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RESUMEN

La presente investigacion se enfoca en la utilizacion de nidos abandonados de avispas
pertenecientes a especies como: Vespula vulgaris, vespula germanica, Polistes erythrocephalus y
Polistes versicolor. Para realizar extractos con solventes polares (etanol-metanol-agua), con el
objeto de aprovechar sus compuestos bioactivos ricos en proteinas que han demostrado poseer
propiedades antimicrobianas, antifungicas, anticoagulantes y tromboliticas. Estas caracteristicas
se atribuyen al uso de fluidos salivales durante la construccion de dichos nidos. El alcance de la
investigacion incluye la sintesis de agregados de plata, particulas altamente reactivas con diversas
aplicaciones biomédicas, como principios activos en medicamentos que han mostrado actividad
antimicrobiana, contribuyendo a prevenir infecciones al destruir virus, hongos y bacterias. Para
reforzar estas aplicaciones con prospecto de uso en la piel se estabilizo la sintesis y el extracto

liquido de cada nido en una formulacion tipo unguento.

La investigacion planteada muestra la caracterizacion morfologica de los nidos, la
caracterizacion espectroscopica y cromatografica de los extractos, posterior sintesis de los
agregados y su seguimiento de tamafio por UV-Vis, y por ultimo la determinacién de grupos
funcionales por ATR-FTIR y estabilidad térmica de los unglientos por TGA. Estos analisis
permitieron confirmar la extraccion efectiva de metabolitos en cada nido, su capacidad para
generar la reduccion de la plata de +1 a 0, la formacién de agregados y su estabilizacion en

unglientos homogéneos.
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ABSTRACT

The present research focuses on the use of abandoned wasp nests belonging to species such
as: Vespula vulgaris, Germanic vespula, Polistes erythrocephalus and Polistes versicolor. To make
extracts with polar solvents (ethanol-methanol-water), in order to take advantage of their bioactive
compounds rich in proteins that have been shown to have antimicrobial, antifungal, anticoagulant
and thrombolytic properties. These characteristics are attributed to the use of salivary fluids during
the construction of said nests. The scope of the research includes the synthesis of silver aggregates,
highly reactive particles with various biomedical applications, as active ingredients in medications
that have shown antimicrobial activity, contributing to preventing infections by destroying viruses,
fungi and bacteria. To reinforce these applications with prospect for use on the skin, the synthesis

and liquid extract of each nest were stabilized in an ointment-type formulation.

The proposed research shows the morphological characterization of the nests, the
spectroscopic and chromatographic characterization of the extracts, subsequent synthesis of the
aggregates and their size monitoring by UV-Vis, and finally the determination of functional groups
by ATR-FTIR and thermal stability of ointments by TGA. These analyzes allowed us to confirm
the effective extraction of metabolites in each nest, their ability to generate the reduction of silver

from +1 to 0, the formation of aggregates and their stabilization in homogeneous ointments.
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INTRODUCCION

En Colombia, se han identificado mas de 250 especies de avispas sociales pertenecientes a
la familia Vespidae. A pesar de su diversidad, la investigacion sobre estas especies es limitada.
Algunas especies, como Vespula y Polistes presentan nidos con un potencial excepcional en el
ambito biomédico, gracias a sus componentes bioactivos que tienen efectos anticancerigenos,
antimicrobianos y antiinflamatorios ®. Siendo asi una alternativa para el tratamiento de heridas.
Estos nidos, una vez extraidos y procesados, proporcionan una estructura tridimensional que actla
como una matriz natural favorecedora de la regeneracion y cicatrizacion de tejidos 23
contribuyendo a la prevencion de infecciones en heridas y fomentando un entorno de curacion

optimo.

Este enfoque combina beneficios terapéuticos con préacticas sostenibles, aprovechando
recursos naturalmente abandonados por las avispas y promoviendo una perspectiva eco-amigable
en la medicina regenerativa. A nivel mundial, mas de 1°400.000 personas sufren de infecciones

hospitalarias, y en Colombia se reportaron 1560 casos en 2021, segun el Ministerio de Salud *.

En respuesta a este desafio, se ha trabajado en biopolimeros como una alternativa viable y
sostenible a los antibi6ticos convencionales para inhibir el crecimiento bacteriano y prevenir
posibles infecciones en heridas. Estos materiales biocompatibles se derivan de fuentes naturales
como plantas y microorganismos, poseyendo propiedades antimicrobianas que facilitan la

regeneracion de tejidos y células, favoreciendo la cicatrizacion 2,

En este contexto, se emplearon agregados de plata utilizando extractos provenientes de
nidos deshabitados de avispas, incluyendo especies alemanas como Vespula vulgaris y Vespula
germanica, y colombianas como Polistes erythrocephalus y Polistes versicolor. Se planted una
ruta sintética para estos materiales, los cuales fueron caracterizados mediante técnicas como ATR-
FTIR, TGAy CG-MS.
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MARCO REFERENCIAL

Las avispas pertenecen a la familia Vespidae, un grupo de insectos himendpteros que
comprende alrededor de 5000 especies distribuidas en 269 géneros y 7 subfamilias °. Estos insectos
sociales se caracterizan por su estructura corporal delgada, antenas conicas y una cintura estrecha
entre el térax y el abdomen . Los tropicos tienen la mayor diversidad; Suramérica por ejemplo

cuenta con el 64 % de las especies sociales y en Colombia se conocen 239 8°.

Las avispas de la familia Vespidae se clasifican en tres subfamilias claramente definidas,
siendo la mas extensa dividida a su vez en tres tribus notablemente diferentes. Esta disposicion se
presenta a continuacion, junto con los géneros, y algunos ejemplos representativos de especies en

cada una de estas categorias 1011

Tabla 1. Clasificacion de avispas sociales 1012,

Familia Subfamilia Género Ejemplos de especies

) Vespula, Vespula germanica,
Vespinae i
Dolichovespula, Vespa = Vespa crabro

Polistes, Ropalidia, | Polistes dominula,

Polistinae o )
Vespa Ropalidia marginata
) Delta, Ancistrocerus, Ancistrocerus gazella,
Eumeninae
Eumenes Eumenes fraternus
) Anterhynchium, Eumenes bollii,
) Masarinae o o
Vespidae Eumenes, Priscilla Priscilla
Stenogaster concinna,
) Stenogaster, )
Stenogastrinae ) Liostenogaster
Liostenogaster )
flavolineata
N Euparagia, Euparagia  nasonii,
Euparagiinae ] ) )
Anterhynchium Anterhychium mellyi
) Zethus, Synoeca, Zethus slossonae,
Zethinae _ -
Epsilon Synoeca virginea
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Dentro de esta familia, dos subfamilias, Vespinae y Polistinae, las subfamilias Polistinae
y Vespinae estan caracterizadas por la presencia predominante de especies con comportamiento
eusocial, en contraste con las subfamilias Eumeninae, Euparagiinae y Masarinae, que albergan
avispas solitarias. Se reconoce que las avispas Stenogastrine exhiben un comportamiento
facultativamente eusocial®®. Estas dos subfamilias, Vespinae y Polistinae, emergen como
destacadas, cada una presentando caracteristicas Unicas en su comportamiento social y en la

construccion de sus nidos, elementos que poseen una relevancia quimica sustancial**,

Las avispas de la subfamilia Vespinae, conocidas como avispas sociales "verdaderas”,
manifiestan un notable interés en su entorno, empleando sefiales quimicas para la comunicacion
intracolonial®®. Estos insectos presentan patrones de comportamiento altamente organizados en la
construccion de sus nidos, los cuales, de manera distintiva, son elaborados utilizando papel*®. La
composicion quimica de las feromonas que utilizan para la comunicacion y el reconocimiento
intraespecifico, asi como la de los materiales empleados en la construccion de los nidos,
constituyen areas de estudio esenciales para comprender a fondo la dinamica social de estas

colonias y las propiedades quimicas tnicas de sus estructuras 3.

