmena, limpian la colmena, mantienen el orden, (Rubiano,
2016) (Silva, et al., 2006) y son las méas pequefias de enjambre (Ayala, 2012). Los zanganos
son los machos de la colmena, nacen de un huevo no fecundado. Cumplen una doble funcién,
fecundar a la reina y proporcionar calor a la cria, su vida es efimera, estos dependen en su

totalidad de las obreras para su alimentacion, ademas de depender del clima y la calidad del



alimento para su desarrollo; viven aproximadamente tres meses, pero cuando la colonia no
dispone de un suministro adecuado de alimentos, son expulsados de la colmena y las obreras
van tras ellos, realizando la matanza masiva de los zanganos, para economizar las reservas
(Lazo, 2019). Ver figura 1.

v

Abeja Reina

Abeja Zangano

Figura 1. Clasificacion jerarquica y distincion morfologica de la abeja segln la casta. Fuente:
(Lazo, 2019).

Las abejas son los insectos mas antiguos del que se sabe pueblan la tierra, hace 30 millones
de afios (H. Rodriguez, 2020), estan agrupadas en el orden Himenoptera. Ellas poseen dos
pares de alas membranosas, aparato bucal lamedor-masticador, aguijon funcional (aungue en
algunas especies se ha reducido) y variado el tamafio (~ 3-30 mm) (Gonzélez et al., 2005).
Sin embargo, las caracteristicas determinantes para reconocer una abeja son: pronoto (primer
segmento toracico) muy corto, con un lébulo lateral redondeado que no alcanza la tégula o
base de las alas y la presencia de pelos plumosos o ramificados en al menos alguna parte del



cuerpo (Gonzélez et al., 2005). Los machos se diferencian de las hembras porque no poseen
estructuras para cargar polen ni aguijon y tienen las antenas mas largas que las hembras.
Las abejas son esencialmente "avispas vegetarianas" que cuando surgieron las plantas con
flores o Angiospermas, hace alrededor de 120 millones de afios (m.a.), comenzaron a usar
polen para su propia alimentacion y la de sus crias, en lugar de cazar y alimentarse de otros
insectos (Gonzalez et al., 2005).

Haciendo énfasis en las abejas africanizadas (Apis mellifera africanizadas), estas son
aproximadamente 10% maés pequefias (longitud de 12.7 mm obreras africanizadas contra 13.9
mm europeas) Y 33% menos pesadas que las europeas (62 mg obreras africanizadas contra
93 mg europeas); por ello construyen panales con celdas méas pequefias (Winston, 1992). Las
dimensiones de las celdas de un panal de abejas europeas van de 5,2 a 5,5 mm de didmetro,
mientras que las de los panales de abejas africanizadas miden entre 4,6 y 5,0 mm (Winston,
1992).

La diversidad morfoldgica y comportamental en este grupo de insectos es enorme. En cuanto
a su anatomia, las abejas se conforman de cabeza, torax y abdomen (Ver figura 2), partes
unen por musculos y demas tejidos blandos, el exoesqueleto esta compuesto de quitina
biopolimero que se usa para extraccion y derivacion de biomateriales, tal como se mostrara
mas adelante.

El exoesqueleto, aloja en su interior los érganos blandos, y se halla constituido por la cuticula
que la forman dos capas, una exterior muy dura (exocuticula) y otra interior (endocuticula).
Las partes internas se hallan recubiertas por la membrana basal, donde se insertan los
musculos (Cepero, 2016). Las castas presentan algunas diferencias entre las partes de su
cuerpo y la composicidén quimica de sus hormonas y estructura de los biopolimeros, segun
las funciones que realice cada una, aunque fisiol6gicamente poseen los sistemas respiratorio,

reproductivo, digestivo, circulatorio, nervioso y glandular (Silva et al., 2006).

5.1.1 Lacabeza
La cabeza de la abeja vista desde el frente tiene forma triangular con sus ojos grandes en los
laterales y el par de antenas centrales, las cuales articuladas con la boca donde fluyen
glandulas salivales (Productoras de Jalea real) y el olfato, contienen érganos implicados en



la captacion de alimento y procesamiento del mismo, asi como la cera, esenciales para el
mantenimiento de la estructura fisica de la colmena (Quero et al., 2004) ver Figura 2.

Los o0jos son compuestos ya que cada uno esta formado por un nimero variable de estructuras
hexagonales llamados ommatidios (3 000 en la reina, 6 000 en la obrera y 13 000 en el
zangano) (Lazo, 2019) que son diversas retinas las cuales en los zdnganos es mayor debido
a su necesidad de ubicar a las hembras (Quero et al., 2004). La importancia de los ojos ocelos
u ojos simples es que les permite ver en la oscuridad, ya que son capaces de percibir la
intensidad, la longitud de onda y la duracion de la accion de la luz (Ver figura 2).

La antena esta formada por una parte rigida (escapo) y otra flexible (flagelo) que esta dividida
en segmentos (artejos) cuyo nimero varia segun la casta. (Lazo, 2019) (véase figura 2). Son
las estructuras donde residen los sentidos de tacto y olfato. Cada una de ellas esta recorrida
internamente por un nervio doble que procede directamente del cerebro. Los 6rganos del
olfato esta constituidas por estructuras de 6rganos sensoriales, capaces de recibir el estimulo
de diminutas particulas de materia suspendidas en el aire (Quero et al., 2004). EI nimero de
estos drganos varia dependiendo de la casta (Obreras cinco o seis mil, reinas dos o tres mil y
en los zanganos treinta mil). El 6rgano del tacto esta estructurado por nervios sensoriales,
que son pelos de las antenas y el cuerpo.

La boca de las abejas estd rodeada por un par de mandibulas y prolongada por una trompa o
proboscide. La mandibula es atil para amasar la cera, comer polen y sujetar a un posible
enemigo, o realizar cualquier trabajo de la colmena, la forma de tubo le permite succionar
liquido el cual lo forman de manera provisional al juntar las maxilas y el labio, donde los
palpos labiales actian como 6rganos del gusto. En las obreras son lisas y redondeadas,
mientras que en las reinas y zanganos son pequefios dientecillos en el borde. La lengua que
puede acortarse y estirarse para lamer liquidos es como una linea cruzada con pared de aros
duros con pelos y separados entre si por membranas angostas Y lisas ver figura 2 (Quero et
al., 2004).
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Figura 2. Morfologia externa del cuerpo de la abeja. Fuente: (Lazo, 2019), detalles de la boca Arizona State University, Ask A Biologist



5.1.2 Torax
Es la parte central del cuerpo que soporta las patas y las alas. Su cavidad esta ocupada en
mayor parte por la musculatura con los apéndices locomotores, los musculos que mueven la
cabeza y el abdomen. Estd formado por 4 segmentos (véase figura 2): protérax, mesotorax,
metatdrax y propddeo. Posee un par de patas en cada segmento y un par de alas ensambladas

que se forman a partir del segundo segmento y tercer segmento (Quero et al., 2004).

5.1.3 Las patas
Son tres pares y son las responsables de la locomocion y otras funciones; el primer par que
esta en el protorax tiene una serie de dispositivos que les permite a las abejas la limpieza de
sus 0jos y antenas gracias a los espolones de la tibia; el segundo par esta en el mesotérax y
en su extremo del tarso un espol6on que les permite arrancar el polen para conectarlo con el
tercer par de patas, ellas también se encuentran el mesotdrax, son las mas grandes y tiene la
caracteristica de almacenar polen y propdleo en las corbiculas de la tibia, caracteristica que
tiene solo las obreras. Las reinas y zanganos en este lugar tienen una pinza para recoger las

laminillas de cera y pasarlas a las mandibulas para construir los panales (Lazo, 2019).

5.1.4 El abdomen
El abdomen se compone de nueve segmentos, pero solo son visibles seis en las hembras y
siete en los machos. Los segmentos abdominales poseen dos placas cada uno, llamandose a
los dorsales tergitas y a los ventrales esternitas, unidos por membranas flexibles, lo que les
permite una gran variedad de movimientos, como alargarse 0 acortarse y también curvarse
en cualquier direccion. En cada tergita se ubica un pequefio agujero que se denomina estigma
0 espiraculo, por donde entra el aire en el interior del insecto, adicionalmente aqui se
encuentra las glandulas cereras, de Nasonov Yy el aparato de defensa, existen caracteristicas
de color que permitan clasificar las castas (Café marron obreras, zanganos cercanos al negro

y tonos claros para la reina) (Lazo, 2019).
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5.1.5 El aguijon

El aguijon cumple una funcion de defensa y es la Unica estructura visible del abdomen. Se
compone de una glandula &cida y una alcalina, un saco de veneno y el aguijon propiamente
dicho, el cual se forma por dos lancetas y un estilete. EI veneno o apitoxina de las abejas es
una mezcla de proteina y péptidos; sus principales componentes son la melitina (50%) y la
hialuronidasa (3%) que producen, la fosfolipasa (12%) que causa dolor y ademas es toxica,
la fosfatasa &cida (1%) causa la accion alérgica y la histamina (1%) responsable del prurito
y el dolor. La accion del veneno en el humano se puede clasificar segun su nivel de reaccion
y efecto en el organismo. La reaccion al veneno se manifiesta en el cuerpo a nivel local,
sistematico y anafilactico. En cuanto al efecto en el organismo, tenemos neurdtico (por sus
efectos sobre el sistema nervioso), hemorragico (por la elevacion en la permeabilidad de los
capilares sanguineos) y hemolitico (por causar la destruccion de glébulos rojos) hambre (D.
G. Silva et al., 2006).

5.1.6 Las alas
Las alas estan formadas por una serie de nervaduras a modo de venas que son en realidad
tubos quitinosos por el interior de los cuales circula la hemolinfa con nervios y un entramado
de celdas, son dos pares en cada lado del cuerpo adaptadas para el vuelo rapido y para
mantener una carga, el segundo par suele ser de menor tamafio, se encuentra unido en el
medio de una serie de garfios que se enganchan a un repliegue situado en la parte posterior
del ala delantera (Quero et al., 2004).

5.2 CICLO DE VIDA Y REPRODUCCION

Las abejas tienen un ciclo de vida (huevo, larva, pupa y adulto) comdn a todos los demas
insectos. Los tres primeros estados de su ciclo se realizan en las celdas de los panales y se
denominan cria. Los huevos y larvas se encuentran en celdas abiertas, las cuales son cuidadas
por las abejas adultas y se les conocen como cria abierta. Las abejas, ademas de proteger a la
cria también la alimentan hasta el final de su fase larval; posteriormente operculan o sellan
la celda, permitiendo la transformacion de larva a pupa y finalmente en adulto, el cual emerge
por si solo (D. G. Silva et al., 2006). La formacion de una abeja adulta ocurre como en otros

insectos holometabolos, mediante un proceso de desarrollo y transformacién que inicia con
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la postura de un huevo por una reina y concluye con la salida de un adulto de una celda del
panal. Las abejas obreras de razas europeas tardan, en promedio, 21 dias en desarrollarse y
emerger desde que una reina pone un huevo, mientras que las obreras africanizadas emergen
a los 18.5 dias a partir de que el huevo es puesto (Guzman-Novoa et al., 2011) .

