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RESUMEN

El propdleo es producido por las abejas a partir de resinas recolectadas de brotes o exudados de
plantas; se emplea para sellar grietas y reducir el riesgo de enfermedades dentro de la colmena. La
composicion quimica del propdleo estd estrechamente relacionada con la vegetacidn cercana al sitio
de recolecciéon y la especie de abeja que lo produce. En Colombia, la comercializacién del propdleo
ha quedado relegada a la venta de tinturas en tiendas naturistas, como componente de algunos
productos cosméticos y como complemento dietético en la industria alimentaria. Sin embargo, el
uso de propdleos en productos sanitarios y alimentarios requiere su estandarizacion. Si bien algunos
estudios preliminares indican que el propdleo colombiano tiene una actividad bioldgica significativa,
la poca informacién ha restringido su uso, haciendo imperativa su caracterizacion en Colombia, ya
que los estudios sobre su composicién quimica, especialmente el propdleo de abejas sin aguijén y
particularmente en Norte de Santander, son limitados. Por lo anterior, en este proyecto se llevd a
cabo la caracterizacion espectroscépica de propdleos de abejas sin aguijéon por espectroscopia
infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de las especies: Scaptotrigona sp., Trigona angustula,
Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp. y Melipona favosa, colectados en localidad de Bochamela
- Norte de Santander y se comparé con el producido por abejas con aguijon de las especies Apis
mellifera (africanizada) y Apis mellifera carnica (de Alemania) que son los mds conocidos .

Palabras Claves: Propdleos, ATR-FTIR, Quimiometria, Abejas

ABSTRACT

Propolis is produced by bees from resins collected from plant shoots or exudates; It is used to seal
cracks and reduce the risk of disease within the hive. The chemical composition of propolis is closely
related to the vegetation near the collection place and bee species. In Colombia, the marketing of
propolis has been relegated to the sale of tinctures in health food stores, as a component of some
cosmetic products and as a dietary supplement in the food industry. However, the use of propolis
in health and food products requires its standardization. Although some preliminary studies indicate
that Colombian propolis has significant biological activity, little information has restricted its use,
making its characterization imperative in Colombia, since studies on its chemical composition,
especially propolis from stingless bees and particularly in Norte de Santander, are limited.
Therefore, the main purpose of this project was to carry out the spectroscopic characterization of
propolis from stingless bees by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) of the species:
Scaptotrigona sp., Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp. and Melipona
favosa, collected in the town of Bochamela - Norte de Santander and compared with that produced
by bees with stingers of the species Apis mellifera (Africanized) and Apis mellifera carnica (from
Germany), which are the best known.

Keywords: Propolis, ATR-FTIR, Chemometrics, Bees.



INTRODUCCION

La biodiversidad en los ecosistemas depende directamente de la polinizacion de las abejas, es decir,
un factor crucial, la produccién mundial de la agricultura es mantenida principalmente por estos
insectos, ya que actian como "proveedores de servicios"(Herrera-Lopez et al., 2019). Las abejas
proporcionan variedad de productos a los humanos, Uno de los productos apicolas de uso mas
extendido es la miel, sin embargo, existen otros productos de las abejas por los que la humanidad
ha mostrado gran interés, entre ellos se pueden mencionar la cera, el polen, la jalea real y el
propdleo. Siendo este uUltimo el mas aprovechado desde hace menos de tres mil afios por los
sacerdotes del antiguo Egipto los cuales lo empleaban como medicina y como un ungilento
(Kuropatnicki et al., 2013).

El propdleo es un material producido por las abejas a partir de sus secreciones salivales, cera y
sustancias resinosas que recogen de diferentes soportes vegetales como cogollos, ramas jévenes, o
heridas de ciertos arboles (dlamos, abedules, sauces, hayas, etc.) y arbustos. En la colmena, el
propdleo tiene multiples usos: es un mortero que sirve para rellenar grietas o huecos, para sellar
contra la humedad y el desarrollo de moho y para proteger la colonia estrechando la entrada de la
colmena (Monteil et al., 2022).

La composicion del propdleo es variada por su origen botanico y geografico. Basicamente, el
propdleo crudo se compone principalmente de resinas vegetales (50-70%), aceite y ceras (30-50%),
10% de polen esencial (5%-10%) y otros compuestos quimicos que incluyen aminoacidos, minerales,
azucares, vitamina B, C y E, flavonoides, fenol y compuesto aromaticos. Los flavonoides, fenoles,
diterpenos y compuestos alifaticos son los principales compuestos quimicos que caracterizan los
diferentes tipos de propdleos (dlamo, brasilefio y mediterraneo), y son responsables de su actividad
antimicrobiana (Bouchelaghem , 2022).

Actualmente en Colombia, la meliponicultores es una actividad agricola que estd iniciando, pero
cada vez toma mas fuerza. Sin embargo, pocos saben de las abejas nativas, y mucho menos del
potencial de mercadeo de sus productos. Por lo tanto, el objetivo principal de este proyecto fue
llevar cabo la caracterizacidn y discriminacion de propodleos de abejas sin aguijéon por espectroscopia
infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) de las especies: Scaptotrigona sp., Trigona angustula,
Frieseomelitta paupera, colectados en localidad de Bochalema - Norte de Santander y comprarlo
con el producido por abejas con aguijon de las especies Apis mellifera (africanizada) y Apis mellifera
carnica (de Alemania) que son los mas estudiados conocidos.



1. MARCO REFERENCIAL

Las abejas son los insectos mds antiguos, habitan nuestro planeta desde hace mas de 30 millones
de afios, habitan en todos los continentes de la Tierra excepto en la Antdrtida. Estos insectos son
extremadamente sociables, ya que viven en colonias que se establecen en forma de enjambres y en
los que se organizan en una estricta jerarquia de tres rangos sociales: la abeja reina, los zanganos y
las abejas obreras. Se conocen mas de 20.000 subespecies distintas de abeja divididas en 7 familias
reconocidas (Hixon et al., 2010).

Dentro de las siete familias de las abejas encontramos la Apidae en la cual se encuentra la subfamilia
Apinae, que se divide en 4 tribus: Apini (abejas de la miel), Euglossini (abejas de las orquideas),
Bombini (abejorros) y Meliponini (abejas sin aguijon) (fig.1).

Euglossini Bombini: Bombus Meliponini
Trigona y melipona

Figura 1 Subfamilia Apinae: Apini, Euglossini, Bombini y Meliponini

Fuente: https://www.ispotnature.org/communities/uk-and-ireland/species-dictionary/NBNSYS0100001342/animalia

1.1 Abejas sin aguijon

Las abejas sin aguijon pertenecen a la tribu Meliponini, en la familia Apidae y estan estrechamente
relacionadas con las abejas meliferas comunes, Apis melifera. Se les llama “sin aguijon” porque
tienen un agujon reducido y no lo usan para la defensa; en cambio, defienden su nido mordiendo
(Nates, 2001). La tribu Meliponini consta de mas de 600 especies (61 géneros) que se encuentran
en regiones tropicales de todo el mundo, con su mayor abundancia y diversidad en el Neotrdpico
(América del Sur y Central), y también en Africa tropical, el sudeste asiatico y Australia (Hrncir et al.,
2016). Son eusociales y viven en colonias con una reina, con entre unas pocas docenas y varios miles
de obreras (Roubik et al., 1986).

Las abejas sin aguijon son Unicas, pueden defenderse a pesar de no poder picar, al producir una
sustancia pegajosa, conocida como propéleo, que ayuda a proteger sus colmenas y a si mismas de
intrusos externos y al nido de cambios bruscos en su temperatura (lbrahim et al., 2016). El propdleo



es un material resinoso natural que en algunas especies puede estar mezclado con hojas, cortezas
de plantasy capullos de flores recolectados de numerosas fuentes vegetales, también esta mezclado
con cera y enzimas salivales secretadas por las abejas (Jayanthi & Kothai, 2017).