Mientras que, las avispas de la subfamilia Polistinae, también denominadas avispas
sociales "papeleras”, sobresalen por su habilidad Gnica para construir nidos de papel*’'®. La
composicion quimica de estos nidos, compuestos por fibras de madera mezcladas con saliva,
ofrece un terreno fértil para la investigacion quimica aplicada *°. El anlisis detallado de los
materiales de construccion de los nidos podria arrojar luz sobre las propiedades quimicas que

contribuyen a la resistencia y durabilidad de estas estructuras 3%,

Un estudio revel6 que tanto los nidos de las avispas sociales Polistinae como los de las
Vespinae compartian la caracteristica de tener nidos construidos con papel que presentaban células
hexagonales'’. Las avispas de papel se destacan por construir nidos complejos suspendidos, con
una elaborada arquitectura®. La investigacion ha demostrado que su fabricacion implica recolectar
fibras vegetales, que las avispas se mezclan con saliva para formar el material de construccion.
Una vez que encuentren una base adecuada como una rama, iniciaran la construccion del nido

agregando pulpa de celulosa, que se seca convirtiéndose en un papel fuerte y duradero. Este
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fascinante proceso ha llevado a los cientificos a explorar no solo la estructura compleja de los

nidos, sino también la funcién social y de comunicacion dentro de las colonias 2.

Las investigaciones sobre el comportamiento de avispas sociales han subrayado la
importancia del primer contacto, donde las sustancias quimicas presentes en la cuticula y saliva
del insecto desempefian un papel crucial. Estos componentes cuticulares, principalmente
hidrocarburos, no solo previenen la desecacién, sino que también ofrecen defensa contra
microorganismos y productos quimicos inorganicos 23. En particular, donde segin un estudio de
Hoggard et al., (2011) las especies con nidos de papel mostraron una actividad antimicrobiana
significativamente mayor que aquellas que excavaron madrigueras o utilizan nidos de barro *, esto
se debe a que contienen una fascinante riqueza de componentes quimicos provenientes de sus
fluidos salivales, compuesta principalmente por carbohidratos, proteinas y aminoacidos en
concentraciones excepcionalmente altas, emerge como un frente de defensa inicial contra
infecciones % proporcionando a estos nidos una posible utilidad como agentes de "inmunidad
colectiva” 2°, ya que han demostrado en un estudio mas reciente publicado por Lateef et al., (2016)
poseer propiedades antimicrobianas, antifingicas, anticoagulantes y tromboliticas, confirmando lo

expuso anteriormente por Hoggard et al., (2011) 1:19.21.26
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N-isopentilacetamida N-isopentilbutiramida
Ry ﬁ N-(3-metilbutil)acetamida (MBA) N-(3-metilbutil)butanamida (MBB)

-

Figura 1. Componentes bioactivos presentes en los nidos de avispas

El interés particular en las avispas dentro del contexto de los himendpteros se justifica por
su relacion evolutiva con abejas y hormigas, asi como por la diversidad en habitos de anidacion y
complejidad social?’. La identificacion de péptidos antibacterianos en la cuticula y veneno de
avispas sociales refuerza su potencial para investigaciones destinadas a desarrollar agentes

antimicrobianos?.

En el presente trabajo, se recolectaron nidos abandonados de las especies: Vespula vulgaris
y Vespula germanica de Berlin Alemania; y Polistes erythrocephalus y Polistes versicolor, de
Colombia, perteneciendo a la subfamilia Vespinae y Polistinae respectivamente. A continuacion,
se presentan las subfamilias y especies abordadas en esta investigacion, acompafiadas de iméagenes
ejemplificadoras de sus nidos y la respectiva composicién quimica. Esta informacion se obtuvo de
una investigacion previa realizada por Zahid et al. (2018), que detalla el analisis XRD de los nidos,

proporcionando valiosa informacion sobre su composicién quimica.
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Tabla 2. Subfamilia, especies, imagen ilustrativa de los nidos y la composicion quimica de estos mismos por

medio de un analisis XRD.

Composicion quimica de los nidos ¥/

Subfamilia Especie
Vespula vulgaris
Vespinae
Vespula
germanica
Polistinae Flfsies

erythrocephalus

o Oligémero de nailon 6
de 9-amida (C59H111N909)

. 4,4"-Bis(p-
etoxibercilidenamino)bifenil
(C29H2sN202)

(] Metanamina (C5H12N4)

° Oxalato de metileno
(C(HCOy),)

o Hidrato de silicato de
calcio (CasSizOgH2o)

. Acido adenilico
maleico (CoHoN504)

. Nomifansina
(C16H18Ny)

3 Termospina
(C15H20N20)

o Nitruro de  calcio
(CasNy)
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Polistes versicolor

Referencias imagenes

a-

b
c-
d

29
30
31
32

Al explorar méas a fondo la composicién de los nidos de avispas, se puede conocer el perfil
de aminoéacidos presente en estas estructuras. Los aminoacidos, como bloques fundamentales de
las proteinas, revelan una red intrincada de interacciones bioquimicas que sustentan la formacion

y funcién de los nidos 4%,

Esta investigacion se apoya ademas también en el estudio de Shikha Chawla (2020), que
previamente informé sobre la composicion de aminoacidos por medio de un analisis de HPLC para
dilucidar la composicion quimica de los nidos de avispa, en la cual se identificaron picos
significativos para aminoacidos como alanina, serina, acido glutdmico y glicina 3*. Ademas, el
estudio de Ermukhambetova (2023) destaco la presencia prominente de glicina, serina, alanina,

prolina y valina, con implicaciones biorreductoras para la sintesis verde de nanoparticulas *.

Las nanoparticulas (NPs) son particulas con una dimension caracteristica en el rango de 1-

100 nanOmetros. Estas particulas presentan propiedades unicas que las diferencian de los
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materiales a escala macroscépica, lo que las hace atractivas para una amplia gama de aplicaciones,

incluyendo la medicina, la electronica, la catalisis y la nanotecnologia .

Entre las NPs metalicas, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido las mas estudiadas
debido a su versatilidad y a sus propiedades antimicrobianas y anticancerigenas 3. Las AgNPs
son eficaces contra una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias, virus y hongos.
También han demostrado ser efectivas en el tratamiento del cancer, inhibiendo el crecimiento de

las células tumorales -4,

Los nidos y venenos de avispas son una fuente potencial de proteinas que pueden utilizarse
para la sintesis de AgNPs. Estas proteinas presentan una alta afinidad por los grupos tiol y tio, asi
como por los grupos amino y carboxilato de residuos proteicos . Esta afinidad puede utilizarse
para la estabilizacion de las AgNPs, lo que puede mejorar sus propiedades y sus aplicaciones 374,
Estudios como el de Lateef et al., (2016) y Ermukhambetova et al., (2023) demostraron que las
AgNPs a base de nidos de avispas son eficaces contra una amplia gama de bacterias, incluyendo
bacterias grampositivas y gramnegativas. Los investigadores encontraron que las AgNPs
interactuaban con las membranas celulares, componentes internos y material genético de las

bacterias, lo que les conferia sus propiedades antimicrobianas 2.