Una consecuencia de estas diferencias en su tiempo de desarrollo es que las colonias de abejas
africanizadas producen obreras a un ritmo mas rapido que las colonias de abejas europeas, la
cual facilita su predominancia al invadir una colonia. Para el caso de reinas y zdnganos no

hay diferencias significativas ver tabla 1.

Tabla 1. Ciclo de vida de las tres castas (D. G. Silva et al., 2006), (Barrera et al., 2012)

Dato Reina (dia)  Obreras (dias) Zangano (dias)

Huevo 3 3 3

Larva 5,5 6,5 6,5

Operculacion de la celda 8 7,8 10

Periodo de transformacion en 1 1 1

pupa

Emergencia del adulto en dias 15-16 19-20 24

Vida adulta 1825-2920 35-40 activa, 90 Después  del
inactiva apareamiento

De la Tabla 1 se puede evidenciar que los 20 mil 0 30 mil individuos de la colonia se renuevan
constantemente en ciclos de vida de 90 dias, lo cual demuestra su potencial para el uso de su

biomasa.

5.3 GEOGRAFIA DE LAS ABEJAS

Segun el portal DiscoverLife.org alimentado con los estudios compilatorios del profesor de
la universidad Nacional de Singapur Ascher y su colega Alice Hughes en el planeta existen
alrededor de 20.000 especies abejas registradas, con ausencia de datos completos y con

potencial de descubrir nuevas especies en las zonas tropicales de sur américa entre las que se

12



resalta Colombia, Per(, Ecuador y Bolivia, de la region Brasil es el pais con mayor cantidad
de estudios y registros en el portal (Orr et al., 2021).

Entre los hallazgos de los investigadores reportados en (Orr et al., 2021) se puede resaltar
que existen méas especies de abejas en el hemisferio norte que en hemisferio sur; son mas
abundantes en ambientes aridos y templados que en los tropicos. Muchas plantas y animales
siguen un patrén conocido como gradiente latitudinal donde la diversidad aumenta hacia los
trépicos y el ecuador y disminuye hacia los polos. Otros investigadores han establecido que
existen muchas menos especies de abejas en los bosques y selvas que en los ambientes aridos
del desierto debido a que los arboles tienden a proporcionar menos fuentes de alimento para

estas que las plantas y flores bajas 0 menos robustas (H. Rodriguez, 2020).

Los anteriores registros o tendencias se ven afectados debido a la falta de muestreo de los
territorios a nivel mundial, que vincule la identificacion y el estudio de las propiedades
quimicas a nivel estructural, exclusiva de compuestos y caracterizacion fisicoquimica, los
reportes en general denotan que solo el 5% de territorio de identificacion (Orr et al., 2021)
(Nates-Parra & Rosso-Londofio, 2013). y de ese porcentaje la mayoria tiene pocos estudios
relacionados con las propiedades quimicas, lo cual muestra un alto potencial para el
desarrollo de investigacion de alto nivel en el &rea. Si bien, existe una preocupacion mundial
por la seguridad alimentaria y su conservacion interés y financiacion para el desarrollo la
articulacion de equipos interdisciplinarios que estructuren mejor la informaciéon que se

publica, de tal modo que pueda ser comparable.

En Colombia, el registro mundial reporta unas 1.000 especies, sefialando que la apicultura
colombiana dedica su préactica Unicamente al trabajo de Apis mellifera o abeja doméstica, por
lo cual, la mayoria de abejas domésticas (Apis mellifera) que son utilizadas en la apicultura,
son hibridos entre abejas alemanas (Apis mellifera mellifera) e italianas (Apis mellifera
ligustica), caucasianas (Apis mellifera caucasica) y africanas (Apis mellifera scutellata).
Debido a que estas abejas hibridas presentan caracteristicas mas similares a las africanas que
a las demaés, han sido denominadas como abejas africanizadas. De las especies que habitan
en Colombia también se considera dentro del género Apis la existencia de cuatro especies:
abeja melifera gigante (Apis dorsata), abeja melifera enana (Apis florea), abeja melifera
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oriental (Apis cerana) y la abeja melifera occidental (Apis mellifera). Dados los diferentes
factores ambientales existentes en las diversas regiones, tales como clima, flora y fauna, se
desarrollan grupos de individuos pertenecientes a una misma especie, pero adaptados a un
medio particular, siendo estos denominados como subespecies o razas geogréaficas (Nates-
parra et al., 2013; D. G. Silva et al., 2006)

5.4 QUIMICA DE LOS PRODUCTOS APICOLAS

La miel, el propdleo, el polen de abeja, el pan de abeja, la jalea real, la cera de abeja y el
veneno de abeja son productos naturales que se utilizan en medicina desde la antigliedad.
Hoy en dia, los estudios indican que los productos naturales de las abejas pueden utilizarse
para el tratamiento y el cuidado de la piel (Hurtado Lozano & Rugel Garcia, 2019). La miel,
el propdleo y el polen se utilizan para curar las heridas por quemaduras, y poseen numerosas
propiedades funcionales como: antibacterianas, anti-inflamatorias, antioxidantes,
desinfectantes, anti-fingicas y antivirales con aplicaciones en la industria alimentaria,
cosmeética y farmacéutica (Salamanca & Osorio, 2019; Vargas et al., 2019). La cera de abeja
se utiliza para la produccién de cosméticos y ungientos en la farmacia. Los estudios de las
propiedades en cada uno de los productos se analizaron para Apis mellifera que es la especie

con mayor uso comercial.

5.4.1 Polen
El polen de abeja, también conocido como polen apicola, es la principal fuente de proteina
para las colonias de abejas (Fuenmayor B et al., 2014). El polen de abeja resulta de la
aglutinacion del néctar floral y del polen con las sustancias salivales de las abejas,
acumulandose en las cestas de polen (corbiculas) de las abejas (estructuras como pequefias
bolsas), y con unas 250 sustancias en su composicion quimica (Duarte et al., 2018). También
representa un complemento dietario funcional, especialmente debido a sus capacidades
antioxidantes y antimicrobianas, su composicion de micronutrientes, su perfil de acidos
grasos y sus funciones terapéuticas o preventivas de enfermedades (Fuenmayor B et al.,
2014). El polen de abeja es una fuente natural de hidratos de carbono, fibras brutas, proteinas
y lipidos, asi como de componentes menores como aminoacidos, minerales, oligoelementos,

vitaminas carotenoides, compuestos fenolicos, flavonoides, esteroles, terpenos, etc. (véase la
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figura 3.) (Alici¢ et al., 2020; Isik et al., 2019; Kosti¢ et al., 2015; A. A. Machado et al.,
2018a; Anna F.H. Modro et al., 2009). Por ello, el polen de abeja se considera el "Unico
alimento perfectamente completo. Los polifenoles, especialmente los acidos fendlicos y los
flavonoides, y los carotenoides son los componentes bioactivos més importantes del polen
de abeja (Alic¢i¢ et al., 2020; A. A. Machado et al., 2018a). Es habitual que los parametros
fisicoquimicos del polen de abeja varien en funcion del origen botanico, ya que esta
compuesto principalmente por granos de polen (A. A. Machado et al., 2018b). Aungue,
existen muchas investigaciones de la composicién del polen debido a la amplia variedad de
productos comercializados, las propiedades fisicoquimicas de muchos de ellos siguen siendo
desconocidas (A. A. Machado et al., 2018b). A partir de este interés se han desarrollado
procesos con el fin de determinar el perfil fendlico del polen de abeja a través de la
implementacion de técnicas instrumentales como la espectrometria de masas, siendo un area
poco investigada, Por lo tanto, la importancia de identificar con precision los compuestos
fenolicos presentes en este producto, por HPLC-MS, y su capacidad antioxidante y
antimicrobiana. (Duarte et al., 2018; A. A. Machado et al., 2018b).
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Figura 3. Compuestos quimicos recopilados de algunos articulos estudiados para el polen.
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5.4.1.1 Propiedades fisicoquimicas del polen.

Para este apartado, se analizaron 60 articulos cientificos que reportaban de manera directa
los datos de propiedades fisicoquimicas, excluyendo los reportes que no tenian un
procedimiento claro de la propiedad determinada. Las propiedades fisicoquimicas que se
estudiaron se enmarcaron en 27 articulos cientificos, las cuales fueron: proteina, humedad,
ceniza, lipidos pH, carbohidratos. (A. A. Machado et al., 2018b) (A. A. Machado et al.,
2018a) (Kosti¢ et al., 2015) (Duarte et al., 2018) (Anna Frida Hatsue Modro et al., 2007)
(Anna Frida Hatsue Modro et al., 2009) (Isik et al., 2019) (Rodrigues de S. et al., 2018)
(Nogueira et al., 2012) (Fuenmayor B et al., 2014) (Zuluaga-Dominguez et al., 2018) (Alici¢
et al., 2020) (Asmae et al., 2021) (E.-K. A. Taha et al., 2017) (Rebelo et al., 2016) (Thakur
& Nanda, 2019) (M. C. T. Martins et al., 2011) (Gongalves et al., 2017) (Blehaetal., 2019)
(Spulber et al., 2018) (Ghosh & Jung, 2020) (Yan et al., 2021) (Carpes et al., 2009)
(Adaskeviciate et al., 2019) (de Arruda et al., 2013) (de Arruda et al., 2017).

5.4.1.1.1 Proteina

Se establecié como parametro estandar la determinacion por el método de Kjeldahl, para
establecer la normalizacion de la proteina mediante la determinacion total de nitrégeno, para
que los datos se consideran comparables se establecid que se hubieran realizado con muestras
deshidratadas.

Los resultados obtenidos se describen en la Figura 4, donde se puede apreciar que se
recolectaron datos de doce paises, un total de 195 muestras las cuales reportaron analisis por
triplicado, en los que el mayor porcentaje de muestreo se evidencid en Brasil con mas de la
mitad de los estudios y, los cuales estan distribuidos en méas de 15 regiones diferentes. Le
siguen en porcentaje de muestreo Serbia y Bosnia y Herzegovina con en el 13,3% y 13,8%.
En nuestro pais los estudios comparables son escasos, lo que denota la necesidad de aumentar
el interés de los quimicos en aplicar caracterizaciones fisicoquimicas en esta area.