1.2 Propdleo

La etimologia del propdleo proviene del griego, pro significa "delante" y polis significa "ciudad”. Por
lo tanto, propdleos, una palabra compuesta de las dos etimologias, significa proteger a toda la
ciudad desde el frente de la ciudad, y también significa que la ciudad (aldea) es segura y se previenen
las enfermedades (Burdock, 1998) Esta destinado a proteger la vida de las abejas en la colmena. El
propdleo es un producto natural de las colmenas de abejas que tiene una consistencia resinosay es
muy variable en términos de apariencia fisica y color, dependiendo del origen botanico, geografico
y tiempo de su recoleccion (Noor El -Deen et al., 2013; Zulhendri, Ravalia, et al., 2021) es empleado
por las abejas en la colmena para cubrir paredes, bloquear agujeros, reparar peines y embalsamar
a cualquier alienigena que ataque a la colmena, para que no puedan escapar. Ademas, una de sus
funciones principales es reducir el flujo de aire en la célula para retener el calor (Sods et al., 2019).

Las abejas extraen el propdleo de las yemas valiéndose de sus mandibulas y de su primer par de
patas, asi como la secrecidon de sus glandulas mandibulares (acido 10-hidroxidecenoico) lo cual
permite su ablandamiento y trituracion para ser transportado a la colmena. Al entrar a la misma, las
propolizadoras toman pequefias cantidades de esa sustancia completando el propolizado (Pedraza,
2012).

1.1.1 Historia del propédleo

El propdleo fue mencionado por primera vez en la antigiedad donde se encontraron
representaciones de abejas elaborando propéleos, en jarrones originarios del antiguo Egipto. Los
egipcios empleaban esta sustancia para embalsamar cadaveres y aliviar diferentes padecimientos,
también asociaban a las abejas con los dioses, lo que se confirma por el hecho de que uno de los
titulos de los faraones era "Rey abeja". A su vez, los antiguos griegos agregaron propéleos como
ingrediente principal del perfume Illamado polyanthus (Martinotti & Ranzato, 2015). Las
propiedades medicinales del propdleo probablemente fueron identificadas por médicos, cientificos
griegos y romanos como Aristdteles, Plinio el Viejo, Galeno, Cornelio Celso y Dioscérides (Anjum et
al., 2019). Uno de los primeros médicos que empleo esta sustancia fue Hipdcrates (considerado el
padre de la medicina moderna) quien lo administré para el tratamiento de Ulceras de la piel y
seguidamente Aristoteles para el tratamiento de abscesos y heridas. El propdleo también era
conocido por los antiguos persas, drabes y judios. La palabra hebrea para propdleos es "tzori" fue
descrita en el Antiguo Testamento como un bdlsamo terapéutico y un componente del incienso
especial. Arabes y persas usaron propdleos como droga contra varias enfermedades y agente
limpiador (Kuropatnicki et al., 2013).



En la edad media se utilizaba en ungilientos como antisépticos, cicatrizantes de heridas y en solucién
para la desinfeccién bucal, en Europa Durante los siglos XIV y XVIII los franceses los emplearon en
el tratamiento de llagas. En el siglo XVII Stradivari los utilizaba para barnizar sus instrumentos
musicales, sugiriendo que las propiedades de los propdleos tienen algo que ver con la prodigiosa
sonoridad de sus instrumentos (Padron, Alexander et al., 2012) . Curiosamente, existia la costumbre
de colocar un trozo de propdleo en el ombligo del recién nacido. John Gerard en su libro de hierbas
"The History of Plants" (1597) se refirié al uso del propdleo para hacer unglientos que tenian un
efecto beneficioso sobre inflamaciones y moretones (Kuropatnicki et al., 2013) . Durante la guerra
anglo-bdery la Segunda Guerra Mundial, los médicos intentaron usar propéleo para la regeneracién
de tejidos y la cicatrizaciéon de heridas, asi como para tratar la tuberculosis, la inflamacién pulmonar
y la desnutricién (Wali et al.,, 2017). Desde entonces, el uso del propdleo se ha extendido
gradualmentey ahora la lista de sus aplicaciones es casi interminable. Incluye no solo la cicatrizacion
de heridas, sino también el tratamiento del psoriasis, prurito, gingivitis, estomatitis, trastornos
reumaticos e incluso esguinces. Ademads, se encuentra en la composicién de cosméticos vy
suplementos dietéticos (Kharsany et al., 2019).

Aungue el propdleo se hizo muy popular en Europa (principalmente debido a sus propiedades
antibacterianas) entre los siglos XVII y XX, la era de la investigacion cientifica intensiva sobre él solo
comenzo a finales de los siglos XIX y XX. Resulté que este interesante producto de las abejas tiene
un amplio espectro de efectos terapéuticos y contiene mas de 300 componentes diferentes
(Kuropatnicki et al., 2013).

1.1.2 Composiciéon quimica del propdleo

La composicion de cada propéleo varia dependiendo de la especie y del tipo de resina vegetal
disponible y las sustancias que son sintetizadas y secretadas por las abejas (fig.2). Estd compuesto
principalmente por resinas (50%), cera (30%), aceites esenciales (10%), fendlicos y flavonoides
(10%), polen (5%), incluidas vitaminas y minerales (5%) (Ozer, 2020). El propdleo es bien conocido
por sus antibacterianos, antifungicos, antitripanosdmicos, antimicrobianos, antioxidantes,
antiinflamatorios y antihepatotoxicos actividades. Un estudio realizado en Irdn encontré que varios
compuestos bioactivos en el propdéleo como el 3-metil-2-butenil cafeato y el cafeato de fenil-etilo
se pueden usar eficazmente para tratar a pacientes de ortodoncia sin tener los efectos adversos
como lesiones, sabor desagradable y reaccion alérgica cuando se usa enjuague bucal con
clorhexidina (Dehghani et al., 2019). Se cree que los principales compuestos bioactivos en el
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Figura 2 Propdleo

Fuente: https://doi.org/10.1016/j.phymed.2019.153098



propdleo estan relacionados con su contenido de metabolitos secundarios de plantas, como
compuestos fendlicos y terpenoides (Zulhendri, Ravalia, et al., 2021).

El propdleo es rico en importantes compuestos bioactivos que determinan sus diversos efectos
biolégicos. Hay aproximadamente 300 componentes diferentes que se han identificado en el
propdleo hasta ahora (Anjum et al., 2019). Hay una cantidad significativa de acidos carboxilicos
(20,4%), terpenoides (15,0%), esteroides (11,5%), hidrocarburos (9,6%), azlcares (6,4%), alcaloides
(6,4%), flavonoides (4,3%), fenoles (3,2%), cetonas (2,1%), aminoacidos (2,1%), vitaminas (2,1%) y
otros compuestos (15,0%) identificados en propdleos recolectados de 6 regiones indias diferentes
(Ramnath et al., 2015). La fraccion polar, que incluye acidos aromaticos, ésteres y flavonoides, se
origina en el metabolismo de las abejas o en la contaminacién con miel (azlcares). Los componentes
no polares del propdleo, principalmente los acidos grasos y sus ésteres, provienen de la cera de
abejas. El propdleo es rico en macro y microelementos como calcio, magnesio, potasio, sodio,
hierro, zinc, manganeso, aluminio, bario, estroncio, cromo y cloro (Zulhendri, Chandrasekaran, et
al., 2021).

La composicidn quimica de los propdleos del continente americano es diversa, debido a la variedad
del ecosistema que aportan caracteristicas muy particulares. Un ejemplo, es el propdleo
Canadiense, que contiene compuestos que incluyen acido benzoico, acido cinamico, acido
vanillinico, acido pcumdrico, acido ferulico, acido cafeico, acido palmitico, acido oleico,
pinocembrina, pinobanksina, crisina, galangina, isosakuranetina, alpinona, kaempferol,
pinostrobina chalcona y pinocembrina chalcona(Padrén, Alexander et al., 2012). En los propdleos
mexicanos se identificaron compuestos como la rutina, la naringenina, la hesperetina, la
pinocembrina, el éster fenetilo del acido cafeico (CAPE), la crisina, la naringina, el kaempferol, la
quercetina, la acacetina, la luteolina, la pinostrobina, la izalpinina, la ramnetina, la galangina, la
alpinatina, la dillenetina, el 4cido cindmico, el 4cido cafeico, el acido ferdlico y el 4cido sirirgico . En
Brasil, se ha descrito la composicién de propdleos rojos, verdes y marrones, y se han reportado
diferentes compuestos, como dacido cafeico, acido gdlico, acido transferdlico, acido p-cumarico,
catequina, epicatequina, kaempferol, formononetina, quercetina, hidrato de rutina, luteolina,
artepillina C y CAPE (dos Santos Moita et al., 2022). Como se menciond anteriormente, la ubicacion

geografica determina directamente la composicién quimica del propé
realizado con diferentes muestras de propdleos del sur de Brasil, se identificaron tres acidos
fendlicos (acido galico, acido cafeico y acido cumarico), un derivado prenilado del acido cinamico

eo; por lo tanto, en un estudio

(artepillina C) y un flavonoide (pinocembrina) (Wali et al., 2017).