El mecanismo de accion antimicrobiano de las AgNPs aun no se comprende

completamente, pero se cree que involucra los siguientes mecanismos 3

1) Interaccion con la membrana celular: las AgNPs pueden unirse a la membrana celular
bacteriana, alterando su permeabilidad y causando la pérdida de citoplasma. 2) Inhibicién
de la respiracion celular: las AgNPs pueden inhibir la respiracion celular bacteriana,
interfiriendo con la cadena de transporte de electrones. 3) Inhibicion de la sintesis de ADN:

las AgNPs pueden inhibir la sintesis de ADN bacteriana, interfiriendo con la enzima ADN
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polimerasa. 4) Induccion de la apoptosis: las AgNPs pueden inducir la apoptosis, 0 muerte

celular programada, en las células bacterianas.

2) Penetracion de AgNPs en las o _0g
° LY células y causa la interrupeion de las e ® g 0
[} biomoléculas y dafio intracelular
e ° P
° -
) Doble cadena
1) Adherenciaa @ e I l
la membrana °® ¢
bacteriana g ~
-~
8,0 ~—
° o ™~ ~—
o® Una sola hebra
o9
4) Interaccion
entre las AgNPs
ROS y el ADN
bacteriano
ROS Ros 3) Produccion de ROS

Figura 2. Actividades antibacterianas de las nanoparticulas de plata 4.

Las AgNPs se adhieren a las membranas celulares de los microbios #. Esta adhesion es
posible debido a la atraccion electrostatica entre los iones de plata positivos de las AgNPs y la
carga negativa de las membranas celulares “°. Las AgNPs también tienen una afinidad por las
proteinas que contienen azufre en la pared celular microbiana ¢, lo que puede contribuir a su
adhesion, dicha unién provoca cambios irreversibles en la estructura de la membrana, lo que puede
causar la pérdida de la integridad de la bicapa lipidica y la permeabilidad de la membrana
bacteriana *’. Por ultimo, la pérdida de la integridad de la membrana celular puede provocar una
serie de problemas para la célula. Por ejemplo, la célula puede perder la capacidad de regular su
actividad, lo que puede afectar a su supervivencia. Ademas, la pérdida de la integridad de la
membrana celular puede permitir que los contenidos celulares, como el citoplasma, las proteinas,

los iones y el ATP, se escapen provocando asi la muerte celular 8

En este ambito, los ungientos que contienen nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden
desempefiar un papel crucial en la estabilizacion de las propiedades antimicrobianas de la plata
4950 Esto se logra mediante diversas estrategias que optimizan la eficacia y durabilidad de las
AgNPs.
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Figura 3. Estabilizacion de las actividades antimicrobianas

(i) Preservacion de la estabilidad de las nanoparticulas de plata (AgNPs): Los ungiientos
desempefian un papel crucial al proteger las AgNPs contra la degradacién causada por factores
ambientales como la luz, el oxigeno y la humedad °. (ii) Mejora en la unién de las AgNPs a las
membranas celulares: Los ungientos se revelan como facilitadores en la mejora de la adhesion de
las AgNPs a las membranas celulares, lo que a su vez potencia su actividad antimicrobiana de
manera considerable 5252, (iii) Regulacion precisa de la liberacion de iones de plata: Los ungiientos
desempefian un papel fundamental en el control de la liberacion de iones de plata, contribuyendo
a prevenir la toxicidad de estos iones para las células humanas, este enfoque garantiza una

liberacion controlada que maximiza la eficacia sin comprometer la seguridad >+°,

Los productos dermatoldgicos tdpicos son sustancias liquidas o semisélidas, como cremas,
unguentos, lociones y geles, disefiados para administrar medicamentos a diversas capas de la piel
con el proposito de prevenir o tratar enfermedades cutaneas. La efectividad de cualquier
formulacién topica en términos de inicio, duracion y magnitud de la respuesta terapéutica esta
condicionada por la eficacia relativa de tres procesos secuenciales: la liberacion del principio
activo desde la forma farmacéutica (liberacion del farmaco), la penetracién/difusion del farmaco

a través del estrato corneo y otras capas cutaneas, antes de inducir el efecto farmacoldgico deseado
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en el lugar de accion %', En la figura 4 se muestra un diagrama de flujo de los métodos distintivos

y una tabla de definicion (Tabla 4) donde se determina las formas de dosificacion

Una forma de dosificacacion topica
para aplicacion dermatolégica

¢Esun quuw‘do“(tul
como se suministra No > aerosol, pOIVO'
y durante el uso) o parche, etc.
semisolido’
2 solucién
¢éEs (]) claroy
. homogéneo, es (2)
(1) Es un liquido o un solido disperso (2)
(2) es semisélido en un liquido o (3)
una emulsion’?
3) = Locién
£Contiene una gran

Heemiizne MG S proporcion (20-50%) S —>|
agua y voldtiles ? de solidos dispersos?

(M

Pasta

<Es (1) una solucién de <Contiene (1) >50% de
el «—(1)— dispersion coloidal hidrocarburos, ceras, . (]
- Mm endurecida con un de PEG'como vehiculo y SEILEER Unglento
agente gelificante o (2) (2) <20% de agua y

5 Cn "
una emulsion? volatiles ?

no a cualquiera o a
ambos

Figura 4. Arbol de decisién sobre la nomenclatura de formas farmacéuticas topicas.

De acuerdo con el diagrama de flujo, se menciona que (2) un liquido tiene la capacidad de
verterse, fluir y adaptarse a su recipiente a temperatura ambiente, exhibiendo un comportamiento
de flujo newtoniano o pseudoplastico. Por otro lado, (b) un semisélido no tiene la capacidad de
verterse, no fluye ni se adapta a su recipiente a temperatura ambiente, y su comportamiento
generalmente es de flujo plastico, ya que no fluye facilmente con un esfuerzo cortante bajo. En
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cuanto a (c), una emulsién se define como un sistema de dos fases compuesto por al menos dos

liquidos inmiscibles, donde uno de ellos se dispersa en forma de globulos (fase interna o dispersa)

en la otra fase liquida (fase externa o continua), generalmente estabilizado por un agente

emulsionante. En relacién con (d), la medicidn de agua y volétiles se realiza mediante la prueba

de pérdida por secado (LOD), calentando a 105 °C hasta alcanzar un peso constante. (€) Una

dispersion coloidal se refiere a un sistema en el cual particulas de tamarfio coloidal (entre 1 nmy 1

um) se distribuyen de manera uniforme en un liquido. Por ultimo, (f) se menciona el

polietilenglicol %',

Tabla 3. Definicién sugerida de formas farmacéuticas topicas

56-59

farmacéutica

alcohdlico;

aunque un aceite

Forma de L . Apariencia Yy | propiedades
L Definicion Formulacion y .
dosificacion? sensacion fisicas
Generalmente
contiene un
vehiculo acuoso o
Una forma

solido suspendido
en un vehiculo

liquido en un

alcohdlico.

y liquida® -
Solucién también puede
_ transparente y ) Clara, delgada
tépica ) servir como
homogénea para 5
L vehiculo.  Puede
aplicacion externa
_ contener un
sobre la piel. -
agente gelificante
para espesar la
solucion.
Una forma .
o El solido a
farmacéutica
o Generalmente menudo se
5 liquida®, que _ _
Suspensién ] contiene un | sedimenta con
o consiste en un ] )
topica vehiculo acuoso o | el tiempo, por

lo que es

necesario
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sistema de dos
fases para
aplicacion externa

sobre la piel.

agitarlo  antes

de usarlo.