Los rangos de proteina en polen segun el grafico estarian entre 9 al 68% en muestras de polen,
con una media de 18,65%, con un rango de validez bajo un limite de confianza del 95% del
10 al 35%, donde el reporte de Colombia daria como no valido o fuera de tendencia. Ademas,
las diferencias encontradas en el contenido de proteina en el polen se deben a las plantas de
las que este fue colectado. ElI mayor valor (44,44%) se reportd para plantas de la familia

Anadenanthera y el menor (10,6%) para la familia Alternanthera. Segun la Normativa n.3 de
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2001: Reglamento técnico para la fijacion de la identidad y la calidad del polen apicola que
reporta como minimo 8 % de proteina presente en la muestra de polen (Brasil, 2001), por lo

tanto, este rango cumple con dicha normativa.
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Figura 4. Estudio estadistico de los reportes de proteina en polen: A) porcentaje muestreo por
paises (12 paises) y B) estudio estadistico.

5.4.1.1.2 Humedad

En esta propiedad se establecié que las muestras fueran registradas en muestras que se
recolectaron y secaron a 40 a 50°C, dato que no es muy homogéneo en los articulos, por lo
que se recomendaria establecer una sola temperatura con el fin de facilitar la comparacion.
El procedimiento aceptado fue analisis termogravimétrico o secado en el rango de 80 a 85°C
con seguimiento gravimétrico. Se tomaron en cuenta los datos de 8 paises, 88 muestras
medidas cada una por triplicado, obteniendo que el mayor porcentaje de muestreo se
encuentra en Europa, y, en nuestro continente sigue Brasil, Ver figura 5.

Como resultado se establecié una media de 8,15% para los datos comparados con un rango
del 4,6 al 13,2%, bajo un nivel de confianza del 95%, lo que muestra que los datos de

marruecos no aprueban el test de tendencia. La Normativa n.3 de 2001: Reglamento técnico
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para la fijacion de la identidad y la calidad del polen apicola que reporta como méximo de
humedad 4 % en la muestra de polen (Brasil, 2001), pero por otro lado la norma NMX-FF-
094-SCFI1-2008: Productos alimenticios no industrializados para consumo humano - polen -
(pollinis), reporta como minimo 4 % y méaximo 8% (México, 2008), por lo cual, esta media

no cumple con dichas normativas.
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Figura 5. Estudio estadistico de los reportes de humedad en polen: A) porcentaje muestreo por
paises (8 paises) y B) estudio estadistico (9 paises).

5.4.1.1.3 Ceniza

Para este pardmetro se establecio que la determinacion se realizara por métodos
termogravimetricos en atmosfera de nitrogeno o por calcinacion a temperatura de 500 a
550°C realizando seguimiento gravimétrico. Las muestras seleccionadas fueron 192 con
registro de sus triplicados, las cuales corresponden a 10 paises en donde Brasil representa
mas del 50% de los datos comparables, ver Figura 6.

Los resultados indican una media del 2,65% de ceniza en una muestra de polen con un rango

valido al 95% de confianza de 0,9 a 5,3%, todos los datos seleccionados son aprobados
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estadisticamente. En nuestro pais no se encontré un reporte comparable lo cual muestra la
necesidad de investigar en esta area. El rango reportado por la normativa NSO 67.03.01:01:
calidad de propoleo crudo (propéleo puro)(Norma Salvadorefia, 2005) es de maximo 4 % de
ceniza, de igual forma la norma Hondurefia N-CIN 67.01.121:05. POLEN. (Apis mellifera
L), (Concepcion, 2006) y La Normativa n.3 de 2001: Reglamento técnico para la fijacion de
la identidad y la calidad del polen apicola (Brasil, 2001), se cumple con el valor que se

reportan en las normativas citadas.
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Figura 6. Estudio estadistico de los reportes de ceniza en polen: A) porcentaje muestreo por paises
(10 paises) y B) estudio estadistico.

5.4.1.1.4 Lipidos

El parametro comparable son estudios realizados por extraccion Soxhlet o directa con
ultrasonido con solventes apolares como éter etilico y fraccion secada por destilacion o rota-
evaporacion, analizando los datos de 9 paises con un total de 188 muestras medidas por
triplicado como minimo; Evidenciando que Brasil presenta el mayor porcentaje de muestreo

en sus diferentes regiones con el 59,6%; como es una constante en estos estudios las otras
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naciones del continente carecen de reportes comparables, lo cual no es bueno para la
conservacion y aprovechamiento de la apicultura como actividad econdmica sostenible.

Los resultados muestran una media de 5,33% de lipidos en las muestras con un rango de 1,8
a 9,3% bajo el limite de confianza del 95%, considerando fuera de la tendencia los datos de
Espafia e India, lo anterior invita a realizar analisis de la homogeneidad de la muestra o
caracteristicas particulares del entorno en el que viven las abejas. La Normativa n.3 de 2001.:
Reglamento técnico para la fijacion de la identidad y la calidad del polen apicola (Brasil,
2001) reporta un minimo 1,8% de lipidos en el polen, cumpliendo se asi con la normativa.
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Figura 7. Estudio estadistico de los reportes de lipidos en polen: A) porcentaje muestreo por

paises (9 paises) y B) estudio estadistico.

54115 pH
Se compararon datos en los que se hubiera determinado el pH por extraccion con agua bi-

destilada o agua tipo 1, medido en la solucién obtenida por filtracion de membrana y con
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electrodo potenciométrico, logrando comparar 38 muestras de 15 paises, con datos por
triplicado como minimo y con mayor participacion de Marruecos. En el caso de Colombia
los reportes son de buena calidad, pero pocos, lo cual es una tendencia mundial en esta
propiedad, lo cual es preocupante, ya que, el pH define la capacidad de consumir 0 no de
manera seguro un producto. Ver figura 8.

Los resultados reportan una media de pH de 4,6, con una aceptabilidad del 95% el rango es
de 3,4a5,1. El rango reportado por la normativa NSO 67.03.01:01: calidad de propdleo crudo
(propoleo puro) (Norma Salvadorefia, 2005), la norma Hondurefia N-CIN 67.01.121:05.
Polen. (Apis mellifera L). Especificaciones (Concepcidn, 2006) y La Normativa n.3 de 2001:
Reglamento técnico para la fijacion de la identidad y la calidad del polen apicola (Brasil,
2001) es de 4- 6, por ende, se cumple con la normativa citada.
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Figura 8. Estudio estadistico de los reportes del pH del polen: A) porcentaje muestreo por paises

(15 paises) y B) estudio estadistico.

5.4.1.1.6 Carbohidratos
Se evaluaron los datos calculados por métodos cromatogréaficos, reduccion de azucares y

estudios colorimétricos o a partir de la fibra total, lo cual, permitio incluir los reportes de 7
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paises, con total de 90 muestras con datos mayoritarios de la zona Euro-Asia y Brasil. Ver
figura 9.

Los resultados sefialan una media de 63,96% de carbohidratos presentes en el polen de todas
las muestras, con un rango amplio de aceptabilidad bajo el 95% de confianza del 20 al 85%,
lo anterior se debe a la varianza en las plantas que visitan las abejas. Las diferencias
encontradas en el porcentaje de carbohidratos (64,42% -81,84 %) valores maximo y minimo
respectivamente, son debidas a que la mayoria de la literatura revisada reporta que el polen
analizado (base seca) corresponde a una mezcla (recolectado de muchas plantas), mientras
que, en un estudio, se separd el polen por color antes de su analisis, por lo que fue posible
determinar el contenido de carbohidratos en el polen de cada familia de plantas, encontrando
que plantas de la familia Brassicaceae tiene menor porcentaje de carbohidratos, mientras que
plantas de la familia Sophora presentaron el mayor contenido. Lo recomendable en estos
estudios seria proponer un método estandarizado de determinacion para muestras secas de
polen, lo cual permitiria comparar y hacer seguimiento nutricional a nivel mundial del
producto.

La norma Hondurefia N-CIN 67.01.121:05. POLEN. (Apis mellifera L), (Concepcion, 2006)
indica, un rango de carbohidratos en la muestra de 31% a 70% y La Normativa n.3 de 2001.:
Reglamento técnico para la fijacion de la identidad y la calidad del polen apicola (Brasil,
2001) reporta 14,5% a 55,0 % este valor obtenido de la figura 9, con lo cual esta cumple con

la norma.
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Figura 9. Estudio estadistico de los reportes de carbohidratos en polen: A) porcentaje muestreo

por paises (7 paises) y B) estudio estadistico.

Para culminar la revision de las tendencias en las propiedades fisicoquimicas mas estudiadas
y reportadas en articulos cientificos que publicaron datos completos y comparables de
lipidos, proteinas, humedad y ceniza en polen, se realizé el PCA obteniendo lo datos descritos
en la Figura 10 para 110 muestras analizadas. A partir de los cuales se puede establecer que
no existe una amplia correlacion entre las variables, que para un porcentaje de aceptabilidad
superior al 90% se requiere un plano factorial tridimensional, donde las muestras no tienen
una organizacion por pais, lo cual denotaria que dependen de la floracion local donde se haya
recolectado el polen y que las muestras son diversas y aglomeradas en el centro del plano
factorial, eso indica que se puede disefiar una regulacion basada en los rangos medidos bajo

los mismos parametros para las propiedades del polen.
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componentes, B) plano factorial.

5.4.2 Propoleo
El propdleo es un producto natural elaborado por distintos géneros de abejas, a partir de
exudaciones y material resinoso de plantas, que transportan a su colmena, y mezclan con
cera, arcilla o tierra segin sean sus habitos; se produce mezclando cera de abeja y resinas
recogidas de diversas partes de plantas por las abejas Apis mellifera. (Nordin et al., 2018;
Salamanca, 2017). Presenta tonalidades de color castafio, marrén, pardo, rojizo y verde, y, en
algunos casos, negros, segun sea el origen botanico y geografico (Salamanca, 2017). En
general, los propoleos se presentan de forma heterogénea, debido a su consistencia dura,
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semidura y/o blanda, posterior a la cosecha, estos se mezclan con otros elementos propios de
la colmena que hacen que lleven consigo impurezas llamadas masas mecanicas que se han
mezclado con cera. Las propiedades del propdleo, dependen de la composicion esta
influenciada por factores de entorno geografico, por las necesidades y por la oferta de gomas,
resinas y exudaciones de las plantas, de la forma de colecta, de las condiciones climaticas y

del periodo en el cual este ha sido beneficiado (Salamanca, 2017).