1.3 Técnicas analiticas instrumentales

La mayoria de las técnicas instrumentales en una de las tres areas principales: espectroscopia,
electroquimica y cromatografia. Aunque varias técnicas importantes (incluyendo la espectrometria
de masas y el andlisis térmico) no se ajustan convenientemente a estas clasificaciones, las tres areas
proporcionan la base de un estudio sistematico de la instrumentacidn quimica. Los avances en la



quimica y en la tecnologia estdn haciendo posibles nuevas técnicas y extendiendo el uso de las ya
existentes (Engel, 2014).

1.3.1 Espectrofotometria UV- visible

La espectrofotometria UV-Vis se utiliza habitualmente en el andlisis quimico cuantitativo de
soluciones. Este método detecta la transmitancia/reflectancia dptica, es decir, las relaciones de
intensidad de la luz transmitida/reflejada de una muestra a la luz monocromatica incidente en los
rangos visible y adyacente (UV cercano, medio e infrarrojo cercano), es decir, 190-2500 nm (0.5—
6.5 eV). Los espectros generalmente se detectan escaneando el monocromador y proporcionan
informacidn sobre los estados de excitacion electrénica en sélidos / moléculas (Amekura, 2018). La
espectrometria UV es un método de aplicacién simple y ampliamente difundido que no destruye
muestras, se utiliza en apicultura y diversos productos agroalimentarios (Delgado et al., 2014).

1.3.2 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es un campo que ha experimentado
un desarrollo significativo en la Ultima década, prometiendo diagndsticos mas faciles, mds rapidos
y mas objetivos (Fadlelmoula et al., 2022). La espectroscopia FTIR estudia las interacciones entre la
materia y la radiacion electromagnética que aparecen en forma de espectro. Cada muestra tiene
una composicidon quimica Unica, sus modos vibratorios y espectros asociados son Unicos, lo que hace
que la técnica sea altamente sensible y precisa (Kovacs et al., 2021). Estos diferentes modos
vibratorios estan representados por numerosas bandas, que expresan una "huella digital" Unica
para un sistema complejo de diferentes muestras. FT-IR se puede utilizar en analisis cualitativos y
cuantitativos de materiales orgdnicos e inorganicos (Avci, 2018). El analisis espectral FTIR ha
permitido la caracterizacion de enfermedades de varios drganos, asi como la cuantificacion de
diferentes biomoléculas como proteinas, acidos nucleicos y lipidos (Fadlelmoula et al., 2022) .

Cuando FT-IR estd equipado con un dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR), se puede
analizar una pequefia cantidad de muestras en poco tiempo sin preparacion de la muestra (lbrahim
et al., 2018). La espectroscopia ATR-FTIR mide la absorcion de luz infrarroja por una muestra a
numeros de onda cuantificables especificos. La energia de la luz absorbida (4000—400 cm™) nimeros
de onda o longitudes de onda de 2,5 a 25 um, se transforma en energia vibratoria a través de la
induccidn del desplazamiento atémico y los cambios en el momento dipolar(Holden et al., 2022).
Esta técnica espectroscépica presenta algunas ventajas, como versatilidad, bajo costo, eficiencia y
velocidad, con una preparacidon minima o nula de la muestra y sin el uso de reactivos costosos, lo
que la convierte en una alternativa atractiva para los métodos analiticos tradicionales (Kovacs et al.,
2021). Los patrones de absorcidén que la espectroscopia ATR-FTIR proporciona se adquieren como
espectros que comprenden datos multivariados complejos que requieren Quimiometria para
derivar diferencias sutiles en la composicidén de la muestra (Holden et al., 2022) .



1.4 Quimiometria

La quimiometria es la herramienta para extraer informacidn de datos multivariados utilizando
herramientas de estadistica y matemadticas. Esta herramienta tiene la capacidad de analizar y
modelar una amplia variedad de tipos de datos para un conjunto alin mas diverso de aplicaciones.
La quimiometria se clasifica basicamente en dos categorias principales: Métodos de reconocimiento
de patrones (no supervisados y supervisados) cuando se considera una evaluacion cualitativa y
calibraciéon multivalente con fines cuantitativos (Nahar et al., 2020).

Los métodos quimiométricos son capaces de comprimir informacién compleja en unas pocas
variables, lo que facilita la comprensidn de los fendmenos observados. El andlisis de componentes
principales (PCA) vy el Anadlisis jerarquico de conglomerados son probablemente los métodos
quimiométricos / bioinformaticas mas utilizadas en la actualidad (Shin et al., 2020; Tsuchida et al.,
2022).

1.4.1 Analisis de Componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA) es una técnica estadistica multivariable que resume la
informacién transmitida por un gran ndmero de variables correlacionadas utilizando un nimero
menor de variables no correlacionadas (Tsuchida et al., 2022). El andlisis de componentes
principales genera vectores de componentes principales y un conjunto de puntuaciones de
componentes principales para cada vector de componentes principales. Cada vector de
componente principal corresponde a un eje de varianza, y una puntuacién de componente principal
es una proyeccién de los datos de entrada en cada vector de componente principal. Las longitudes
onda relacionadas con cada vector de componente principal se pueden reconstruir sumando y
restando las puntuaciones de los componentes principales (Shin et al., 2020).

1.4.2 Analisis jerarquico de conglomerados (HCA)

El analisis de clusteres es una técnica de aprendizaje automdtico no supervisada utilizada para
clasificar objetos en grupos discretos, que tienen una alta similitud dentro del grupo de pertenencia
y una baja similitud con otros grupos (Shin et al., 2020). Esta técnica no se basa en ninguna
clasificacidon previa basada, por ejemplo, en umbrales de corte. La (des)similitud de diferentes
objetos se evalua utilizando el concepto de mediciones de distancia entre objetos, donde se han
propuesto multiples medidas dependiendo de la naturaleza del problema analizado. El analisis de
conglomerados se ha aplicado cada vez mas en la investigacion en ciencias de la salud en los ultimos
afios para investigar los riesgos de exposicion, el diagnéstico y el tratamiento (Sangkaew et al., 2020)



2. OBIETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de la espectroscopia infrarroja para la discriminacién y caracterizacidn
espectroscopica de propdleos de diferentes géneros de abejas.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar el perfil espectroscépico por ATR - FTIR de muestras de propdleos de diferentes
especies de abejas (Scaptotrigona sp., Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp.,
Melipona favosa, Apis mellifera (africanizada) y Apis melifera cdrnica (Alemania).

* Establecer diferencias y/o similitudes entre los diferentes propdleos mediante PCA.



3. METODOLOGIA

3.1 Muestreo

Se tomaron las muestras de propdleo de 5 especies de abejas sin aguijén: Scaptotrigona sp., Trigona
angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp. y Melipona favosa. Localizadas en la vereda
Zarcuta, Bochalema (latitud: 7,58, longitud: -72,64, altitud: 1027 msnm véase imagen 3). Las
muestras de la especia Apis mellifera (africanizada) se recolecté en la misma zona. Adicionalmente,
se utilizé una muestra de propdleo de Apis mellifera cdrnica (Berlin, Alemania), estas muestras
fueron recolectadas en el mes de marzo del afio 2022.
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3.2 Reactivos

Etanol (ETOH) 96% marca Merck y agua destilada.



3.3 Equipos, instrumentos y métodos

Para observar las caracteristicas fisicas del propdleo se empled un estereoscopio de marca ZEZZ
Stemi DV4. En la extraccién de la muestra se empled una centrifuga de marca Hettich universal
320R, Alemania, una incubadora de marca memmer SE 200 sterilisator, para las mediciones
espectroscopia ATR-FTIR 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.
Para el analisis de espectros de UV se empled equipo de espectrofotometria UV-Visible marca
Shimadzu modelo UV-2401 PC con software UV probe 2.1.