Una forma

farmacéutica

Generalmente

Opaco, fino, no
graso; tiende a

evaporarse

Muestra un

. contiene un | rapidamente comportamiento
y liquida® en ) _
Locion » vehiculo acuoso y | con una | de flujo
emulsién®  para » ;
L >50% de agua Yy | sensacion newtoniano 0
aplicacion externa . .
_ volatilesd. refrescante pseudoplastico.
sobre la piel.
cuando se frota
sobre la piel
Generalmente
Una forma de )
o contiene un
dosificacion ) Generalmente | Suele  presentar
o vehiculo acuoso o .
semisélida® que . transparente 0 | una unica
) alcohdlico y un o o
contiene un agente - translticido en | transicion en
- agente gelificante _
gelificante  para . |lun sistema | TGA"
_ como  almidon, o )
proporcionar ) monofasico; correspondiente a
o derivados de o
rigidez a una espeso, no | pérdida del
. celulosa, ;
Gel solucion 0 ] grasoso; vehiculo; no
_ » carbomeros, _ )
dispersionf N Proporciona fluye bajo
) silicato de )
coloidal para ) una sensacion | esfuerzo cortante
L magnesio y
aplicacion externa . refrescante y generalmente
] aluminio, goma
a la piel. Un gel . cuando se | muestra un
xantana, silice _ _
puede  contener ] ] aplica sobre la | comportamiento
) coloidal, jabones | .
particulas en o piel. de flujo pléastico
. de aluminio o
suspension. ]
zinc.
. Una forma de | Contiene >20% de | Opaco 0 | Muestra dos o
rema
dosificacion agua y volatiles? | transltcido, mas transiciones
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semisolida® en
emulsién que
contiene >20 % de
agua y volatiles
ylo <50 % de
hidrocarburos,

ceras 0
polietilenglicoles
como  vehiculo
para  aplicacion

externa en la piel.

ylo <50% de
hidrocarburos,

ceras 0
polietilenglicoles
como vehiculo.
Existen dos tipos
de cremas: una
crema de aceite-
en-agua con agua
como fase
continua y una
crema de agua-en-
aceite con aceite
como fase

continua

ViSCoso,

grasoso, tiende

a No evaporarse

ni  absorberse

cuando se frota

sobre la piel.

en TGA"
indicativas de al
menos un sistema
de dos fases;
muestra el
comportamiento

de flujo pléastico

Una forma
farmacéutica

semisoélida® en

suspension 0 Opaco, Vviscoso,
emulsion que ) grasoso 0
) Contiene una gran |
contiene <20 % de . ligeramente
... 4 | proporcion (20-
) agua y volatiles® y . grasoso; Se
Ungtento 50%) de solidos _ )
>50 % de | adhiere bien a
_ dispersos en un )
hidrocarburos, ) la piel,
vehiculo graso.
ceras 0 formando una
polietilenglicoles capa protectora.
como  vehiculo
para  aplicacion
externa en la piel.
Una forma | Contiene una gran | Opaco, viscoso,
Pasta

farmacéutica

proporcién  (20-

graso

a
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semisdlida® que | 50%) de solidos | ligeramente
contiene una gran | dispersos en un | grasoso; Se
proporcion (20-50 | vehiculo graso. adhiere bien a
%) de solidos la piel
finamente formando una
dispersos en un gran capa
vehiculo  graso protectora.
para  aplicacion

externa en la piel.

*a; Una forma de dosificacion es un producto farmacéutico que contiene una sustancia activa, que

farmacéutico activo (API), y uno o mas excipientes.

puede ser un ingrediente

*b; Un liquido es una sustancia que se puede verter a temperatura ambiente. Se adapta a su recipiente y puede fluir de forma laminar

o turbulenta.

*c; Una emulsion es una mezcla de dos liquidos inmiscibles, uno de los cuales esta disperso en forma de glébulos en el otro liquido. La

emulsion se estabiliza por un agente emulsionante.

*d; El contenido de agua y volatiles de una forma de dosificacion se puede determinar mediante la prueba de pérdida por secado (LOD).

Esta prueba consiste en calentar la forma de dosificacién a 105 °C hasta que alcance un peso constante.

*e; Un semisélido es una sustancia que no se puede verter a temperatura ambiente. No fluye con un esfuerzo cortante bajo y

generalmente exhibe un comportamiento de flujo plastico.

*f; Una dispersion coloidal es una mezcla de particulas de tamaiio coloidal, es decir, entre 1 nm y 1 pm, en un liquide. Las particulas

estan dispersas de manera uniforme en todo el liquido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Sintetizar y caracterizar agregados de plata a partir de extractos de nidos de avispas

(Polistes sp. y Vespula sp.).

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar nidos de avispas y sus extractos mediante FTIR-ATR, TGAy CG-MS.
e Obtener agregados de plata mediante extractos de los nidos de avispas Vespula
vulgaris, Vespula germéanica, Polistes erythrocephalus y Polistes versicolor.

e ldentificar los agregados de plata mediante UV-Vis.

3. METODOLOGIA

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

3.1 Reactivos

Agua destilada (H20).

Metanol (CH3sOH).

Etanol (C2HeO).

Nitrato de plata (AgNQs)
Polisorbato 80 (CesH124026)
Alcohol cetilico (CH2(CH2)1s0H)
Manteca de karité

Cera de abeja

Aceite mineral (Vital)

3.2 Materiales y Equipos

Los espectros de infrarrojo 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, en el rango de 4000 — 550 cm™* con 24 escaneos por
muestra.

TGA con analizador térmico SDT Q-600 de TA Instruments. Este andlisis se realizd en
cooperacion con el grupo de polimeros de la Universidad Industrial de Santander.
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= Los espectros de ultravioleta visible se realizaron en un espectrofotometro UV-vis marca
SHIMADZU, modelo UV-2401PC, en una longitud de onda establecida de 190 nm y 900
nm.

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

= Microscopio marca OLYMPUS OPTICAL CO., LTD. Modelo CH30ORF100, equipado
con lentes E A10 0.25, E A40 0.65y E A4 0.10.

= Estereomicroscopio binocular Stemi DV4 marca ZEISS ajustado con un microscope LED
light ring MIC-2009.

= Paragraficary analizar los diferentes espectros, se uso la licencia académica de aprendizaje
del software OriginPro 2023b.

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

siguiente metodologia expuesta en la figura 5.

Recoleccion de
TRATAMIENTO DE LOS J nidos de avispas Sy

—
NIDOS DE AVISPAS morfologico

\ Preparacion a los

nidos de avispas A
FTIR-ATR

EXTRACTOS DE
SOLVENTES POLARES — FTIR-ATR

Preparacion de los
extractos de los GC-MS

METODOLOGIA nidos de avispas \
— UV-Vis
- Colorimetria
. . pH
\_ ESTABILIZACION DE LOS Preparacion de « FTIR-ATR
AGREGADOS DE PLATA ™ |55 ungiientos . - TGA

— . Identificacion E.coli

Figura 5. Esquema metodoldgico.
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3.4 Tratamiento de los Nidos de Avispas

3.4.1 Recoleccion de Nidos de Avispas

Se recolectaron nidos abandonados de las especies: Vespula vulgaris y Vespula germéanica
de Berlin Alemania; y Polistes erythrocephalus y Polistes versicolor del departamento de Norte
de Santander. Las muestras fueron depositadas en bolsas de plastico de cierre hermético por
separado, se rotularon y se transportaron al laboratorio de Biocalorimetria de la Universidad de
Pamplona. Una vez en el laboratorio y previo a los analisis se tomaron registros fotograficos de

cada uno de los nidos con ayuda de una camara de iPhone 11 con amplitud de 1x.