Salamanca (2017), reporto la presencia de flavonoides, &cidos aromaticos, ésteres, aldehidos
y cetonas, agliconas, ésteres de acidos grasos, terpenos, esteroides, aminoacidos,
polisacéridos, hidrocarburos y alcoholes, entre otros que podrian alcanzar alrededor de 300
compuestos (véase figura 11) (Salamanca, 2017). Los compuestos fendlicos, incluidos, los
acidos fenolicos y los flavonoides, estdn altamente asociados con posibles efectos
beneficiosos para la salud humana, como propiedades antiinflamatorias, inmunolégicas,
antimicrobianas, antitumorales y antioxidantes (Vargas et al., 2019). Estas propiedades
bioldgicas estan relacionadas con los flavonoides que contienen como: crisina, apigenina,
kaempfeol, quercetina, galangina, pinocembrina o naringenina (Salamanca & Osorio, 2019).
Una de las técnicas mas implementadas para la identificacion y cuantificacion de los
compuestos fendlicos del extracto de propdleo (PE) es la cromatografia liquida de alto

rendimiento (HPLC) equipada con un detector de matriz de diodos (Vargas et al., 2019).
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Figura 11. Compuestos quimicos recopilados de algunos articulos estudiados para el propéleo.
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Los reportes de 30 articulos de las propiedades fisicoquimicas en el propdleo de Apis
mellifera no reportan datos homogéneos ya que se emplean métodos diferentes en los
tratamientos de la muestra, protocolos de recoleccién y método de medida y seguimiento, lo
anterior hace que realizar comparaciones entre los resultados de los articulos no sea posible,
sin embrago se logro realizar un porcentaje de muestreo y estudio estadistico para la
propiedad fisicoquimica ceniza (%) para dos paises (Brasil y Colombia) . En la figura 12, se
resumen los resultados de los articulos publicados que reGne datos de Colombia (32
muestras), Indonesia (3 reportes), Brasil (6 reportes) y México (9 reportes).

Las propiedades reportadas son humedad en rangos de 60 a 90°C, Cera extraida en diversos
solventes apolares que incluyen éteres, benceno y diclorometano, o insolubles en etanol o
agua, impurezas visibles, resinas, proteinas en diversos métodos, indice de oxidacion con
pardmetros de UV-Vis segundario y algunos reportes por reacciones secundarias, acidez libre
por titulacion en algunos casos y extraccion y medida, también se reporta el punto de fusion.
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PH: 5.23-5.49

Contenido de Solidos Solubles
(CSS)* (° Brix): 103 - 126
Acidez Total Titulable (ATT) (%
acido citrico)*: 0,06- 0.1 %

Nataly, 2016
Humedad: 5.5 -22.17 %
Cenizas: 1.2- 1.9 %
Cera:28 -30 %
Indice de oxidacion: 6,4-21.5 s
Impurezas visibles: 13.3-19.4 %
C. Resinas %: 12.75- 38.03
C deProteina: 7.2 - 17.1
Acidez libre %: 46,49 -53.09

Palomino, 2010
Humedad: 1.82 %
Cenizas:0,16 %

Cera:72.32 %

Impurezas mecanicas: 10.47
Soluble etanol: 14,08
Indice de oxidacion: 8s
Punto fusion:67.5° C

Lipoproteinas de baja densidad (LDL)

Julian, 2012

Humedad: 1.72 -2.88 %
Cenizas:0.78-4.77 %

Cera:72,32 %

Indice de oxidacion:17.75- 37.93 s
Punto fusion (° C):65-82

Eter extraible %:48.27 -59.31
EtOH extraible %: 10.44-35.92

Felipe, 2011
Humedad: 11 %
Punto fusion:53,75° C

>
>

Jesus, 2012
Humedad:1.35-5.48 %
Cenizas:0.91-2.33 %

Cera: 2- 33,6%
Punto fusion:59.5-79.5° C

, Fey Zn (mas

cetonas, lactonas, quinonas,
, acido benzoico, vitaminas

Milena, 2016

Humedad: 4,19 %
Cenizas: 0.9 %

Cera: 43.8 %

Impurezas mecanicas: 5.08
Soluble etanol: 1.3

Indice de oxidacion: 93.67s
Fenol total %: 39.99

diversos,
compuestos
orgéanicos

,nmb Materiales
= PN

Resinas,
balsamos

Elizabeth, 2012
(50 - 55%)

(5%)

14 trazas de minerales

comunes),
esteroides
azlcares

Betsabé, 2020
Indice de oxidacion: 70 -3347 s
Rendimiento % 25.5- 50.9
C. Flavonoides (%): 0,29- 4,04

Capacidad antioxidante (ug/mL): 26- 277.9
Fenol total %: 1.2- 19,1

Cupull, 2013
Humedad: 2.13 -2.75 %
Cenizas:0.68-0.87 %
Cera:72,32 %
Indice de oxidacion:16.85-30.23 s
Punto fusion (° C):65-82
Eter extraible %:45.22-53.25
EtOH extraible %: 12.82-15.34

Acidos grasos de
cadena larga

C6-C22 Karuane, 2016

Acido linoleico
Acido hexadecanoico
Acido succinico
Propandico
Acido arabénico

Cenizas:1.4 -2.92 %
Cera: 0,95 -25,45 %

Niken, 2014

PH: 5.4 6.8

Rendimiento %: 14,06 -18.33
Contenido de flavonoides (%): 0.20-0.55

Pérdida por desecacion a 105 ° C (%): 2.94 - 6.97
Actividad antioxidante (DPPH CES0 en pig mL-1): 29.81- 845.38
Fenol total (mg GAE/g): 121.53 -631.29

Figura 12. Datos fisicoquimicos reportados para prop6leos (Autoria).
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De la figura 12, un dato comparable es la ceniza en el cual se ejecuta en promedio por
degradacion térmica controlada a 10°C/min, aplicando rampas de permanencia a 200 y 300°C
por 12h, luego se sigue aumentando hasta alcanzar temperaturas de 500-550°C. Se evidencia
que los 4 reportes (A. K. S. da Silva et al., 2016; F. C. da Silva et al., 2011; Puerto Galindo
etal., 2016; Viloria B et al., 2012), analizan 28 muestras de las cuales la mayoria del muestreo
es en Colombia tal como se ve en la figura 13, un factor a resaltar es que las muestras de
Colombia son tomadas en diferentes regiones y presentan una menor dispersion de los datos
agrupéandose todas en el rango de 0,8 a 2,3% de ceniza, para el caso de Brasil con menos
datos su grado de dispersion es muy alto, para lo cual se sugiere realizar mas analisis para
corroborar. La normativa IRAM-INTA 15935-1 (Instituto Argentino de Normalizacion,
2004), Norma Ramal Cubana: Apicultura NRAG-1135-94 (Propdleos Materia Prima)
(Ministerio de Agricultura de Cuba, 1994) y el Reglamento técnico para fijar la identidad y
calidad de propoleos (Ministerio de Agricultura de Brasil-Apacame, 1999), reportan un rango

maximo de 5% de cenizas en la muestra de propoleo, cumpliéndose con la normativa.
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Figura 13. Estudio estadistico de los reportes de ceniza en prop6leos: A) porcentaje muestreo por

paises (7 paises) y B) estudio estadistico.
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54.3 Miel
La miel es una mezcla de sustancias de origen animal producida por las abejas a partir del
néctar de las flores, o segregada de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos
chupadores de plantas, que las abejas recogen, combinan y maduran en los panales de las
colmenas y, en consecuencia, la composicion de la miel puede variar enormemente (Ormefio
Luna, 2019; Ribani et al., 2021). Las principales caracteristicas fisicas y el comportamiento
quimico de la miel son debidos particularmente a la glucosa y fructosa, los constituyentes
menores tales como compuestos del sabor, pigmentos coloreados, acidos, entre otros,
participan en gran parte de las diferencias que se establecen en la individualidad de las mieles
(Ormefio Luna, 2019). Contienen una mezcla compleja de carbohidratos y pequefias
cantidades de otros componentes; como minerales, proteinas, vitaminas, &cidos orgéanicos,
compuestos fendlicos, enzimas, pigmentos, granos de polen y otros fitoquimicos (véase
figura 14) (Ciucure & Geana, 2019; Li et al., 2012). También puede definirse como una

solucion sobresaturada de azUcares, como la fructosa y glucosa (Rodriguez et al., 2012).
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I

=]
I

Las caracteristicas fisicoquimicas de la miel, como su alta viscosidad y densidad, su
consistencia y su dulzor, se deben a que en realidad es una solucién con una alta
concentracion de azUcares, y esta puede variar en su composicion, debido a la contribucién

de la planta, el clima, las condiciones ambientales y la capacidad del apicultor (Azeredo et
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al., 2003; Menezes et al., 2018). Por ejemplo, Meneses indica que la alta humedad tropical
de las amazonas haria que la miel de Apis mellifera de esta region tenga mayores valores de
humedad y alto crecimiento microbiano en periodos prolongados de conservacion (Menezes
et al., 2018). Por lo tanto, su composicion puede evaluarse mediante analisis fisicoquimicos
y sensoriales; como lo es la utilizacion pardmetros de sabor y calidad con el fin de diferenciar
entre mieles monoflorales y poliflorales, asi como la identificacion y el recuento de los granos
de polen (Bandeira et al., 2018), Otros parametros son el color, la velocidad de cristalizacion
(relacionada con el contenido de glucosa) y la higroscopicidad (relacionada con el contenido
de fructosa) (Venir et al., 2010).

Por otro lado, los pardmetros cominmente reportados en la caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas de la miel (Bandeira et al., 2018) son caracterizados por algunas técnicas
analiticas e instrumentales para el analisis de la composicion, como, cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC), analisis térmico y métodos espectroscépicos moleculares y
atémicos. Los compuestos fendlicos, principalmente los acidos fenolicos y los flavonoides
son los principales componentes responsables de las propiedades beneficiosas para la salud
de la miel, como antimicrobianas, antiinflamatorias, antimutagénicas, antitumorales,
antivirales, actividad antioxidante y muchos otros efectos sobre la salud humana (Bandeira
et al., 2018; Ciucure & Geana, 2019). Numerosos estudios sobre los acidos fenolicos y los
flavonoides de la miel se han centrado en la extraccion de los compuestos fendlicos de la
misma, utilizando la resina Amberlite XAD-2, haciendo uso de procedimientos de extraccién
en fase solida (SPE) con cartuchos comerciales (Bond Elut octadecyl C18, Sep-Pak RP C18,
Oasis HLB y Strata-X) o métodos de extraccion liquido-liquido antes de su identificacion y
cuantificacion (Ciucure & Geana, 2019).