3.4 Preparacion de la muestra en crudo

El propdleo colectado de las colmenas s se almacené en bolsas Ziploc (fig. 4), se rotuld y se congeld
a -18C hasta su anélisis, antes de ser congelados se observaron sus caracteristicas fisicas en un
estereoscopio (marca ZEZZ Stemi DV4) después de congelado se tomaron dos partes diferentes de
cada muestra y se procedié a macerar cada una de ellas(fig.4). Seguidamente se tomaron espectros
por triplicado De cada parte de las muestras de propdleo en crudo obteniendo seis espectros por
cada muestra ((6) Scaptotrigona sp., (6)Trigona angustula, (6)Frieseomelitta paupera,(6) Apis
mellifera (africanizada) y (6) Apis mellifera carnica de Alemania) en un espectrofotémetro 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, 48 scan, resolucion de 4 cm™ en el rango de 4.000-600 cm™®
utilizando el software del equipo, IR Solution 2002.

Figura 4. Muestras de propdleo en crudo (a) y muestra de propdleo macerada (b).

Fuente: Autor



3.5 Preparacion de los extractos

Para la realizacién de los extractos Se pesaron = 0,25 g del propdleo ya triturado (fig. 5) y se
extrajeron tres veces con etanol al 96 % (5 mL), se mantuvieron durante dos semanas a temperatura
ambiente y con ausencia de la luz con el fin de evitar alteraciones en los metabolitos secundarios,
se procedid a obtener principios activos en la disolucidén, mediante agitaciones manuales diarias
durante un minuto de los extractos de propdleo crudo con etanol (Bisar et.,2016). Pasadas las dos
semanas las disoluciones se llevaron a centrifugar las muestras de extractos a 1000 rpm durante 20
min utilizando una centrifuga (Hettich universal 320R, Alemania). Seguidamente se adicionaron las
muestras en vasos de precipitado y los sobrenadantes se le adiciono 10 ml de etanol (96%) para
lavarla, seguidamente se llevaron a la centrifugaba a 2000 rpm durante 20 min, después de lavado
el sobrante se combind con la muestra, por ultimo, se filtraron con papel filtro para separar las ceras
precipitadas (fig. 5) y se obtuvieron los extractos etandlicos de los propdleos estudiados.

Una vez obtenidos los extractos, se procedio a la liofilizacién de estos. Se colocaron las muestras de
los extractos estudiados en frascos de recoleccidon que posteriormente se llevaron a la incubadora
(memmer SE 200 sterilisator) hasta que se elimino el disolvente.

Figura 5. Muestras pesadas de propdleo crudo (a) y muestras de extractos de propdleo filtradas.

Fuente: Autor



3.6 Andlisis de extracto de propodleo (ATR-FTIR)

Las mediciones por espectroscopia ATR-FTIR se realizaron en un espectrofotémetro 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. Se calibro el equipo empleando poliestireno como estandar de calibracion.
Los espectros se obtuvieron en la region del infrarrojo medio, con un barrido de 4000 cm™ hasta
600 cm™, a una resolucion de 4 cm™ y 48 scans. Cada muestra se analizé por triplicado de manera
independiente. La adquisicidn de los datos se realizé utilizando el software del equipo, IR Solution
2002.

3.7 Tratamiento espectral

Una vez adquiridos los espectros, se les aplicé tratamiento de suavizado, correccién de linea base y
normalizado utilizando el programa Origin pro 2018; posteriormente, se realizé el calculo de
primera y segunda derivada de cada espectro empleando el mismo programa. Después de que los
espectros fueron tratados y se calculdé segunda y primera derivada, se utilizaron como datos de
entrada para la aplicacidon del método multivariado PCA.

3.8 Analisis de extracto de propdleo UV- visible

Para el andlisis de los extractos etandlicos de propdleos por UV-visible, se diluyeron una gota de
extracto etandlico con 20 mL de agua destilada (1:20) esta dilucién fue necesaria para obtener
espectros de absorcién de buena intensidad sin distorsiones de banda , para la obtencion de los
espectros de UV-visible utilizé un espectrofotdmetro UV-VIS, marca Shimadzu modelo UV-2401 PC
con software UV probe 2.1, el barrido fue programado en un rango de longitud de onda de 200 nm
a 800 nm, se emplearon celdas de cuarzo de un centimetro de paso dptico. Cada muestra se analizd
por triplicado de manera independiente. La adquisicién de los datos se realizé utilizando el software
del equipo.

3.9 Analisis quimiométrico

3.9.1 Andlisis de componentes principales PCA

El método de analisis de componentes principales PCA tuvo como objetivo identificar muestras
atipicas, discriminar los siete crudos y extractos de propdleos e identificar las variables (nUmeros de
onda) responsables de esta discriminacidn. Para el andlisis de componentes principales se realizd



una matriz de datos con los espectros obtenidos empleando la regién de huella dactilar (1800 cm*-
600 cm™?) utilizando el software BioVinci con un nivel de significancia de 0,05 y seguidamente se
identificaron las bandas obtenidas, donde se muestran las regiones espectrales en las cuales
aparecen las bandas asociadas a proteinas, carbohidratos y lipidos. Posteriormente, se realizo el
andlisis de componentes principales, para las matrices de datos de orden cero, primera y segunda
derivada y se definié cual tratamiento discriminé mejor las muestras.

3.9.2 Anadlisis jerarquico de conglomerados (HCA)

El método de andlisis de conglomerados (HCA) se empled para identificar y discriminar las muestras
de crudos y extractos de propdleo. Para el andlisis de conglomerados se realizé una matriz de datos
con los espectros obtenidos empleando la regién de huella dactilar (1800 cm™- 600 cm™) utilizando
el software MiniTab 19 con un nivel de significancia de 0,05. Posteriormente, se realizo el analisis
jerarquico de conglomerados, para las matrices de datos de orden cero, primera y segunda derivada
y se definié cual tratamiento discrimind mejor las muestras.



4 RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 MUESTRAS DE PROPOLEO CRUDO

4.1.1 Caracterizacion de los propodleos crudos

La muestra de propdleo de abejas sin aguijon (Scaptotrigona sp, Trigona angustula, Frieseomelitta
paupera, Nanotrigona sp y Melipona favosa) recolectadas en el municipio de Bochalema fueron
observadas por medio de un estereoscopio, donde se evidencia las diferencias fisicas de acuerdo
con color, textura y brillo. En la figura 6 y tabla 1. se muestran las tonalidades de las muestras las
cuales varia de marrén oscuro a marron claro con tintes amarillo s.

(a)

Figura 6. Muestras observadas en el estereoscopio de propéleo, Frieseomelitta paupera
(a), Nanotrigona sp(b), Trigona angustula (c), Scaptotrigona sp (d) y Melipona favosa (e)

Fuente: Autor



Las muestras de propdleo de las especies Scaptotrigona sp. (fig. 6d), Trigona angustula (fig. 6c),
Frieseomelitta paupera (fig. 6a) y Melipona favosa (fig. 6e) presentan un color marrén oscuro con
tintes amarillos, los tintes amarillos se presentan debido a la mayor presencias de ceras en el
propdleo(Sosa et al., 2017) .Nanotrigona sp. (fig. 6b) presento un color marrén claro, la diferencia
de color en las muestras depende de las resinas recolectadas, cuyos origenes son las exudaciones
de plantas con consistencia sélida o semisélida (resinas, oleorresinas, balsamos y gomas), cuya
composicidn cambia con el clima y fuente botanica (Salamanca, 2017).

Los propdleos presentaron aspectos irregulares siendo Nanotrigona sp opaco, Scaptotrigona sp,
Melipona favosa, Frieseomelitta paupera brillantes y Trigona angustula ligeramente brillante. La
ausencia de brillo (opacidad) presentada por las muestras de propdleo de Nanotrigona sp estaria
relacionado con la fitogeografia y la oxidacién externa que sufre la resina (Lozina et al., 2010). Cada
muestra de propdleo tenia una textura caracteristica, Scaptotrigona sp, Frieseomelitta paupera y
Melipona favosa presentaron una textura rigida cristalina, Nanotrigona sp. una textura maleable,
mientras que Trigona angustula presento una textura rigida granulada. Su textura se debe a la
agregacion de suelos y restos de plantas, pues a altas temperaturas de las regiones, ablandaria los
propéleos y por lo tanto éste ya no cumpliria la funcidn de hermetizar la colmena (Sosa Lépez et al.,
2003).