3.4.2 Preparacion a los Nidos de Avispas

3.4.2.1 Analisis Morfolégico. Precedentemente de ser molturados los nidos de cada
especie de avispas se estudiaron uno por uno con un estereomicroscopio binocular Stemi DV4
marca ZEISS ajustado con un microscope LED light ring MIC-209 para la observacion de sus
caracteristicas fisicas, las cuales se les tomo registro fotografico con la cadmara de un iPhone 11
con una amplitud de 1x, seguidamente se llevo a cabo la meticulosa eliminacién de cualquier
particula de suciedad, como pupas, larvas, desechos generados por las avispas u otros
contaminantes presentes en la superficie del nido, se pico y se molturd cada nido por individual en
varias fracciones pequeias con ayuda de una tijera y un mortero de dgata respectivamente, esto

para facilitar y obtener una mejor pulverizacion de los diferentes nidos de avispas.

Para el tratamiento de los nidos de avispas abandonados, resultando en la obtencion de
aproximadamente 2 g de cada especie de nido de avispas abandonado, posteriormente a esto, se
observaron las distintas muestras de los nidos en el estereomicroscopio y en un microscopio
OLYMPUS OPTICAL CO., LTD. Modelo CH30RF100, equipado con lentes E A10 0.25, E A4
0.10 y E A40 0.65; donde también se tomaron registros fotograficos y consecutivamente se

llevaron dichas muestras a su caracterizacion por ATR-FTIR.
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3.4.2.2 Espectroscopia FTIR-ATR. Cada muestra pulverizada fue colocada en la celda
predestinada para solidos del equipo FTIR (SHIMADZU Prestige-21), donde se obtuvo el espectro
en el rango de longitudes de onda de 550 a 4000 cm™!, con un nimero total de 24 Scans y con una
resolucion de 4.0. El proceso de los espectros infrarrojos se efectud a través de la técnica de
reflexion total atenuada (ATR). Consecutivamente, el procesamiento de los espectros se llevo a

cabo mediante el software OriginPro 2023b en su version de prueba.

3.5 Extractos de Solventes Polares.

3.5.1 Preparacion de los Extractos de los Nidos de Avispas
Para la obtencion de los extractos se prepard un solvente de agua, metanol y etanol con
ayuda de una Balanza de Precision Pioneer 0,01 g; calibracion externa-OHAUS y se siguio el

protocolo establecido en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones trabajadas para la extraccion de los compuestos bioactivos.

Volumen )
Peso Porcentaje del o
_ solvente Descripcion
nido () solvente
(mli)
EtOH 14,3%, )
Plancha de calentamiento +
0,8 100 MeOH 14,2%, L
agitacion por 1 hora
Agua 71,3%

Finalmente, se logré aislar fases solidas y liquidas durante el proceso de extraccién. Los
extractos de interés, constituidos por las fases liquidas, fueron diluidos en un balén aforado de 10
ml, empleando 0,4 ml de cada extracto. Estas diluciones se sometieron a analisis mediante
espectrofotometria UV-Vis. La evaluacion se llevd a cabo en un espectrofotometro SHIMADZU
modelo UV-2401PC, en un rango de longitud de onda establecido de 190 nm a 900 nm.
Paralelamente, las fases solidas fueron sometidas a un proceso de secado a 60 °C en una incubadora

de la marca Memmert durante 72 horas, para su posterior caracterizacion mediante FTIR-ATR.
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3.5.2 Caracterizacion de los extractos solidos y liquidos.

3.5.2.1 Espectroscopia FTIR-ATR Para la Fase Sélida Resultante de la Extraccion.
Cada muestra solida fue posicionada en la celda destinada a s6lidos del equipo FTIR (SHIMADZU
Prestige-21), donde se adquirié el espectro en el rango de longitudes de onda de 550 a 4000 cm™,
con un numero total de 24 Scans y con una resolucién de 4.0. La obtencion de los espectros
infrarrojos se efectud a través de la técnica de reflexion total atenuada (ATR). Posteriormente, el
procesamiento de los espectros se llevo a cabo mediante el software OriginPro 2023b en su version

de prueba.

3.5.2.2 Analisis por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (GC/MS) Para
la Fase Liquida Resultante de la Extraccion. Se tomaron 100 pl en 5 ml de acetonitrilo para
cada muestra. Se empled un cromatdgrafo de gases Agilent, 6890 acoplado a un espectroémetro de
masas 5973a, fase estacionaria apolar HPSMSTM con dimensiones (30m x 0,25mm X 0.25um),
empleando gas de arrastre Helio 0,75mL/min, split 1:20, inyectando 1pL, empleando una
temperatura en puerto de inyeccion de 250°C, llevando el horno de 60 a 280°C a 3°C/min,
deteccion previa de modo de ionizacion con impacto de electrones a 70 eV, y acoplado a detector
de masas, el equipo usado es del laboratorio de alimentos de la Universidad Industrial de

Santander.

3.5.2.3 Analisis por Espectroscopia UV-Vis. Se realizaron diluciones utilizando 0,4 ml
de cada muestra en un balén aforado de 10 ml, con el objetivo de realizar su respectivo analisis a
través de espectrofotometria UV-Vis utilizando un espectrofotometro UV-Vis de la marca
SHIMADZU, modelo UV-2401PC, que cubre un rango de longitud de onda preestablecido de 190
nm a 900 nm, donde se procesaron los datos en el Software Origin 2023b de prueba para la

generacion de los graficos correspondientes.

3.6 Sintesis de los Agregados de Plata

Para ello se tomé 1,7 mL de una solucion de nitrato de plata al 10 mM y se mezclaron con
5mL de extracto de nido, luego la mezcla se mantuvo en agitacion 250 rpm y protegida por la luz
por 2 horas. Para la caracterizacion Se llevaron a cabo diluciones en un balén aforado de 10 ml,

empleando 0,4 ml de cada uno de los agregados de plata, con el propoésito de realizar su
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identificacién mediante un espectrofotdometro UV-Vis de la marca SHIMADZU, modelo UV-

2401PC, abarcando un rango de longitud de onda predefinido de 190 nm a 900 nm.

Finalmente, la determinacion del tamafio de los agregados de plata se realiza mediante la
aplicacion de la Ecuacion 1, la cual fue propuesta por Haiss como un método eficiente y rapido
para evaluar el tamafio y la concentracion de nanoparticulas. Esta ecuacion se basa en la teoria de

dispersion multipolar y utiliza datos experimentales para su derivacion:

Ecuacién 1. 60

Donde los pardmetros de ajuste se determinan utilizando valores teéricos para d > 25 nm.
En esta formulacidn, Agpg representa la longitud de onda en la cual se alcanza la maxima
absorcion, mientras que 4, denota la longitud de onda correspondiente a la minima absorcién al

inicio del fendmeno SPR. Los valores asignados a los parametros son Ly: 6,53y L,: 0,0216.