Las propiedades fisicoquimicas que se estudiaron se enmarcaron en 56 articulos cientificos
de los 98 98 articulos cientificos analizados, las cuales fueron: pH, acidez, humedad, cenizas.
Porque aplicaban medidas reproducibles, con métodos estandar, indicaban la ubicacion de
recoleccion de la muestra y reportaban protocolo de conservacion y eran de Apis mellifera.
(Gela et al., 2021) (Nordin et al., 2018) (Bandeira et al., 2018) (A. A. D.-M. Machado et al.,
2018) (Al-Ghamdi et al., 2019) (Guler et al., 2014) (Gregorio et al., 2020) (Ribani et al.,
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2021) (Chuttong et al., 2016) (Azeredo et al., 2003) (Menezes et al., 2018) (Ciucure & Geana,
2019) (Cianciosi et al., 2018) (Braga et al., 2020) (Alexandra et al., 2019) (Castro etal., 2021)
(Pinedaetal., 2019) (Schievano et al., 2021) (E. K. A. Tahaet al., 2021) (Braghiniet al., 2020)
(Biluca et al., 2016) (Braghini et al., 2021) (Codling et al., 2016) (Tenore et al.,2012)
(Pucholobek et al., 2022) (Ghramh et al., 2020) (Mokaya et al., 2020) (Karabagias et al.,
2020) (Paim et al., 2021) (Ramon-Sierra et al., 2015) (Wu et al., 2020) (Alvarez-Suarezet al.,
2018) (Nascimento et al., 2018) (Fonte et al., 2018) (Sun et al., 2020) (Marcolin et al.,2021)
(Coronado et al., 2019) (dos Santos et al., 2020) (Yayinie et al., 2021) (Moguel et al.,2005)
(Nemo & Bacha, 2021) (Ismail et al., 2021) (Torquato et al., 2018) (Martinez et al., 2018)
(Kadri et al., 2022) (Kavanagh et al., 2019) (Seraglio et al., 2019) (Echeverrigaray et al.,
2021) (Seraglio et al., 2021) (Avila et al., 2018) (Rizelio et al., 2020) (de Lima et al., 2020)
(Zhang et al., 2019) (Wang et al., 2021) (Juliano & Magrini, 2019)

5431 pH

Se tomaron los articulos que emplearan agua bi-destilada o tipo 1 para la extraccion y
mediadas por potenciometro, los datos comparados son de 13 paises que vinculan 382
muestras las cuales en su mayoria son de diversos lugares del territorio brasilero, vinculando
Paises de africa, Europa y Asia. Los resultados muestran que el rango de pH de 360 muestras
es de 3,0 a 4,9 con una media de 3,94 en un nivel de confianza del 95%, Ver Figura 15. La
Norma del Codex para la miel (Codex Alimentarius, 2001a) reporta un rango de pH para la

muestra de miel de 3,30 - 4,60, por ende, podemos concluir que se cumple con la Norma.
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Figura 15. Estudio estadistico de los reportes de pH en miel: A) porcentaje muestreo por paises

(13 paises) y B) estudio estadistico.

5.4.3.2 Acidez

Los datos que se seleccionaron fueron en los que aplicaron titulacion con una base fuerte
mono-catidnica al extracto con agua bi-destilada o tipo 1, para muestras deshidratadas como
base de célculo de la concentracion. La anterior permitid recolectar datos de 430 muestras de
10 paises con el mayor muestreo en Brasil, como resultado se resalta que la media es de 33,18
mEquivalente/g de miel con un rango de 17 a 65 mEquivalente/g dejando por fuera los datos
de Arabia y 20 registros de Brasil, lo anterior es dentro de un nivel de concordancia del 95%.
Ver figura 16. En cuanto a las diferencias reportadas en los valores de acidez (6 a 83,50
mEqg/kg) de mieles de Apis mellifera, la metodologia reportada de muestreo no es
homogénea, es decir, los investigadores no fueron quienes recolectaron las muestras, sino
que, las recibieron de apicultores o fueron adquiridas en almacenes de productos apicolas.

Esto indica la importancia que en las normas se detalle la metodologia de muestreo. El rango
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de acidez esta dentro de un maximo de 40 mEquivalente/g reportada en la Norma revisada

del Codex para la miel (Codex Alimentarius, 2001b), no cumple con la normativa.

A)
% Muestreo
60,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0 2o 12,1 2
100 g9 mm 23 42 28 ' 23 am o5
00 - - W = - prads
@ D @ < RCANY Y o 2 A
?“’p 90‘,0&04’9 «:,Q';o Q}}o Gé' *‘é\ ‘g&*“ Q'pébo ‘)"b
B) Acidez mequi/g
90
80
70 .
60

50 ‘ .
40 T
a0 . ain o0 I B .
20 . s
10

0

P«@“\a X (g;\\ o e _OQ\'a
o

eee

A\ - 0 (-] 20
< e® e*\ Qz‘\@«\ (,06

A ¢ [ o

Figura 16. Estudio estadistico de los reportes de acidez en miel: A) porcentaje muestreo por paises

(10 paises) y B) estudio estadistico.

5.4.3.3 Humedad

Se tomé las muestras con un tratamiento térmico de 50-60°C o estudio termogravimétrico y
con seguimiento gravimétrico apropiado y por triplicado. Se analizaron 488 datos, de 13
paises de diferentes continentes, aunque es un buen volumen de datos es recomendable que
cada nacion apliqgue métodos estandar de determinacion ya que estd propiedad afecta la
conservacion y propiedades estructurales en las muestras. Los resultados indican una media
de 21,11%, con un rango de 12 a 35%, retirando como datos con limite de confianza menor
a 95% (4 datos de Brasil y 5 de Kenia). Ver figura 17. La Norma del Codex para la miel
(Codex Alimentarius, 2001a), la Norma revisada del Codex para la miel Codex Stan 12-1981
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(Codex Alimentarius Commission, 1987) y Norma revisada del Codex para la miel (Codex
Alimentarius, 2001b). reportan el valor maximo de humedad en la miel del 20 %, por lo cual

el rango definido no cumple por completo con las normas.
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Figura 17. Estudio estadistico de los reportes de humedad en miel: A) porcentaje muestreo por
paises (13 paises) y B) estudio estadistico

5.4.3.4 Ceniza

Se seleccionaron las muestras tratadas con rampas de calentamiento y procesos isotérmicos
prolongado con el objeto de evitar la caramelizacion de la muestra, adicionalmente
calcinacién a 500 a 530°C. Se estudiaron 116 datos de 7 paises, la media 0,31% con un rango
0,15 a 0,60% con las 4 muestras de Arabia por fuera de la tendencia comparativa bajo un
nivel de confianza del 95%. Ver figura 18. El reporte de cenizas de la Norma del Codex para
la miel (Codex Alimentarius, 2001a) es del 0,5 % y la Norma revisada del Codex para la miel

Codex Stan 12-1981 (Codex Alimentarius Commission, 1987) reportan un valor maximo de
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ceniza en la miel del 0,6 %, por lo cual, el rango definido cumple por completo con las

normas.
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Figura 18. Estudio estadistico de los reportes de ceniza en miel: A) porcentaje muestreo por paises
(7 paises) y B) estudio estadistico.

Con los datos anteriores se buscd determinar la posible correlacidn existente para ello se
compararon los vectores Altitud del lugar de recoleccion de la muestra, la humedad, el pH'y
la acidez, donde los vectores mostraron una correlacion tridimensional superior al 90%, en
el cual se puede evidenciar que, para las 302 muestras la mayoria de ellas se ubica en el centro
del plano factorial, al observar la figura 19, donde algunos de los datos referentes a la
variables acidez, humedad, y altitud que estan un poco mas alejadas del centro factorial, como
lo son los casos de Etiopia, Kenia y Sudan en lo cual estos datos puede presentar una
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fuerte variabilidad debido a su altitud comparada con las demas, asi mismo, Colombia,
presenta incidencia en la variable pH. Para establecer las causas de estas desviaciones, se
recomienda investigarlas con el objeto de disefiar normas y técnicas de caracterizacion
adaptadas al medio, los reportes comparables son pocos, esto podria ser un factor

determinante en la clasificacién, lo que deja la puerta abierta para realizar mas
investigaciones. Ver figura 19.
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5.5 QUIMICA DE LAS TOXINAS DE LAS ABEJAS

El veneno secretado por las abejas obreras se conoce como apitoxina, éstas lo emplean como
mecanismo de defensa ante sus depredadores naturales, al igual que contra otras especies de
abejas (Nates-Parra, 2011). Contiene diferentes péptidos, como la melitina, la apamina, la
adolapina, la sekapina, la prokamina y el péptido degranulador de mastocitos (vease figura
20) (Kurek-Gorecka, Gorecki, et al., 2020; Leandro et al., 2015). Los péptidos son los
principales componentes del veneno de abeja. Entre los péptidos, la melitina desempefia un
papel importante en la induccion de las reacciones asociadas a las picaduras de abeja (De
Souza & Ruvolo-takasusuki, 2019). La melitina induce la permeabilizacion de la membrana
lisa las células. También posee aminas bioldégicamente activas como la histamina, la
epinefrina, la dopamina, la norepinefrina y enzimas como la fosfolipasa A2, la hialuronidasa,
la fosfomonoestearasa &cida y la lisofosfolipasa (De Souza & Ruvolo-takasusuki, 2019;
Leandro et al., 2015) y otras sustancias quimicas que presentan diversas actividades
farmacéuticas (E. C. Brand&o et al., 2021). El veneno de abeja tiene otros componentes
ademas de los péptidos, incluyendo lipidos, carbohidratos y aminoécidos (Kim et al., 2019;
Kurek-Gorecka, Gorecki, et al., 2020; Kurek-Gorecka, Komosinska-Vassev, et al., 2020). La
abeja africanizada es la mas comun en la apicultura colombiana y su veneno (apitoxina)
(Pineda Guerra et al., 2016) suele asociarse con el dolor, ya que, cuando el ser humano es
picado por las abejas, puede producirse una inflamacidn local e incluso una reaccion alérgica.
El veneno de abeja se ha utilizado tradicionalmente en la medicina antigua y en la acupuntura
(Carpena et al., 2020).
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Figura 20. Compuestos quimicos recopilados de los articulos estudiados en el veneno de la abeja

Apis mellifera. (autoria)

Carpena et al., (2020), menciona en su articulo de revision que las principales actividades
bioldgicas ejercidas por el veneno muestran que la mayoria de los estudios se centran en la
comprension y prueba de los efectos antiinflamatorios y sus mecanismos de accion. También
se evallan otras propiedades como los efectos antioxidantes, antimicrobianos,
neuroprotectores o antitumorales, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, a pesar del
potencial terapéutico, existen ciertos problemas relacionados con su seguridad y la posible
aparicion de efectos adversos (Carpena et al., 2020). Desde esta perspectiva, se han
desarrollado nuevos enfoques para evitar estas complicaciones. Almeida-Muradian et al.,
(2020), considera el método trampa con el fin de recoger el veneno de la abeja, ya que induce
la picadura de las abejas con el minimo impacto en la salud de la colmena y de las abejas. A
nivel investigativo, los estudios cientificos buscan definir métodos extraccion con
rendimiento alto, en este caso (Pineda Guerra et al., 2016), reporta cuatro métodos para el
analisis protedmico de la apitoxina y asi determinar el método con el mejor resultado en
cuanto a la concentracion e integridad obtenida de las proteinas. Reportando que encontraron

los mejores resultados en cuanto a concentracion de proteinas mediante la resuspension de
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apitoxina en buffer de lisis, y precipitacion con acetona y con el método de resuspension de

apitoxina en agua destilada y precipitacion con acetona.