Propdleos crudos de Trigona angustula recogidos en diferentes zonas de indonesia presentaron
diferencias en sus aspectos fisicos. Propdleos Argentinos reportados por Lozina et al., 2010
presentaron colores marrdn oscuro con tintes rojizos, verdes y amarillos con distintos grados de
brillo. En Boyaca las muestras de propdleo presentaron variacion en su textura entre maleable a
rigida (Puerto, 2018). Las variabilidades en las caracteristicas fisicas de acuerdo al color, brillo y
textura reportadas por otros autores también pudieron ser evidenciada durante la presente
investigacion en la cual cada muestra de propdleos presenté caracteristicas fisicas diferentes entre
si segun la zona de recoleccion y, por consiguiente, variacién respecto a muestras de otros paises.

Tabla 1. Caracteristicas de muestras crudas de Bochalema

marrén oscuro con Trozos irregulares Rigida cristalina
tintes amarillos con brillo
marréon oscuro con Trozos irregulares Rigida granulada
tintes amarillos ligeramente brillante
marrén oscuro con Trozos irregulares Rigida cristalina
tintes amarillos con brillo
marréon oscuro con Trozos irregulares maleable
tintes amarillos opacos

marrén claro Trozos irregulares Rigida cristalina

con brillo



Absorbancia normalizada

4.1.2 Analisis de las muestras de propdleo mediante ATR-FTIR

Los espectros tipicos de ATR- FTIR Para las muestras de propdleo de Scaptotrigona sp, Trigona
angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp, Melipona Favosa, Apis mellifera (Bochalema) y
Apis mellifera carnica (de Alemania) como se observa en la Fig. 7. El cambio en los espectros ATR-
FTIR de las muestras de propdleos crudos estd directamente ligado a una modificacién en su
composicidn quimica la cual varia significativamente dependiendo de la fuente vegetal disponible
gue tienen las abejas para la recoleccién de las resinas, cada regidn produce mezclas complejas de
compuestos que a su vez producen espectros Unicos.
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Enlaregion a3500a3200 cm™ unabandaancha que de acuerdo con la literatura correspondientes
a los grupos hidroxilo (O-H), se atribuyd a la presencia de compuestos flavonoides y fendlicos
(Oliveira et al., 2016). Las caracteristicas espectrales relacionadas con los fenoles también se
caracterizan por la interaccién de la deformacién O-H y las vibraciones de estiramiento C-O que se
pueden observar en la banda obtenida a 1218 cm™ con absorbancia méaxima a 1375 cm™.

Las dos bandas a 2927 y 2854 cm™ se les asigno la vibracidn simétricas C-H y asimétricas de CH de
los hidrocarburos, respectivamente(Zhang et al., 2018) . se complementaron con la sefial en
1447 cmde vibraciones de deformacion CH (Surek et al., 2022).Por otro lado, Una banda a
1640 cm™ asignado al estiramiento del anillo aromatico. La banda a 1593 cm™ es atribuida a
estiramientos C=C-C asociada a anillos aromaticos. Por otro lado, se evidencian una banda en 1372
cm™ la cual se atribuyd a vibracion de flexion asimétrica (8asCHs) y flexion simétrica vibracion
(6sCH3) asociadas con hidrocarburos y flavonoides. (Odalanowska et al., 2021)

Las bandas entre 1688 cm™ se evidencian en propdleos de Malasia, atribuyéndose a vibracién de
estiramiento grupo C=0 Presentes en aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos y ésteres.(Ramli et al.,
2021),.La vibracidn de estiramiento C-O ocurrieron en el rango 1243-1234 cm™ (Azemin et al., 2018).
Asi mismo se observd una banda entre 1172- 1162 cm™ que corresponden a vibraciones de
estiramiento asimétrico C-O de ésteres relacionados con acidos alifaticos de cadena larga, a la
vibracién de la deformacién aromatica C-H estas bandas también se evidencia en propdleos del
Sahara (Ahmed et al., 2020). Ademas, Segun Treatment et al., 2022, bandas presentes de 879 cm™,
749 cm™, y 669 cm™ se atribuyen a la absorcién medias correspondientes a la vibraciéon de
deformacién fuera del plano del fenol CH y CH; balanceo de hidrocarburos. Una absorcidon media a
720 cm™ estd alcanzando su punto maximo debido a CH; balanceo de hidrocarburos (Mazur et al.,
2019).

Las muestras Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis mellifera Bochalema presentaron,
bandas detectada a 1735 cm™ confirmar la presencia de un enlace éster del grupo carbonilo (C = 0).
Esta vibracidn podria estar relacionada con monoésteres de la fraccidon de cera de abeja presente
en el propdleo crudo(A. B. S. de Lima et al., 2022). Se evidencio también una banda atribuida a la
vibracién de la deformacion Aromdtica C-H a 1110 cm™ (Abdullah et al., 2020). La banda centrada
en 1513 cm™ corresponde a tramos de compuestos arométicos. En la regiones 1688 y 1640 cm™,
las bandas corresponden a tramos de los grupos C=0, C=C y flexiones asimétricas de NH debidas a
la presencia de flavonoides y aminoacidos; esta banda también se evidencia en propdleos de
Rumania (Mot et al., 2011). Ademads, 1043, 1088, cm™ las bandas corresponden a las vibraciones
de estiramiento del grupo C=Cy a la flexidn del grupo C-OH y estan relacionadas con la presencia de
flavonoides y los alcoholes primario, secundario y terciario respectivamente (Chang-Bravo et al.,
2014).

Scaptotrigona sp. y Nanotrigona sp. evidenciaron una banda similar a 1702 cm™ esta banda se
relacionadas con estiramientos C=0 atribuidos a flavonoides (Do Nascimento et al., 2022). Las
muestras de Scaptotrigona sp. y Apis carnica alemana mostraron una banda similar a 1018 cm™ Apis
mellifera Alemana evidencia una banda de 1269 cm™ atribuida a la flexién asimétrica de O-H y C-CO
de hidrocarburos (Cardoso et al., 2017). También se observa una banda a 1322 que podria estar
relacionada con las vibraciones de reflexidon de CH; o CH; de grupos en acidos carboxilicos(Seven et
al., 2020).
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En la Figura 8a. se muestran los patrones espectrales Unicos de propdleos de Bochalema reflejan
diferencias de composicién (diferentes posiciones e intensidades de banda) entre las muestras e
indican diferencias composicionales significativas. Se asume que los cambios espectrales de un
propodleos analizado estan directamente ligados a una modificacién en su composicién quimica.
Debido a la variedad de especies de arboles de las que las abejas recolectan las resinas, cada region
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Figure 8. (a) Espectros de ATR-FTIR para muestras de propdleo estudiadas (b) Espectro FTIR-ATR de muestras de propdleo crudo. Region
espectral de 3000 a 2800 cm ~(c) Espectro FTIR-ATR de muestras de propdleo crudo. Region espectral de 1800 a 600 cm !
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En la figura 8b se evidencia la variacion detectada entre 2916 y 2848 cm ! estd relacionado con la
presencia de vibraciéon de estiramiento C-H en los grupos metilo (Mazur et al., 2019) en las muestras
estudiadas. Este pico (2916 y 2848 cm 1) se detectd en todas las muestras examinadas, pero con
diferentes intensidades; los propdleos de Scaptotrigona sp, Trigona angustula, Nanotrigona sp. y
Apis mellifera carnica (de Alemania) tienen los picos mas intensos, mientras que los propdleos de
Frieseomelitta paupera y Melipona favosa picos menos intensos.

Las diferencias entre los propdleos estudiados se evidenciaron en las bandas obtenidas en la regién
de 1800-600 cm™ estan relacionadas principalmente con el contenido de fenoles, flavonoides,
hidrocarburos y acidos carboxilicos. También estas diferencias se evidencian en la forma e
intensidad de algunas sefiales como las que se presentan alrededor de 1600 cm-1 a 1640 cm-1,
atribuidas al estiramiento de grupos C=C, debido a deformaciones de anillos aromaticos, debido a
flavonoides y aminoacidos. Estas sefiales fueron mas intensas en propdleos Trigona angustula,
Frieseomelitta paupera y Apis mellifera Bochalema.