Es relevante destacar que, al aplicar esta ecuacién y considerando d > 25 nm, el promedio
del error absoluto en la determinacion de los diametros de particulas observados

experimentalmente se mantiene en un 3%.

3.7 Estabilizacion de las nanoparticulas

Al momento de finalizar la sintesis de las nanoparticulas, una vez consultada la literatura
se decidio comprobar la estabilizacion de estas mediante la preparacion de un ungiiento, aunque
dentro de la propuesta aprobada no se contempld esta actividad, es importante para comprobar que

la metodologia de sintesis utilizada es la mas adecuada.
porqué inicialmente hablaba de agregados y luego de nanoparticulas?
3.7.1§épif deingcdsa dicongiahfino particula?

En este paso, se elaboraron tres variantes de ungientos utilizando extractos liquidos y
agregados de plata extraidos de los diversos nidos de avispas. Cada formula de ungiento consistid
en 1 g de alcohol cetilico, 2 g de aceite mineral (VITAL), 1 g de manteca de karité, 0,1 g de

polisorbato 80 y 0,25 g de tres tipos distintos de ceras de abejas. Cera de abeja blanca (A), cera de
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abeja amarilla (B) y cera de abeja virgen (C), siendo asignada unicamente una variedad de cera de

abejas a cada unguento, obteniéndose un total de 24 unguentos.

Se procedio a pesar cada una de las materias primas mediante una balanza analitica de alta
precision con una exactitud de 0,0001 g, de la marca aeADAM. Posteriormente, se sometio cada
preparacion a un bafio maria a una temperatura de 70 °C utilizando una plancha de calentamiento
ajustada a 250 °C durante un periodo de 6 minutos, logrando asi la fusion homogénea de cada
unglento. A continuacién, se incorpor6 1 ml de extracto liquido, se agitd de manera uniforme con
la mano y se reintrodujo en el bafio maria para completar un tiempo total de 10 minutos y se midio,
seguidamente el pH de cada ungtiento, después de la solidificacion de estos, se evalud el color con
un colorimetro (FRU ® Model: WR-10QC) y se caracterizaron por medio de espectroscopia FTIR-
ATRy TGA.

3.7.2 Caracterizacion de los Unguentos

3.7.2.1 Espectroscopia FTIR-ATR. Se tom6 con una espatula una pequena porcion de la
formulacion de cada uno de los ungiientos y luego se coloco en la celda designada para sélidos en
el equipo FTIR (SHIMADZU Prestige-21). Se adquiri6 el espectro en el rango de longitudes de
onda de 550 a 4000 cm™', realizando un total de 24 escaneos con una resolucion de 4.0. Los
espectros infrarrojos fueron obtenidos utilizando la técnica de reflexion total atenuada (ATR).
Posteriormente, se procesaron los espectros utilizando el software OriginPro 2023b en su version

de prueba.

3.7.2.2 Analisis Termogravimétrico TGA. Las evaluaciones termoanaliticas
prescindieron de cualquier preparacion previa de las muestras; se empled 1 g de cada muestra,
depositandolas en viales especificos destinados para el andlisis correspondiente. Este
procedimiento se llevd a cabo mediante el uso del analizador térmico SDT Q-600 de TA
Instruments, el cual ejecuta de manera simultanea el analisis termogravimétrico (TGA). Este
andlisis se realizO en cooperacion con el grupo de polimeros de la Universidad Industrial de
Santander.

3.7.2.3 Identificacion de E. Coli. Protocolo Petrifilm: En esta primera etapa se procedio a
hacer diluciones seriadas (102,102 y 10). Se tomaron 10 ml de la muestra de cada muestra tipo
unguento en estado fundido y se homogenizaron con 90 ml de Agua Peptonada Estéril 0,1% (APE),

(dilucion 10Y). Se prepararon las diluciones 102y 107 de la siguiente manera, se tomaron 1 ml de
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la dilucion 10y se transfirieron a un tubo con 9 ml de APE (dilucion 107?), posteriormente, se
tomaron 1 ml de esta Gltima dilucion y se deposito en otro tubo con 9 ml de APE (dilucion 107%).
Se empled la técnica de Petrifilm marca 3M, la cual contienen agar deshidratado de Bilis Rojo
Violeta (VRB por sus siglas en inglés), un agente de gelificacion soluble en agua fria, un indicador
de glucuronidasa para identificar E. coli, y un indicador del tetrazolio para facilitar la enumeracion
de las colonias. En el centro de la placa de Petrifilm E. coli se vertié 1 ml de la dilucion 102 y se
distribuy6 la muestra uniformemente colocando el disco de difusion con el fin de evitar la
formacion de burbujas, haciendo una leve presion a fin de distribuir todo el indculo, este
procedimiento se repitié para la dilucion 103, Las laminas se incubaron a 37°C por 24 horas.

Aquellas colonias de color azul con presencia de gas se tomaron como indicativo de E. coli.

4. RESULTADOS Y ANALISIS

Al aplicar la metodologia se obtuvieron los siguientes resultados

4.1 Tratamiento de los Diferentes Nidos de Avispas.

4.1.1 Andlisis Morfologico

Para el tratamiento de los nidos de avispas abandonados se obtuvieron las siguientes
fotografias (Fig 6, 7, 8 y 9) tomadas en el estereoscopio y microscopio donde se muestran las
formas, los colores y los diferentes tamafios de las pulverizaciones de las cuatro muestras de los

nidos de avispas.

En la figura 6, se puede observar desde el estereoscopio que el nido de la especie Vespula
vulgaris es esencialmente de color amarillo, con capas que muestran tonalidades que van desde el
gris al beige, siguiendo un patrén caracteristico, como report6 Akre R (1991) .. También se
destaca que el tejido de papel en este tipo de nidos es mas laxo, compuesto por fibras mas pequefias
que incluyen ain algunas fibras de aspecto lefioso, donde en estudios previos realizado por
Spradbery (1971) comenta que el papel del nido de Vulgaris es fragil esta compuesto de fibras
derivadas de la madera en descomposicion 2 lo que confirma lo antes expuesto. En las figs 6-D1,
D2, D3 se observa la muestra pulverizada se puede apreciar que esta compuesta por filamentos
delgados con aspecto no uniforme y reminiscente de madera.
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Figura 6. Tratamiento del nido de Vv (Vespula vulgaris). A) Nido previo a la moltura. B) Nido visto desde un
estereoscopio. C) Caracteristicas morfologicas notables. D) Nido después del proceso de molturaciéon. D1) Vv molturado
visto desde un microscopio con lente E A 0.10. D2) visto desde un microscopio con lente E A 0.25 y D3) visto desde un
microscopio con lente E A 0.65.

En la figura 7, observado a través del estereoscopio, el nido de Pe exhibe células
hexagonales con tonos mayormente grises y sutiles variaciones, como lo expuesto por Matsuura
(1990) en su investigacion en donde observé que los nidos de Polistes pueden ser de color grisaceo,
marron o incluso amarillento, esta variacién depende de varios factores como el tipo de material
utilizado para la construccion de sus nidos e incluso de factores ambientales como el sol y la
humedad 3. Estas variaciones van desde un gris claro hasta tonos mas oscuros, ocasionalmente
mostrando matices como marron-gris, amarillo-gris y beige. Sin embargo, a diferencia del caso de
la Vv, no se distinguen capas definidas con un claro inicio y final en cada una, su estructura es mas
compacta en comparacion con el Vv. En las figuras E1, E2, E3, se puede observar Pe bajo un

microscopio a diferentes amplitudes mostrando irregularidades en su forma.
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Figura 7. Tratamiento del nido de Pe (Polistes erythrocephalus). A) Nido abandonado de Pe. B) Caracteristicas
morfoldgicas notables. C) Nido visto desde un estereoscopio. D Nido previo a la moltura. E) Nido después del proceso de
molturacion. E1) Muestra de Pe pulverizada vista desde un microscopio con lente E A 0.10. E2) Pe visto con un lente E A
0.25. E3) Pe visto con un lente E A 0.65.