Si bien se sabe que la melitina y la fosfolipasa A2 (PLA2) son los compuestos mas
abundantes y estudiados del veneno de abeja (B, sigla en inglés), la melitina es un pequefio
péptido de 2,84 kDa, y representa aproximadamente el 50% del veneno en base seca. Sin
embargo, compuestos alergénicos como la fosfolipasa A2 y la hialuronidasa, enzimas con un
peso molecular de 19 y 38 kDa, respectivamente, impiden el uso directo de la apitoxina (E.
Branddo et al., 2021). A partir de esto Branddo, et al. 2021, utilizd la separacion de
membranas como enfoque potencial para el fraccionamiento de sus componentes. Los
resultados condujeron a un 70% de recuperacion de melitina y a un 99% de rechazo de
fosfolipasa A2. La limpieza de la membrana supuso una recuperacion de alrededor del 92%
del flujo y redujo el 94% de la resistencia al transporte. Los autores concluyeron “que los
resultados muestran valores significativos en cuanto a la recuperacion de la melitina y la
eliminacién de la fosfolipasa A2, indicando que la ultrafiltracion de flujo cruzado deapitoxina
es una opcion atractiva para el aislamiento de la melitina, que tiene un alto valor en el
mercado”. Finalmente se recopilaron las técnicas de analisis e instrumentacion reportadas en
los articulos estudiados, utilizadas para la identificacion de algunos de estos compuestos
presentes en el veneno de abeja Apis mellifera (véase tabla 2.).

Tabla 2. Técnicas de analisis e instrumentales recopilados de algunos articulos estudiados.

Técnica Detecta

HPLC acoplada con un detector Melitina y apamina

de matriz de diodos

HPLC acoplada con un detector Melitina y apamina
ultravioleta (UVD)

HPLC acoplada a la Apamina, el péptido degranulador de mastocitos
espectrometria de masas en (MCD) y los oligosacaridos liberados por el PLA2
tandem.

40



Electroforesis capilar (EC) Fosfolipasa A2(PLA2) y melitina
utilizando un UVD

Electroforesis capilar de alto Melitina, PLA2, MCD y apamina
rendimiento (HPCE)

La espectroscopia ultravioleta, la espectroscopia infrarroja, la espectrofotometria, la
resonancia magnética nuclear proton (LHNMR), la calorimetria diferencial de barrido y

la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.

5.6 QUIMICA DEL CUERPO DE LAS ABEJAS

Los insectos son un recurso vivo utilizado para la nutricibn humana, la medicina y la
industria. Poseen varias fuentes potenciales de proteinas, péptidos y biopolimeros, como la
seda, la quitina y el quitosano, se utilizan en la industria y para aplicaciones biotecnoldgicas
(Mohan et al., 2020). La quitina, y en especial su variante desacetilada, el quitosano, tiene
muchas aplicaciones, una de ellas, es su uso como material de soporte para farmacos 0 como
floculante en el tratamiento de aguas residuales y sus propiedades fisicoquimicas dependen
de su origen y del método de extraccion (Casadidio et al., 2019). Actualmente, las principales
fuentes comerciales de quitina y quitosano son los caparazones de crustaceos que se
acumulan como un importante producto de desecho de la industria alimentaria marina. Los
recursos de quitina existentes presentan algunos problemas naturales, como el suministro

insuficiente, la disponibilidad estacional y la contaminacion ambiental.

Por lo tanto, los insectos son considerados una fuente alternativa viable de quitina, pero no
se han explotado en el pasado debido a su limitada disponibilidad. Sin embargo, hoy en dia,
para la produccion sostenible, la cria de insectos se esta desarrollando considerablemente
(Hahn, Tafi, et al., 2020). La disponibilidad de grandes cantidades de biomasa de insectos y
de productos secundarios ricos en quitina, como las exuvias y los exoesqueletos, ha ido en
aumento. Donde la quitina se emplea como materia prima para toda la produccion comercial

de quitosano y glucosamina, con una produccién anual estimada de 2.000 y 4.000 toneladas,

41



respectivamente (I. & Rabea, 2011). En los insectos su exoesqueleto es una cubierta externa
normalmente dura/resistente producida por la actividad secretora de las células epidérmicas
(Sultankulov et al., 2019) y esta conformada de 20- 60% por dos principales sustancias: la
quitina (polisacérido nitrogenado) de estructura parecida a la celulosa y proteinas, asociadas
con la anterior en forma compleja. Estd compuesto por el polisacarido quitina, un polimero
formado por cadenas rectas y simples (no ramificadas) de N-acetil-2-Dglucosamina. La
quitina, que se encuentra como polisacarido estructural en el esqueleto externo de los
animales pertenecientes al filo Arthropoda (animales con exoesqueletos como: los insectos,
artrépodos y de algunos otros animales) y como componente de las paredes celulares de
ciertos hongos Yy algas, en abundancia (Nouri et al., 2016). Este polisacarido formado por N-
acetilglucosamina, de la misma forma que la glucosa compone la celulosa, la gran diferencia
esta en el incremento de los enlaces de hidrégeno que aportan una mayor resistencia al
material (Sultankulov et al., 2019; Tharanathan & Kittur, 2003). Gracias a sus buenas
cualidades la quitina ha sido siempre un compuesto bastante estudiado y utilizado, ademas
su obtencidn es facil, ya que es el segundo polimero natural mas abundante en la Tierra, tras
la celulosa. Su estructura parecida a la celulosa y la proteina, la quitina al hidrolizarse puede
convertirse en &cido acético y glucosamina, conocida como un polisacérido nitrogenado o un
polimero de residuos de anhidro-acetil- glucosamina de alto poder molecular, que estan
unidos por enlaces B-glicosidicos. También lo producen otros organismos vivos de l0s reinos
vegetal y animales inferiores, y sirve para muchas funciones en las que se requiere refuerzo

y resistencia.

En general, los insectos estdn compuestos por un 30-45% de proteinas, un 25-40% de grasas
y un 10-15% de quitina (Spranghers et al., 2017). Se ha reportado que el contenido de quitina
y quitosano de especies de himendpteros como la abeja de la miel, Apis mellifera, oscilan
entre el 2,5y 40% (Narguess et al., 2019; Nemtsev et al., 2004). Mohan et al., (2020), en su
articulo se centraron en la extraccion de quitina y quitosano de insectos, especialmente de los
ordenes Lepidoptera, Coleoptera, Orthoptera, Hymenoptera, Diptera, Hemiptera,
Dictyoptera y Odonata. En el cual, discute los métodos de extraccion, caracterizacion, las
propiedades fisicas y actividades bioldgicas de la quitina y el quitosano de la abeja Apis

mellifera. Ademas, se sefiala que la quitina y el quitosano de los insectos tienen numerosas
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actividades biolégicas y podrian utilizarse para aplicaciones alimentarias, biomédicas e
industriales. Donde se manifiesta las superficies morfologicas de la abeja (Apis mellifera)
caracterizadas por analisis microscopia electronica de barrido (SEM); analizando se las alas
(superficie rugosa regular), cabeza (muy fibrosa y raramente porosa), patas (muy fibrosas y
raramente porosas), torax (escamas superpuestas), abdomen (sélo poroso sin fibras). Por otro
lado, Mohan et al., (2020) en la tabla 5 (analisis termogravimétrico (TGA) de la quitina y el
quitosano de los insectos), cita a Kaya et al., (2015), donde se reporta las pérdidas de masa
de las quitinas aisladas de cinco partes diferentes de las abejas meliferas (véase figura 21),
que se registraron en dos fases; la primera fase se atribuirse a la evaporacion del agua de las
moléculas de quitina, mientras que la segunda pérdida de masa se debe a la descomposicidn
de las moléculas de quitina. En consecuencia, se obtuvieron porcentajes de pérdidas de masa
en la primera fase se registraron como el 6% para la quitina de la cabeza, el 4% para la quitina
del térax, el 3% para la quitina del abdomen, el 5% para la quitina de las patas y el 3% para
la quitina de las alas y porcentajes de segunda pérdida de masa del 67% para la cabeza, 56%
para el térax, 68% para el abdomen y la pata, y 60% para la quitina del ala. Teniéndose en

cuenta, las temperaturas maximas de degradacion (DTGmax): de 308 °C para la cabeza, 360

°C para el torax, 367 °C para el abdomen, 359 oC para las quitinas de las patas y las alas

(Kaya et al., 2015; Mohan et al., 2020).

Figura 21. Abeja (Apis mellifera): (a) forma del cuerpo entero, (b) cabeza (c) torax, (d) abdomen,
(e) patay (f) ala. (Kaya et al., 2015).
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Hahn et al., 2020 en su revision “Estado actual de la purificacion de la quitina y la produccion
de quitosano a partir de insectos”, mostraron una vision general de los estudios recientemente
publicados sobre la extraccion de quitina de los insectos, su posterior conversion en quitosano
y los principales métodos analiticos utilizados para caracterizar la quitina y el quitosano de
los insectos. Los métodos analiticos utilizados para obtener las caracteristicas fisicoquimicas,
la informacion estructural y la composicion quimica cumplen los requisitos cualitativos
basicos, pero sin satisfacer la necesidad de una evaluacién mas cuantitativa, para biomasa
(cuerpo completo) de la especie Apis mellifera (adulta), reporto un rendimiento de quitina
(peso seco de quitina/peso seco de la biomasa) de 51.0-77.2 % y de 11,4- 36,8. También, se
reportd el rendimiento de quitina para cinco partes del cuerpo de la abeja Apis mellifera: un
13,2 % para las patas 13,2%, 6,8% en el torax, 8,9% en la cabeza, 8,6% en el abdomen, y en
las alas de 7.6% (Hahn, Tafi, et al., 2020).

Por otro lado, el quitosano es mucho menos abundante en la naturaleza que la quitina y hasta
ahora sélo se ha encontrado en las paredes celulares de ciertos hongos (I. & Rabea, 2011).
Este se considera de la familia de copolimeros binarios lineales de (1 — 4) unidades
enlazadas y 2-amino-2-deoxi-B-D-glucopiranosa (GIcN; unidad D). El término quitosano no
se refiere a un compuesto definido de forma Unica; simplemente se refiere a polisacaridos
con diferente composicion de unidades A y D, blanco, duro, inelastico y nitrogenado. Se ha
propuesto definir la quitina y el quitosano en funcion de su solubilidad en acido acético
acuoso, es decir, el quitosano como soluble y la quitina como insoluble (I. & Rabea, 2011;
Triunfo et al., 2021). Ademas, la quitina es hidrofdbica, es insoluble en agua y en disolventes
organicos comunes Y resulta ser soluble sélo en hexafluoroisopropanol, hexafluoroacetona,
cloroalcoholes cuando se conjugan con soluciones acuosas de acido y dimetilacetamida en
cloruro de litio al 5% (Rinaudo, 2006) y en liquidos ionicos (Singh, 2019). Los grupos amino
del quitosano mejoran su solubilidad a valores de pH inferiores a 6,5, que es su valor de pKa.
Por lo tanto, el problema de solubilidad de la quitina puede superarse desacetilandola en

quitosano, que es asi soluble a pH acido (Triunfo et al., 2021).