Como se presenta en la figura 8b, la region de huellas dactilares muestra una serie de multiples
bandas de absorcidn que ocurren debido a los grupos mencionados de compuestos orgdnicos. la
mayor diferencia entre las muestras se evidencia entre la regién de 1200 a 600 cm™, estas bandas
asignada a estiramiento, flexion, estiramiento y vibraciones fuera del plano de O-H, C-H, C=C, C=0,
CH2, CH3. Se puede observar que el propdleo de Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis
mellifera Bochalema exhibe un patrén espectral similar en esta regién, mientras que el propdleo
Scaptotrigona sp. y Nanotrigona sp, asi como Melipona favosa y Apis carnica alemana refleja
caracteristicas espectrales Unicas. Estas caracteristicas Unicas estan ligadas directamente a una
modificacion en su composicién quimica. Debido a la variedad de especies de arboles de las que las
abejas recolectan las resinas, cada especie produce mezclas complejas de compuestos que a su vez
producen espectros Unicos.

Los resultados del andlisis espectral revelaron las principales sefiales caracteristicas para propdleos
de Bochalema que se corresponden entre si, tan solo con ligeros desplazamiento. Se encontré que
tres muestras de propdleos (Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis mellifera Bochalema)
eran similares, mientras que el propdleo de Scaptotrigona sp.y Nanotrigona sp, asi como Melipona
favosa y Apis carnica alemana mostraron especificidades debido a las bandas fendlicas y de
hidrocarburos caracteristicas (lo que indica que el propdleo se recolecté de diferentes fuentes de
resina). Los propdleos de Trigona angustula y Frieseomelitta paupera presentaron los picos mas
intensos asociadas con el contenido de hidrocarburos (a 2916, 2848, 1461, 730 y 720 cm™)
procedentes de la cera de abeja presente en el propdleo.

En la tabla 2. Se observan un resumen de las bandas principales obtenidas de las muestras de
propodleo estudiadas. Como se aprecia, la principal seial se corresponde entre si, tan solo con
diferentes desplazamientos, lo cual es probable que se relacionen con la presencia de diferentes
tipos de fenoles y flavonoides en los propéleos crudos.
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Figure 9 . Espectros de primera (a) y segunda derivada(b).

Fuente: Autor

800

La primera y segunda derivada podrian mejorar la resolucidn espectral al amplificar las diferencias
sutiles en los espectros. En la Figura 9, basado en los resultados, las graficas derivadas fueron muy
similar los espectros de primera y segunda derivada de también muestran bandas de absorcion
similares. La diferencia de bandas alrededor de 2920 cm “'y 2850 cm ~! observada en los espectros
FT-IR originales se hizo mas evidente en sus correspondientes espectros FT-IR de segunda y primera




derivada. Las diferencias més claras se dieron en la regién entre 1100 - 850cm™ en la primera y
segunda Graficos derivados de la muestra. Esta técnica no es cominmente utilizada para muestras
de propdleos. Sin embargo, el estudio por Wu et al., 2008 utilizé el segundo derivado.

4.1.3 Analisis quimiométrico

4.1.3.1 Analisis de componentes principales PCA de propdleo.

El analisis de componentes principales PCA es una de las técnicas de andlisis multivalente mas
utilizadas, se empled para transformar los datos espectrales en un nuevo conjunto reducido de
variables. El analisis de componentes principales se realizdo empleando los datos espectrales de ATR-
FTIR de 42 espectros de propdleo para las matrices de datos de orden cero, primera y segunda
derivada (fig.10). La mayor parte de la varianza espectral se explicd atreves de veintiin primeros
componentes principales PCy los dos primeros explicaron la mayor varianza. La grafica de PCA orden
cero (10b) revelo una varianza total de 91,83% donde el componente principal uno contribuyo con
el 80,72% de la varianza total y el componente principal dos el 11,11% de la varianza total, pese a
esto la agrupacion de las muestras no fue evidente. En la gréfica 10a se observa la grafica de
puntuacion para la matriz de primera derivada de los dos primeros componentes principales que
explican el 65,38% y 13,06% de la varianza total. La grafica de PCA de la matriz de segunda derivada
(fig.10c) explico el 66,62% para el primer componente principal y el 61,76% de la varianza total para
el segundo componente principal. El modelo de PCA de la matriz de datos de primera derivada fue
el tratamiento que mejor discriminé.
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El PCA se realizd para establecer las similitudes y diferencias entre las muestras de Scaptotrigona
sp, Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp, Melipona Favosa, Apis mellifera
(Bochalema) y Apis mellifera carnica (de Alemania) donde las bandas espectrales responsables de
la discriminacién se evidencian en la region de 1800 a 600 cm™ en la llamada huella dactilar, fueron
tipicas de presencia de flavonoides, aldehidos alifaticos, anillos aromaticos, acido carboxilicos,
aminodcidos , esteres e hidrocarburos. La agrupacion de las muestras se visualiza en la grafica de
puntuacion bidimensional, como se muestra en la figura 11 la variacion total para la matriz de datos
de primera derivada fue del 79,5%.

las muestras de Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis mellifera (Bochalema) se
agruparon estrechamente entre ellas y separadas de las otras muestras, las similitudes de estos
propéleos se evidencian en las bandas obtenidas en la regiéon 1800-1100 cm™ estas bandas se
atribuyen a anillos aromaticos, esteres, flavonoides, aminoacidos y otros compuestos
respectivamente, estas similitudes en estas bandas se pueden atribuir al tipo de resina vegetal
disponible. Por otro lado, las muestras Melipona favosa de agrupadas en la parte superior de la
grafica parecen ser mas diferentes en su composicion quimica, observandose mas dispersas atreves
de los cuadrantes esto debido a la ausencia de bandas en la region de huella dactilar (1800-600 cm’
1) esto se puede atribuir a la preferencia de resinas dada por esta especie. Las muestras restantes
se agruparon entre Apis mellifera alemana, Nanotrigona sp y Scaptotrigona sp. su similitud se
atribuye a una banda observada a 1702 cm™ esta banda se atribuye a presencia de flavonoides para
Nanotrigona sp y Scaptotrigona sp. y las muestras de Scaptotrigona sp. y Apis carnica alemana
mostraron una banda similara 1018 cm™*. Teniendo en cuenta lo anterior, se infiere que las muestras
de propdleo estudiadas reflejan similitudes y diferencias relacionadas con su compaosicién quimica.
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Figura 11. Andlisis de PCA de extractos de propdleo

Fuente: Autor.



4.1.3.2 Andlisis jerarquico de conglomerados (HCA)

Los datos espectrales también se sometieron a analisis jerarquico de conglomerados (HCA) para la
clasificacion de muestras de propéleos. En la figura 12 se puede apreciar el dendrograma producto
del analisis de conglomerados la informacién generada atreves del analisis de conglomerados (HCA)
se relaciond con los datos obtenidos en el analisis de componentes principales (PCA). El
dendrograma permitio identificar dos grupos (clister | y cluster Il). El primer grupo (clister 1), lo
conformaron la muestra de Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Melipona Favosa y Apis
mellifera (Bochalema) este agrupamiento se asocia con las similitudes que tienen estas muestras
con respecto a su composiciéon quimica. El segundo grupo (cluster Il) incluyo las muestras de
Scaptotrigona sp, Nanotrigona sp y Apis mellifera carnica (de Alemania). A pesar de que la muestra
de propdleo de Apis mellifera carnica (de Alemania) fue recolectada de otra localidad evidencia
similitudes con la muestra de Scaptotrigona sp y Nanotrigona sp que si fueron recolectadas de la
misma zona.
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Figura 12. Dendrograma de muestras de propdleo

Fuente: Autor.



4.2 Muestras de extractos etandlico de propéleo

4.2.1 Caracterizacion de los extractos etandlico propdleos

Los extractos etandlicos de muestras de Scaptotrigona sp, Trigona angustula, Frieseomelitta
paupera, Nanotrigona sp, Melipona favosa, Apis mellifera (Bochalema) y Apis mellifera carnica (de
Alemania), mostraron intensidades variables de color marrén a amarillo. Los extractos de
Scaptotrigona sp y Frieseomelitta paupera exhibieron el color marrén mas oscuro mientras que
Trigona angustula, Apis mellifera (Bochalema) y Melipona Favosa fueron de color marrén mas claro,
las muestras de Apis mellifera carnica (de Alemania) presento un color amarillo intenso y
Nanotrigona sp presento un color amarillo mas claro (fig. 13). la diferencia observada en el color de
los extractos estdn relacionadas con el tipo de resinas recolectadas, la fuente vegetal, el método de
recoleccidn y el clima de la regién donde es recolectado (Rodriguez Pérez et al., 2020).