En la figura 8, Pv comparte caracteristicas fisicas similares con Pe, ya que ambos presentan
células hexagonales dispuestas en un patrén regular con tonalidades que van desde grises hasta
beiges, exhibiendo sutiles variaciones que van desde un gris claro hasta tonos méas oscuros. Se
aprecia una amalgama de estos colores caracteristicos en su estructura, tal como se evidencia en
fotografias documentadas en estudios como el realizado por Peck (1998) y otro llevado a cabo por
Oliveira S (2010) 4,
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Figura 8.Tratamiento del nido de Pv (Polistes versicolor). A) Nido previo a la moltura. B) Caracteristicas
morfoldgicas notables. C) Nido después del proceso de molturacion. C1) Muestra de Pv pulverizada vista desde un
microscopio con lente E A 0.10. C2) Pv visto con un lente E A 0.25. C3) Pv visto con un lente E A 0.65.

Es evidente que los nidos exhiben tonalidades de gris con variaciones sutiles, que van desde
gris claro hasta tonos mas oscuros, ocasionalmente presentando matices como marron-gris,
amarillo-gris y beige. En contraste, en la figura 9, el nido de Vespula germanica suele estar
compuesto por un papel gris méas flexible y homogéneo de fibras de madera solida, donde
Spradbery J (1971) y colaboradores describieron el color de papel del nido Vg como marrén claro
o pulido 2 u otro estudio por MacDonald (1980) lo describié como bronceado °°. Sin embargo, en
esta investigacion Vg destaca por la presencia notable de un color particular, el azul, ademas de
revelar fibras maderosas con trazas de color verde en su estructura. En las figs D1, D2, D3 se
observa el nido Vg pulverizado desde un microscopio a diferentes amplitudes mediante un
microscopio, se nota que Vg presenta una pulverizacion mas pronunciada, con particulas de forma

irregular dentro de dicho polvo.
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Figura 9. Tratamiento del nido de Vespula germanica. A) Nido previo a la moltura. B) Caracteristicas
morfoldgicas notables. C) Nido visto desde un estereoscopio. D) Nido después del proceso de molturacién. D1) Muestra de
Vg pulverizada vista desde un microscopio con lente E A 0.10. D2) Vg visto con un lente E A 0.25. D3) Vg visto con un lente
E A 0.65.

Akre R (1991) discute como la tonalidad de la coloracion de los nidos esta influenciada
por varios factores, como la variedad de maderas presentes en diferentes regiones del mundo, el
entorno en el que viven las avispas y la seleccion de las fibras disponibles realizada por estos
insectos. Este fendmeno se puede observar claramente en el caso de Vg, donde los informes
anteriores describen el color del papel del nido como marrén claro o pulido, pero no mencionan

los colores caracteristicos (azul y verde) encontrados en esta investigacion .

Seguidamente las muestras pulverizadas se caracterizaron por FTIR-ATR.
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4.1.2 Espectroscopia FTIR-ATR

Se inicid con la comparacion de los espectros infrarrojos (IR) de las muestras pulverizadas
de nidos abandonados de avispas (Vaya a Figura 10). Se presenta, ademas, su correspondiente
tabla (Tabla 6) para la interpretacion basica de las frecuencias infrarrojas, facilitando la
identificacion de los posibles grupos funcionales presentes en las muestras analizadas, en la cual
se reflejan las bandas caracteristicas de las muestras y se indican los modos vibracionales con su

respectiva asignacion (tipos de enlace) acorde con el nimero de onda (cm™).

3330 2908 1640 1035 660

Pv
— Vg
Pe
— Vv

Absorbancia (a.u.)

I

7
| |

N 1 I I L] v I N
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

Figura 10. Espectro IR de los nidos pulverizados.
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Tabla 5. Asignacion y modo vibracional de las bandas mas caracteristicas en el FTIR-ATR para los nidos
pulverizados antes de la extraccion.

NUmero de onda (cm™?) Asignacion Vibracion Ref
O-H
3285-3330 Estiramiento Ci
(Celulosa)

Estiramiento

2908-2921 CH. o 23,68,70
asimétrico
Estiramiento

2093 CH (CHs) o 23,67,70
simétrico
Cc=C Estiramiento

1627-1640 o 23,71
C=N asimétrico
Flexion del

1520-1540 N-H 2

enlace

Estiramiento o

C-0. C=0. C flexion de
1230-1259 ’ C_ ' diferentes grupos 677273
presentes en la
lignina
Estiramiento de
1030-1035 Cc-0 67,72
alcohol
Flexion fuera del
660 C-H 72

plano

Se evidencia que cada especie comparte rasgos distintivos en distintas regiones espectrales:
en torno a los 3330 cm?, se identifican bandas asociadas a grupos -OH, cuya intensidad sugiere la
presencia de puentes de hidrégeno entre moléculas; las bandas cercanas a los 2908 cm™ se
relacionan con los estiramientos de enlaces CH, CH, y CHs; alrededor de los 1640 cm™, se
encuentran estiramientos asimétricos caracteristicos de grupos -C=C; en los 1035 cm se presentan
picos tipicos de enlaces -C-O, y en la region de los 660 cm™ se observa flexion fuera del plano de
los enlaces CH. Adicionalmente es de importancia destacar que Pe y Pv comparten una banda
caracteristica bastante definida en la region 1540 cm™ lo cual se le puede atribuir a la presencia de

grupos NH.
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Luego de dicha caracterizacion FTIR-ATR se procedi6 a la extraccion.

4.2 Extraccion

En este apartado se obtuvieron extractos de los nidos pulverizados bajo las condiciones
mencionadas en la metodologia. En la figura 11, se muestra esquematica dicho proceso en el cual
se obtuvo una fase solida que se llevo a caracterizar por FTIR-ATR por otro lado, la fase liquida,
se sometid a GC-MS y UV-Vis.

Figura 11. Proceso de la extraccion para cada nido pulverizado.

En la figura 12 se presentan los extractos obtenidos después del proceso de extraccion. Es
evidente que todos ellos exhiben tonos amarillos, algunos méas oscuros que otros. Esta variacion
en la tonalidad podria deberse tanto a las diferencias entre las especies de las que se extrajeron
como al porcentaje de recuperacion especifico obtenido en cada caso. Los valores de estos

porcentajes se detallan en la tabla 7.

Figura 12. Extractos a interés donde a) FLN4D es FLV(g, b) FLN3D es FLPv, ¢) FLN2D es FLPe, y d) FLN1D es
FLVv
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Tabla 6. Porcentaje de recuperacion

N Peso inicial ~ Peso final Porcentaje de
ido
(9) (9) recuperacion (%)
Vespula vulgaris
0,8000 0,6430 80,38
(W)
Polistes
erythrocephalus 0,8008 0,5450 68,06
(Pe)
Polistes versicolor
0,8020 0,5305 66,15
(Pv)
Vespula
) 0,8105 0,5537 68,32
germanica (Vg)

Los datos presentados en la tabla 7 revelan la efectividad de la extraccion de los
compuestos bioactivos de cada nido. Se destaca una mayor eficiencia en la extraccion de estos
compuestos en el caso de la especie Vv, como se evidencia en los porcentajes de recuperacion mas
altos. En contraste, el nido de la especie Pv muestra el menor porcentaje de recuperacion. Sin
embargo, es importante sefialar que esto no implica necesariamente una extraccion menos eficaz

de los compuestos bioactivos presentes en cada nido.