Debido a que la quitina esta asociada a otros componentes, requiere de tratamientos severos

para eliminarlos del material quitinoso para preparar quitina y luego quitosano a gran escala.

44



Las proteinas se eliminan de las muestras molidas (biomasa, cascarones, entre otros)
tratandolas con hidréxido de sodio o mediante la digestion con enzimas proteoliticas como
la papaina, la pepsina, la tripsina y la pronasa (I. & Rabea, 2011). Los minerales como el
carbonato de calcio y el fosfato de calcio se extraen con &cido clorhidrico. Los pigmentos
como la melanina y los carotenoides se eliminan con permanganato potasico al 0,02% a 60-C
o0 con peroxido de hidrégeno o hipoclorito de sodio. La conversion de la quitina en quitosano
se consigue generalmente mediante la hidrolisis de los grupos acetamida de la quitina (Hahn,
et al., 2020). Esto se lleva a cabo normalmente mediante un tratamiento severo de hidrélisis
alcalina debido a la resistencia de dichos grupos impuesta por el trans-arreglo de los

sustituyentes C2-C3 en el anillo de glucosa (Pandey et al., 2018).

Los tratamientos térmicos de la quitina bajo alcalis acuosos fuertes suelen ser necesarios para
dar quitina parcialmente desacetilada (grado de acetilacion, DA < 30%), considerada como
quitosano. Por lo general, este proceso se logra mediante el tratamiento con una solucion
concentrada de hidroxido de sodio o de potasio (40-50%) a 100°C o mas para eliminar
algunos o todos los grupos acetilo del polimero (I. & Rabea, 2011). Este proceso,
denominado desacetilacion, libera grupos aminos (NH2) y confiere al quitosano una
caracteristica cationica. Esto es especialmente interesante en un entorno &cido, donde la
mayoria de los polisacaridos suelen ser neutros o estar cargados negativamente. Se lleva a
cabo a temperatura ambiente (desacetilacion homogénea) o a temperatura elevada
(desacetilacion heterogénea), dependiendo de la naturaleza del producto final deseado. Sin
embargo, se prefiere este Gltimo para fines industriales. En algunos casos, la desacetilacion
se lleva a cabo en presencia de tiofenol como secuestrador de oxigeno o bajo atmosfera de
N2 para evitar la degradacion de la cadena que se produce invariablemente debido a reaccion
de pelado en condiciones alcalinas fuertes (I. & Rabea, 2011). Otro método empleado para
obtener quitosano de mayor pureza se logra al disolver la muestra en un acido (por ejemplo,
acido acético) y filtrar para eliminar los materiales extrafios. El producto clarificado es
entonces liofilizado para dar una sal &cida de quitosonio soluble en agua o precipitado con

NaOH, lavado y secado para dar un producto en forma de amina libre (Casadidio et al., 2019).
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Nemtsev et al., (2004), aisl6 la quitina y quitosano a partir de abejas muertas (biomasa),
empleando desproteinizacion a la biomasa, ademas desarrollé la decoloracion del complejo
quitina-melanina, la desacetilacion y la hidrdlisis enzimatica del quitosano. reportando una
humedad del 8-10%, las abejas contenian un 35- 45% de proteina, 23-32% de quitina, 30-
40% de melanina y 2-3% de compuestos minerales (Nemtsev et al., 2004). Tsaneva et al.,
2018, plantearon en su articulo, el aislamiento y la caracterizacion de abejas Apis mellifera
(biomasa). En el que sefiala porcentajes de propiedades fisicoquimicas en la muestra tales
como, las proteinas con un 56,2%, los hidratos de carbono al 11,3%, los componentes
lipidicos en un 10,4%, 0,5% de minerales e identificaron trece acidos grasos principales: el
oleico (56,0%), el palmitico (22,6%) y el estearico (11,6%). También se determind la
composicién de esteroles, siendo el campesterol el principal componente con un porcentaje
de 50,2%. Cabe recalcar que se trabajo con un rendimiento del 8,8% de la quitina, y para la
caracterizacion se utilizé espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (Tsaneva et
al., 2018).

Silva et al., (2015), en su trabajo “Actividad antifingica del quitosano microbiolégico y
tratamiento de recubrimiento en tomate cherry (Solanum lycopersicum var. Cerasiforme)
para proteccion poscosecha”, menciona que el quitosano se encuentra naturalmente en la
pared celular de los hongos (Zygomycetes) y se puede obtener de la quitina por desacetilacion
para formar una mayor proporcion de unidades de cadena de polimero B1,4-2-amino-2-
desoxi-D-glucosa, y un menor nimero de unidades de P1,4-2-acetamido-2-desoxi-D-
glucosa. En este estudio los autores evaluaron el efecto de la actividad microbiana del
quitosano (Ch) y recubrimientos bioactivos en tomate cherry para proteger contra la infeccion
por Botrytis cinerea. El quitosano obtenido de Rhizopus arrhizus mostré un grado de
desacetilacion (DD) del 68% y pesos moleculares de 1,40 x 10* g / mol. Los estudios de
viabilidad de las esporas con el patdgeno B cinerea por microscopia éptica mostraron que el
70% de los tubos germinativos se formaron en 16 horas de incubacion. Se realizaron
investigaciones con quitosano (Ch) evaluando su concentracién minima inhibitoria (MIC) y
concentracion minima de fungicida (MFC) de 100 pg / ml contra B. cinerea. Los
recubrimientos bioactivos en tomate cherry con quitosano (Ch) a una concentracion de 100
Mg / mL mostraron una mayor proteccion contra la infecciéon por B. cinerea. Obteniendo
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resultados prometedores que muestran el potencial del quitosano microbioldgico (Ch) para
el patdgeno B. cinerea, lo que sugiere que es una proteccion importante para los cultivos (A.
Silva et al., 2015).

A lo largo del estadio larvario, el cuerpo graso de los insectos holometdbolos sintetiza y
secreta una gran cantidad de proteinas. Estas proteinas de almacenamiento larvario, que
aumentan considerablemente en la hemolinfa hasta el dltimo estadio larvario, se han
identificado principalmente hexamerinas, ya que estas generalmente estan compuestas por
seis subunidades polipeptidicas (Juliana Ramos Martins & Gentile, 2016). Utilizando un
anticuerpo especifico en experimentos de inmunolocalizacién y microscopia confocal de
barrido laser, se investigd previamente la localizacion subcelular de HEX 110 en el cuerpo
graso de la abeja melifera durante el apice metamorfico, es decir, la transicién larval-pupal.
La HEX 110 se localizé en el citoplasma y el nucleo de las células del cuerpo graso (Juliana
Ramos Martins & Bitondi, 2012). Apoyando los hallazgos de Martins & Bitondi, 2012, sobre
la localizacion nuclear de la HEX 110, Begna et al. 2012 detectaron la HEX 110 en el
proteoma nuclear de las larvas de abeja obrera y reina en el cuarto y quinto instar, utilizando
el enriquecimiento de proteinas nucleares, la electroforesis bidimensional y la espectrometria
de masas (Begna et al., 2012). Ademas, para combatir la opinion de que las hexamerinas son
exclusivamente proteinas de almacenamiento de las larvas, también se detectaron transcritos
del HEX 110 en el cuerpo graso de las abejas obreras adultas, en las génadas en desarrollo
de las obreras y los zanganos, y en los ovarios de las reinas que ponen huevos, como se
demostrd6 mediante RT-PCR (Juliana R Martins et al., 2010). Estos hallazgos llevaron a
(Juliana Ramos Martins & Gentile, 2016) estudiar estas proteinas con la expectativa de
descubrir funciones adicionales en el desarrollo de los insectos. Mostrando que una
Hexamerina de abeja, HEX 110, se localiza en el citoplasma y el nucleo de las células
ovaricas. Ademas, en el nicleo de las células somaticas y de la linea germinal, la HEX 110
se localiza con una proteina nucleolar, la fibrilarina, lo que sugiere una funcion estructural o
incluso reguladora en el nucléolo. La RNasa A (RNasa pancreatica bovina) provoco la
pérdida de sefiales de HEX 110 en los ovariolos, lo que indica que la localizacién subcelular
depende del ARN. Esto se vio reforzado al incubar los ovarios con pironina Y, un colorante

especifico del ARN. En conjunto, la co-localizacion con fibrilarina y pironina Y, y la
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sensibilidad a la RNasa, ponen de relieve las funciones sin precedentes de HEX110 en el
nucléolo, la estructura nuclear que alberga el grupo de genes implicado en la produccion de
ARN ribosomico. Sin embargo, los patrones similares de distribucion de los focos de HEX
110 en los ovarios activos e inactivos de reinas y obreras excluyen su asociacién con el estado

funcional de estos 6rganos.

Hay que tener en cuenta que las diferencias especificas de casta relacionadas con la estructura
y funcion del ovario son cuestiones centrales en el tema de la evolucion de la sociabilidad de
los insectos (Hoover et al., 2003). Las obreras de las abejas meliferas presentan una marcada
reduccién del nimero de ovariolas, las unidades estructurales de los ovarios, en comparacion
con las reinas. En condiciones regulares, es decir, en colonias encabezadas por una reina, el
crecimiento de los ovocitos estd en general inhibido en los ovariolos restantes de las obreras.
Solo excepcionalmente, en caso de pérdida de la reina, las obreras se liberan del efecto

inhibidor de la feromona de la reina (Hoover et al., 2003).

6. CONCLUSIONES

Se denota la falta de muestreo para determinar la caracterizacion, identificacion y méas aun la
composicion quimica de especies de abejas regionales, en el pais y varios paises del mundo,
ya que los estudios revelan que la mayoria de los reportes morfol6gicos y de especies se
concentran en Estados Unidos y Brasil.

En las propiedades fisicoquimicas de la miel, polen y propéleos que son los productos
mayormente comercializados para Apis mellifera es imprescindible la necesidad de unificar
protocolos de determinacion de las propiedades que faciliten estudios de comparacion mas
alla de las normas o un articulo base. De los datos que se lograron comparar se debe
profundizar en estudios en las diferentes regiones del mundo, ya que Brasil es el pais que
mas aporta estudios en esta area.

En los estudios de correlacion se logra evidenciar que los vectores escogidos no tienen una
buena reduccion lo cual se traduce en una baja relacion entre ellos, eso se puede explicar

debido a la amplia diversidad de flora en las que tienen incidencia las abejas.
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La extraccion del quitosano se ha enfocado en Apis mellifera bajo condiciones de extraccion
basica es mas favorable, se ha identificado diversas potencialidades como su capacidad
antibacteriana y bactericida, se requieren estudio mas direccionados, que midan el impacto
en la recoleccién de la biomasa, la incidencia de los lugares de recoleccion de la biomasa, lo
cual podria ser Gtil para conocer también los cambios a los que se someten las abejas por la

incidencia ambiental.
7. RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones referentes al tema, a la hora de desarrollar un método estandar
de determinacién de las propiedades fisicoquimicas, se recomienda tener en cuenta los

parametros propuestos entre este trabajo.