Trigona angustula | | Apis mellifera (Bochalema) | | Scaptotrigona sp | | Frieseomelitta paupera

it 1

T
Apis mellifera carnica (de )
Alemania) Nanotrigona sp Melipona Favosa

Figura 13. Extractos etandlicos de muestras de propdleo

Fuente: Autor



4.2.2 Analisis de las muestras de extractos etandlico de propdleo mediante ATR-FTIR

En los espectros de ATR-FTIR de extractos de propdleo (fig. 14) evidenciaron la absorcidén a 3314 -
3283 cm™ atribuida a la presencia de compuestos flavonoides y fendlicos (Cai et al., 2020).
Asimismo, las bandas a 2970 - 2927 cm™ y 2864 cm™ correspondieron con los tramos simétricos de
CHsy tramos asimétricos de CH, de hidrocarburos insaturados y aromaticos. Estas bandas se
detectaron en todas las muestras de extractos etanolico examinadas, pero con diferentes
intensidades; de hecho, el propdleo Scaptotrigona sp, Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, y
Nanotrigona sp. tienen los picos mas intensos, mientras que el extracto etanolico de propdleo Apis
mellifera carnica (de Alemania) tiene picos menos intensos

Las absorbancias a 1701 cm™ (C=0), 1633 cm™ (C=C), 1445 cm™* (aromético C-H) y a 1376 cm™ (C-
O aromaticos), se asociaron con la presencia de flavonoides, también se observaron amplias bandas
vibratorias a 1026 cm™ debido al estiramiento C-O de los grupos éster(Zhang et al., 2018). Segun
Pant et al., 2022, las bandas que componen las longitudes de onda entre 1724 y 1689 cm™ estén
relacionadas con las vibraciones del grupo C=0 presentes en aldehidos, cetonas, acidos carboxilicos
y ésteres. La presencia de carbonilos y carboxilos puede estar asociada con la presencia de los
constituyentes fendlicos.

Los anillos aromaticos son responsables de fuertes vibraciones en la regién de 900 a 600 cm-1,
estas bandas varian segun la cantidad y conformacion de las sustituciones de benceno (do
Nascimento et al., 2022; Zhang et al., 2018). Las bandas obtenidas a esta longitud de onda pueden
asociarse principalmente con enlaces presentes en compuestos antioxidantes, como la instauracion
y la presencia de anillos aromaticos como acidos fendlicos y flavonoides(Comert & Gékmen, 2018)
El perfil del espectro infrarrojo obtenido para el extracto de propdleos estudiado, fue similar a los
datos previos publicados para propdleos de otros origenes (Odalanowska et al., 2021).

El analisis de los espectros de ATR-FTIR de las muestras de propdleo (fig. 6) y los extractos de etanol
(fig. 7) presentan diferencias en la intensidad de las absorbancias. En los espectros de los extractos
se evidencia una disminucién en las absorbancias de las bandas referidas a los nimeros de onda de
2916, 2849 cm-1 (estiramiento de vibraciones en grupo CH). Segin Mazur et al., 2019 estas bandas
de absorcion se correlacionaron con residuos de ceras en el extracto. Las bandas aun presentes en
la regidn de huella dactilar (1800-600 cm-1) en el extracto seco en esa region indican la presencia
de alcanos de otros compuestos, ademas del residuo de cera restante en las muestras (Cai et al.,
2020).

Los datos obtenidos en el espectro de extractos etandlicos de propdleo (fig. 8) reflejan la eliminacion
de la ceray concentracion de constituyentes con grupos fendlicos. La reduccion de la intensidad en
las bandas asociadas con la cera y un aumento de la intensidad en las bandas relativas a los
compuestos aromaticos e hidroxilo confirman esta afirmacion.

Las bandas reflejadas a 900 a 600 cm-1 varian segun la cantidad y conformacidn de las sustituciones
de benceno (do Nascimento et al., 2022; Zhang et al., 2018). Estas bandas de absorbancia pueden
asociarse con compuestos antioxidantes, como la instauracién y la presencia de anillos aromaticos



como acidos fendlicos y flavonoides. En este sentido, se puede afirmar que mayores absorbancias
en las muestras de propdleo para la region mencionada indican mayores concentraciones de grupos
fendlicos en comparacidn con las absorbancias de las muestras de extractos etandlicos de propéleo.
Los compuestos fendlicos que se encuentran en el propdéleo segin lo informado por diferentes
autores incluyen, tocoferol, quercetina, vinilico, acido cafeico, acido ferulico, dcido cumarico, acido
benzoico, acido cinamico, pinobanksina 5-metil éter, acido cinamilideacético, crisina, pinocembrina,
kaempferol galangina, pinobanksina 3-acetato y tectocrisina (Bonamigo et al., 2017; Coneac et al.,
2008). Dado que el proceso de extraccién del propdleo no implicé calentamiento a alta temperatura,
los propdleos crudos no se llevaron a ningun tratamiento. Por lo tanto, se puede considerar que
es0s compuestos aromaticos estan contenidos en las particulas de propéleos.
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Fuente: Autor

4.2.3 Analisis de la muestra por espectrofotometria UV-vis

La variacion en la composicidn quimica de los extractos de propdleo puede reflejarse y revelarse en
los espectros de cada muestra. El espectro de absorciéon UV se tomaron en la region de 199 a
500nm, ya que la mayoria de los compuestos fendlicos exhiben generalmente una banda de
absorcién de luz ultravioleta en el rango de 250 a 350nm (G. G. De Lima et al., 2016) y Los flavonoides
generalmente muestran un primer maximo entre 240 y 285 nm y otra banda por encima de 300 nm
(Fabris et al., 2013). En la figura 15 se muestran los perfiles de absorbancia de los extractos de
propdleos, lo que evidencia la variabilidad de la composicién quimica de la muestra.

Las muestras de Apis melifera carnica (Alemania) exhibe un perfil de absorcién con una banda
amplia a longitud de onda de 277 nm y 319 nm, un maximo de absorbancia cercano a los 200 nm.
En las muestras de Scaptotrigona sp., Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis mellifera
(africanizada) presentan una banda levemente insinuada entre los 288nm -310 nm, un maximo de
absorbancia cercano a los 217 nm. Las muestras de Scaptotrigona sp, Melipona favosa y
Nanotrigona sp presentan una sola banda de absorcién maxima en 200nm. La absorcién a 200nm
se debe a la transferencia electrdnica de tipo n-n* al grupo fenol asociado al anillo aromatico y
absorcion de 281 nm debido a la transicion de electronica de tipo n-rt* del enlace carbonilo con el
anillo aromatico(Maldonado et al., 2020).

Otros autores obtuvieron espectros similares para muestras de propdleos de Rusia, Italia, Argentina

y Rumania (Fabris et al., 2013; Fangio et al., 2019) que se considerd que explicaban principalmente
la presencia de compuestos flavonoides. Con base a lo anterior y teniendo en cuenta las bandas
reportaron en la regién espectral entre 1100 y 1800 cm™ en el espectro ATR- FTIR (fig. 14) la cual
nos indica particularmente al grupo C=0 atribuido a flavonoides, se puede inferir que los distintos
perfiles corresponden a diversas composiciones de flavonoides y fenoles como consecuencia del
origen de la vegetacién del sitio(Ramli et al., 2021). Por otro lado, Liviu, Dezmirean y Bobis (2013)
(Marghitas et al., 2013)distinguid tres tipos de extractos de propdleos sobre la base de sus espectros
de absorcién UV-visibles: (i) aquellos con A.max = 320 nm, (ii) aquellos con absorbancia entre 320y
395 nm, y (iii) aquellos con A.max = 295 nm, siendo las muestras de propdleo analizados en nuestro
estudio clasificados en este Ultimo tipo, con excepcién de la muestra de propdleo de Apis alemana
que se ubica en el segundo grupo .
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4.2.4 Analisis quimiométrico