Se requiere la estandarizacion de los protocolos de muestreo para garantizar la

reproducibilidad de los analisis.
Los resultados de los diferentes pardmetros fisicoquimicos evidencian la importancia de
ajustar la normativa dependiendo de la vegetacion del lugar, por ello se sugiere realizar

estudios en regiones donde se carece de ellos.

Teniendo en cuenta que de la vegetacion dependen los valores para las diferentes propiedades

fisicoguimicas, se sugiere realizar analisis palinoldgicos exhaustivos.

En cuanto a la biomasa que podria utilizarse para preparar derivados con diferentes
propiedades, se requieren estudios de afectacion de la recoleccidn de esta biomasa.
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Anexo 1. Algoritmo de Python.

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt

from sklearn import datasets

from sklearn.decomposition import PCA

import pandas as pd

from sklearn.preprocessing import StandardScaler

from matplotlib.colors import ListedColormap

from mpl_toolkits.mplot3d import Axes3D
from matplotlib.patches import FancyArrowPatch

from mpl_toolkits.mplot3d import proj3d

class Arrow3D(FancyArrowPatch):
def___init_(self, xs, ys, zs, *args, **kwargs):
FancyArrowPatch. _init_(self, (0,0), (0,0), *args, **kwargs)
self._verts3d = xs, ys, zs

def draw(self, renderer):
xs3d, ys3d, zs3d = self._verts3d
XS, Ys, zs = proj3d.proj_transform(xs3d, ys3d, zs3d, renderer.M)
self.set_positions((xs[0],ys[0]),(xs[1],ys[1]))

FancyArrowPatch.draw(self, renderer)

def do_3d_projection(self, renderer=None):
xs3d, ys3d, zs3d = self._verts3d
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XS, ys, zs = proj3d.proj_transform(xs3d, ys3d, zs3d, self.axes.M)
self.set_positions((xs[0],ys[0]),(xs[1],ys[1]))

return np.min(zs)

X = np.loadtxt('D:/Respaldo Informacion/Documents/PCA/MIEL/ens3/DATA.txt')
y = np.loadtxt('D:/Respaldo Informacion/Documents/PCA/MIEL/ens3/LABEL.txt')
print(X)
print(y)

#X=np.array([[1.4,1.2,1.6],[9.5,9.3,9.1],[7.4,7.3,7.6],[0.4,0.3,0.6],[40.4,40.3,40.6]])
#Caracteristicas
#y=np.array([0,1,2,3,4]) #clases

carac=['ALTITUD', 'PH', 'ACIDEZ', 'HUMEDAD'] #observaciones 1 por cada columna de
la data

classes = [ARABIA', 'BRAZIL', 'COLOMBIA', 'CUBA'ESPANA', 'ETIOPIA,
'‘GRECIA''KENIA', 'SUDAN' #Se colocan las etiquetas de las clases

colours =
ListedColormap(['red','green’,'blue’,'cyan’,'yellow','black’,'brown’,'salmon’,"aqua’])#colores
por clases 1 por cada 1

color = ['black’,'black’,'black’,'black']#colores de las caracteristicas

#print(y)

#X=np.delete(X, 0, axis=1) #0 borra individuo 1 borra caracteristica
#X=np.delete(X, 0, axis=1) #0 borra individuo 1 borra caracteristica
#X=np.delete(X, 1, axis=1) #0 borra individuo 1 borra caracteristica

# In general, it's a good idea to scale the data prior to PCA.
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HHHHHHH

plot3d=1
eigenvector=1
plot_eigenvector=1
HHHHHHH

scaler = StandardScaler()
scaler.fit(X)
X=scaler.transform(X)
pca = PCA()

pca.fit(X)
varianza = pca.explained_variance_ratio_

var_acum= np.cumsum(varianza)

fig, ax = plt.subplots(nrows=1, ncols=1, figsize=(6, 4))

for x in range(0, len(varianza)):
ax.annotate(round(varianza[x],3),(x+1,varianza[x]),textcoords="offset points",

xytext=(0,5),ha="center’)

for x in range(0, len(varianza)):

ax.annotate(round(var_acum[x],3),(x+1,var_acum[x]),textcoords="offset points",

xytext=(0,5),ha="center’, bbox=dict(boxstyle="round,pad=0.2", fc="yellow', alpha=0.3))

colors =["g", "r"]
texts = ["ACCUMULATED VARIANCE", "INDIVIDUAL VARIANCE" ]
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patches = [ plt.plot([],[1, marker="0", ms=5, Is="", mec=None,
color=colors][i],label="{:s}".format(texts[i]))[0] for i in range(len(texts)) ]

plt.legend(handles=patches,loc=(0.76,0.8), ncol=1, facecolor="None", numpoints=1)

plt.xlim(0,len(varianza)+1)

ax.bar(range(1,len(varianza)+1), varianza, color = (0.5,0.1,0.5,0.6))
ax.plot(range(1,len(varianza)+1), var_acum ,color='green’, marker='0', linestyle='-
"linewidth=1, markersize=5)

ax.plot(range(1,len(varianza)+1), varianza  ,color='red’, marker='0', linestyle="--

"linewidth=1, markersize=5)

ax.set_title ("VARIANCES', fontsize=12,fontweight = 'bold")

ax.set_xlabel (PRINCIPAL COMPONENTS', fontsize=12,fontweight = 'bold")
ax.set_ylabel (% VARIANCE', fontsize=12,fontweight = 'bold’)
ax.grid(color="#95a5a6", linestyle="--', alpha=0.7)

plt.show()

x_new = pca.fit_transform(X)

def myplot2d(score,coeff): #los coeff son las cordenada de las caracteristicas
xs = score[:,0] #datos pcl
ys = score[:,1] #datos pc2
n = coeff.shape[0] #numero de caracteristicas
#Normalizacion y grafico
scalex = 1.0/(xs.max() - xs.min())

scaley = 1.0/(ys.max() - ys.min())

scatter=plt.scatter(xs * scalex,ys * scaley, ¢c =y, cmap=colours)

plt.legend(handles=scatter.legend_elements()[0], labels=classes)
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if eigenvector==1:
for i in range(n):
plt.arrow(0, O, coeff[i,0], coeff[i,1],color = 'k',alpha = 0.6)
plt.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1, str(carac[i]), color = str(color[i]), ha = 'center’,
va = 'center’)
#plt.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1, "Class"+str(i+1), color ='g', ha = 'center’,

va = 'center")

plt.title(PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS', fontsize=12,fontweight = 'bold’)
plt.xlim(-1.5,1.5)
plt.ylim(-1.5,1.5)

plt.xlabel("PC{}".format(1)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[0]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")
plt.ylabel("PC{}".format(2)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[1]*100,2)),

fontsize=10,fontweight = 'bold")
plt.grid(color="#95a5a6", linestyle="--', alpha=0.7)
plt.show()

if plot_eigenvector==1:
for i in range(n):
plt.arrow(0, 0, coeff[i,0], coeff[i,1],color = 'k',alpha = 0.6)
plt.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1, str(carac[i]), color = str(color[i]), ha = 'center’,
va = 'center")
#plt.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1, "Class"+str(i+1), color ='g', ha = 'center’,
va = 'center’)
plt.title("VARIABLES FACTOR MAP (PCA)', fontsize=12,fontweight = 'bold’)
plt.xlim(-1.5,1.5)
plt.ylim(-1.5,1.5)
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plt.xlabel("PC{}".format(1)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[0]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

plt.ylabel("PC{}".format(2)+' "+'[{}%]'.format(round(varianza[1]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

plt.grid(color="#95a5a6", linestyle="--', alpha=0.7)

plt.show()

def myplot3d(score,coeff): #los coeff son las cordenada de las caracteristicas

xs = score[:,0] #datos pcl

ys = score][:,1] #datos pc2

zs = score[:,2] #datos pc2

n = coeff.shape[0] #numero de caracteristicas

#Normalizacion y grafico

scalex = 1.0/(xs.max() - xs.min())

scaley = 1.0/(ys.max() - ys.min())

scalez = 1.0/(zs.max() - zs.min())

fig = plt.figure()
ax = fig.add_subplot(projection="3d")

scatter=ax.scatter(xs * scalex,ys * scaley, zs * scalez,c =y, cmap=colours )
ax.legend(handles=scatter.legend_elements()[0], labels=classes)

if eigenvector==1.:
for i in range(n):
a = Arrow3D([0, coeff[i,0]], [0, coeff[i,1]],[0, coeff[i,2]],mutation_scale=5,
arrowstyle="-|>", color="k")
ax.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1,coeff[i,2]* 1.1, str(carac[i]), color =
str(color[i]), ha = 'center’, va = 'center’)

ax.add_artist(a)
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ax.set_title(PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS', fontsize=12,fontweight = 'bold’)
ax.set_xlim(-1,1)
ax.set_ylim(-1,1)

ax.set_zlim(-1,1)

ax.set_xlabel("PC{}".format(1)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[0]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

ax.set_ylabel("PC{}".format(2)+' "+'[{}%]'.format(round(varianza[1]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

ax.set_zlabel("PC{}".format(3)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[2]*100,2)),

fontsize=10,fontweight = 'bold")
ax.grid(color="#95a5a6', linestyle="--', alpha=0.7)

plt.show()

if plot_eigenvector==1:
fig = plt.figure()
ax = fig.add_subplot(projection="3d")
for i in range(n):
a = Arrow3D([0, coeff[i,0]], [0, coeff[i,1]],[0, coeff[i,2]],mutation_scale=5,
arrowstyle="-|>", color="k")
ax.text(coeff[i,0]* 1.1, coeff[i,1] * 1.1,coeff[i,2]* 1.1, str(carac]i]), color =
str(color[i]), ha = 'center’, va = 'center’)
ax.add_artist(a)
ax.set_title(VARIABLES FACTOR MAP (PCA)', fontsize=12,fontweight = 'bold")
ax.set_xlim(-1,1)
ax.set_ylim(-1,1)
ax.set_zlim(-1,1)
ax.set_xlabel("PC{}".format(1)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[0]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold’)
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ax.set_ylabel("PC{}".format(2)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[1]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

ax.set_zlabel("PC{}".format(3)+' '+'[{}%]'.format(round(varianza[2]*100,2)),
fontsize=10,fontweight = 'bold")

ax.grid(color="#95a5a6", linestyle="--', alpha=0.7)

plt.show()

#print(x_new)

#print(pca.components )

if plot3d==0:
#Call the function. Use only the 2 PCs.
# filas y columnas

myplot2d(x_new[:,0:2],np.transpose(pca.components_[0:2, :]))
else:

#Call the function. Use only the 3 PCs.
myplot3d(x_new[:,0:3],np.transpose(pca.components_[0:3, :]))
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