4.2.4.1 Analisis de componentes principales PCA para extractos etandlicos de propdleo.

Los espectros ATR-FTIR de orden cero, primera derivada y segunda derivada de 42 muestras de
extractos etandlicos de propdleo fueron analizados mediante el andlisis de componentes principales
PCA (fig. 16), los modelos de PCA se conformaron dos componentes principales PC1y PC2 los cuales
obtuvieron el mayor porcentaje de varianza, con el objetivo de identificar cual matriz de datos
discriminaba mejor las muestras de propdleo. En la matriz de orden cero (fig. 16a) el componente
principal 1(PC1) explicé el 73,00 % de la varianza total, mientras que el componente principal 2 (PC2)
explico el 17,04% de la varianza total (fig.13a), pese a su alto porcentaje en la varianza total no se
evidencia un agrupamiento especifico para las muestras,

En comparacién con las gréficas obtenidas para primera y segunda derivada donde se observa que
en los dos PCA las muestras se agruparon en grupos discretos. La grafica de PCA para la primera
derivada (fig. 16b) explicé el 56,92% de la varianza total en su componente 1 (PCA 1), mientras que
el componente principal 2 (PCA 2) explicé el 26,78% de la varianza total (fig.16b) y de segunda
derivada (fig. 13c) donde el aporte del componente principal 1(PC1) explicé el 61,76% de la varianza
total, mientras que el componente principal (PC2) explicé el 21,22% de la varianza total (fig.16c). El
modelo de PCA (que mejor describe la discriminacién de los datos fue la matriz de la primera
derivada debido a que sus componentes principales representaron el 83,68 % de la varianza total
un porcentaje relativamente mayor comparado con el de la segunda derivada que he fue de 82,98%
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El analisis de componentes principales con ATR-FTIR a explica los principales patrones de las
variaciones en los datos, generando informacion no solo de la discriminacién de su origen geografico
sino también sobre la composicién quimica(Pavlovic et al., 2020). Con el fin de obtener una visidn
general de las diferencias en la composicion quimica de las muestras de propdleo de Scaptotrigona
sp, Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp, Melipona Favosa, Apis mellifera
(Bochalema) y Apis mellifera carnica (de Alemania) se utilizé PCA.

La Fig. 17 ilustra el gréfico de puntajes (muestras) de PC1 versus PC2, donde se puede verificar una
buena separacién de los extractos. Las muestras de propdleo se clasificaron en tres grupos. las
bandas en la regién espectrales a1800—12000 cm™ y 900-700 cm™ PC1 y PC2 son responsables de
la discriminacidn de los extractos la region resolviendo aproximadamente el 83,68 %. El modelo PCA
fue capaz de identificar las muestras atipicas, obtener una buena separacion de muestras e
identificar las variables responsables de esta separacion. La muestra de Scaptotrigona sp., Trigona
angustula, Melipona favosa, Frieseomelitta paupera y Apis melifera (Bochalema) se agruparon en la
parte inferior izquierda de la gréfica lo que indica que tienen composiciones quimicas similares que
atribuyen a su agrupamiento, mientras que Nanotrigona se ubicé en la parte inferior derecha a
pesar que esta muestra fue recolectada de la misma zona que demas muestras y se esperaba un
agrupamiento con ellas. Dicho hallazgo se puede explicar en cualquier extension en funcién de la
composicion de la flora de la region geogréfica estudiada, Apis mellifera cdrnica (Alemania) se ubica
en la parte superior alejada de los otros grupos. es debido a que esta propdleo fue recolectado de




una fuente vegetal diferente, esto se puede evidenciar en estudios relacionados con la composicidn
quimica de propdleos (Anjum et al., 2019; Maraschin et al., 2012), las muestras.
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Figura 17 : Analisis de PCA de extractos de propdleo

Fuente: Autor.

4.2.4.2 Analisis jerarquico de conglomerados (HCA)

Los datos también se sometieron a andlisis de conglomerados jerarquicos (HCA) para la clasificaciéon
de muestras de propodleos. Se alcanzaron los tres grupos (Fig. 18) y se evaluaron las similitudes de
la muestra mediante el uso de distancias euclidianas (enlace Unico). El dendrograma obtenido como
resultado de HCA muestra tres grupos correspondientes a la composicidén quimica de propdleos. Las
muestras de extractos de propdleo se clasificaron tres grupos, grupo 1 se distribuyeron en el cluster
I, mientras que el grupo 2 y 3 se clasificaron en el cluster Il y lll. Las muestras de extractos de
propdleo de las especies Scaptotrigona sp., Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Melipona
favosa, se ubicaron en el cluster |, en este grupo se evidencian las similitudes entre estas muestras,
mientras tanto, las muestras que clasificaron en diferentes conglomerados fueron diferentes entre
si. Las muestras de Scaptotrigona sp., Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Melipona favosa
y Nanotrigona a pesar que son originarias de el mismo lugar, se observa que la composiciéon quimica
del propdleo de la especie de Nanotrigona evidencia diferencias en comparacién a las demas
especies, esto se puede deber a la atraccién de esta especie por un tipo de plata diferente a la que



las otras especies extraen las resinas, teniendo en cuenta que la composicién quimica del propdleo
depende de la vegetacién del sitio como podemos evidenciar en la figura 7 la diferencia de la
composicién quimica del propdleo la especie de Apis mellifera carnica de Alemania. .
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Figura 19: Dendrograma de extractos etandlicos de propdleo

Fuente: Autor.



CONCLUSIONES

Los espectros (FTIR-ATR) obtenidos contienen informacidn sobre los diferentes grupos funcionales
presentes en el propdleo y extractos etandlicos.

La espectroscopia infrarroja acoplada con el analisis quimiométrico (PCA y conglomerados) permitio
establecer diferencias y similitudes entre la composicién de las muestras de propdleo de
Scaptotrigona sp, Trigona angustula, Frieseomelitta paupera, Nanotrigona sp, Melipona favosa,
Apis mellifera (Bochalema) y Apis mellifera carnica (de Alemania) donde se evidencié gran
variabilidad de la composicion de los propdleos analizados debido la variacién de hidrocarburos ,
flavonoides, compuestos aromaticos, esteres y aminodcidos presentes en las resinas obtenidas de
una misma fuente de vegetacidn y a la eleccién de las resinas por cada especie.

Los espectros de muestras de propdleo de Bochalema evidencian picos similares. Sin embargo, a
pesar del patrén de similitud de los picos, hubo algunos picos cuya presencia y/o ausencia, asi como
la intensidad, variaron mucho dentro de las especies, cuyos picos mas significativos se pueden ver
en todos los espectros. Se encontrd que las muestras presentaron diferencias en la regién espectral
correspondiente a la huella dactilar. A pesar del diferente patrén espectral de FTIR, en general, las
bandas espectrales de los propdleos de Bochalema se pueden asignar al estiramiento, flexién,
estiramiento y vibraciones fuera del plano de O-H, C-H, C=C, C=0, CH,, CHs de alcoholes, fenoles,
acidos carboxilicos, alquenos y anillos aromaticos, lo que sugiere que todos los propdleos crudos
contienen compuestos alquilo y aromaticos que tienen amina, éster, carbonilo, alquilado. y grupos
funcionales hidroxilo. Esto puede indicar ademas la presencia de acidos aromaticos, terpenos,
flavonoides, hidrocarburo y acidos fendlicos en el propdleos crudo.

Los propodleos de Trigona angustula, Frieseomelitta paupera y Apis mellifera Bochalema son
similares en su composicion, mientras que el propdleo de Scaptotrigona sp. y Nanotrigona sp, asi
como Melipona favosa y Apis mellifera carnica (alemana) refleja caracteristicas Unicas en su
composicion.

La espectroscopia infrarroja atenuada es un método efectivo en la caracterizacion de propdleos,
especialmente en la deteccion de compuestos presentes de forma Unica en una muestra dado que
esta técnica nos permite idéntica los grupos funcionales en la muestra en la regién llamada huella
dactilar.



RECOMENDACIONES:

e Serecomienda realizar este estudio en diferentes épocas del afio, para diferentes propdleos
de especies de abejas provenientes de otras regiones del departamento y del pais.

e Evaluar los extractos de propdleo de diferentes especies nativas de abejas sin aguijon
(Colombia), utilizando otros solventes como metanol, propanol a diferentes
concentraciones.

e Serecomienda realizar analisis con otras técnicas complementarias como cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) y cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplada a espectrometria en tandem (LC-MS/MS).
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Figure 22 Datos PCA orden cero, primera derivada y segunda derivada de propdleos crudo.
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Figure 23 Datos PCA orden cero, primera derivada y segunda derivada de extractos etanélicos de propdleos.