Luego, se llevé a cabo la caracterizacion de los extractos liquidos utilizando GC-MSy UV-
Vis, mientras que, tras secar las fases sélidas, se procedié a molienda para su analisis mediante
FTIR-ATR.

Pagina 45 de 103



4.2.1 Caracterizacion.

4.2.1.1 Espectroscopia FTIR-ATR. En esta seccion, se realizé una comparacion entre las
muestras pulverizadas antes y después del proceso de extraccion. Cada comparacion se acompafa
de una tabla correspondiente que permite una interpretacion basica de las frecuencias infrarrojas.
Esto facilita la identificacion de los posibles grupos funcionales presentes en las muestras
analizadas, mostrando las bandas caracteristicas y proporcionando la asignaciéon de los modos

vibracionales segtn el nimero de onda (cm™).

Los espectros FTIR para las distintas muestras de los nidos de las avispas de las especies

Vv, Vg, Pv y Pe pueden observarse en la figura comparativa 13.

a) 3330 2908 2093 1640 1520 1230 1035 660 b) 2909 16351520 1230 1037 663
i) il
N /) \ el
[\ /] N J [\ M
w I L oAl WU ESVy | A L
- - — A~ —_— v e \
= a
g &
= = ~
S |pe g FSPe
= A 3
2 il £
e / \ -
s /I g
2 - AN NEE
/ \
w SINO AN~V FSVe
v A,—/\-\/b ESPy J———J\/\d/\/\/\
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de onda (cm™) Nimero de onda (cm")

Figura 13. Comparativa de los distintos espectros FTIR (Nimero de onda (cm™) / Absorbancia) obtenidos de los
nidos pulverizados. Siendo a) los nidos antes del proceso de extraccion y b) las muestras pulverizadas después del proceso
de extraccion.

En el caso de la gréfica a), las bandas caracteristicas de las muestras de los nidos
pulverizados se encuentran entre las regiones de nimero de onda de 3285-3330 cm™, 2908-2921
cm™, 2093 cm?, 1627-1640 cm™, 1520-1534 cm™, 1230 cm, 1030-1035 cm, 660667 cm™.

En el grafico b) se pueden observar bandas caracteristicas en las de regiones de niumero de
onda como, 2909cm™?, 1635cm™?, 1520cm™, 1230cm™, 1037cm™?, 663cm™. A continuacion, en la
tabla 8 se exhiben las vibraciones de los diferentes tipos de enlaces con respecto al nimero de onda

(cm™) para el caso post-extraccion.
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Tabla 7. Asignacion y modo vibracional de las bandas mas caracteristicas en el FTIR-ATR para los nidos
pulverizados después del proceso de extraccion.

Numero de onda (cm™) Asignacion Vibracion Ref
Estiramiento
2909 CH, - 23,68,73
asimétrico
Cc=C Estiramiento
1635 2311
C=N asimétrico
Flexion del
1520 N-H 71,72
enlace

Estiramiento o0

flexion de
C-0,C=0,C-C
1230 o diferentes grupos 677273
(Lignina)
presentes en la
lignina
Estiramiento de
1037 C-0 89,72
alcohol
Flexién fuera del
663 C-H 2

plano

De lo que se logra evidenciar con los espectros anteriores (ver figura 13) de manera
significativa una pérdida o disminucion de intensidad en una banda caracteristica en la region de
3285-3330 cm™ en los espectros IR post-extraccion, que se puede explicar por la perdida de
compuestos con estructura alifatica y solubles en la mezcla de etanol: metanol: agua, que se logran

identificar mas adelante en el GC-MS.

La region de 3285-3330 cm™ estd comlinmente asociada con las vibraciones de
estiramiento de los grupos -OH (hidroxilos). Segun literatura, la disminucidn de intensidad en esta
region sugiere la posible solubilizacion y extraccion de compuestos solubles en la mezcla de

solventes que contenian grupos hidroxilo ™.

Adicional a esto, se realizd la generacion de gréaficos de Anélisis de Componentes

Principales (PCA) con el fin de examinar posibles diferencias en la composicion quimica de los
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nidos de avispas antes de la extraccion y post-extraccion. Durante el tratamiento de los espectros,
se identificaron 4 componentes comparativos, de los cuales se eligieron 8 bandas espectrales. Se
consideraron las bandas C1 (OH/C=0) y C2 (NH/CH) en los espectros IR en su forma original,
mientras que C3 (C=0/CH) y C4 (CO/NH) fueron derivadas de los espectros IR originales para

analizar el area correspondiente a cada una. Esto se puede evidenciar en la figura 14.
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Figura 14. PCA para los nidos pulverizados antes y después de la extraccion. a) Vespula vulgaris. b) Polistes
erythrocephalus. c) Polistes versicolor. d)Vespula germéanica.

De los 4 diagramas de PCA (figura 15) se puede observar que existe un impacto en los
resultados de los infrarrojos después de la extraccion siendo estos diferenciables para las 4
muestras de los nidos pulverizados antes de la extraccion, donde las observaciones de las muestras
revelan patrones distintivos en el espacio de los componentes principales. Especificamente donde

cada replica mostré una cercania entre si, lo que demuestra la reproducibilidad del ensayo,
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adicionalmente también se logra diferenciar la composicion de grupos funcionales en cada nido,

demostrando la particularidad que cada especie tiene para escoger materiales especificos para

construir sus nidos.
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Figura 16. PCA para los nidos pulverizados antes y
después de la extraccion
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Figura 15. Dendograma para los nidos pulverizados

antes y después de la extraccion

Tabla 8. Explicacion de las abreviaturas de las Fig 15y Fig 16.

Especies  nidos  pulverizados
(antes de la extraccion)

Extracciones (Fase Solida)

N1 | Vespula vulgaris (Vv) N1A, N1B, N1C
N2 | Polistes erythrocephalus (Pe) N2A, N2B, N2C
N3 | Polistes versicolor (Pv) N3A, N3B, N3C
N4 | Vespula germanica (Vg) N4A, N4B, N4C

*A, By C se refiere al nimero de replicas realizadas

4.2.1.2 Resultados y Analisis de GC-MS. En esta seccion se presentan los cromatogramas
correspondientes a los hidrolizados o extractos liquidos de los nidos abandonados de avispas de
diversas especies: Vespula vulgaris, Polistes erythrocephalus, Vespula germanica y Polistes
versicolor. Cada cromatograma exhibe los tiempos de retencion asociados a las sefiales detectadas.
Es importante sefialar que las dos sefales iniciales en cada cromatograma corresponden a los

solventes utilizados, siendo el etanol y el metanol respectivamente.

En el caso de Vespula vulgaris, se identificaron un total de 13 sefiales, mientras que para
Polistes erythrocephalus se registraron 14 sefiales. Vespula germanica mostro 15 sefiales,

incluyendo una sefial no definida, y Polistes versicolor presentd 14 sefiales, todas con una
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resolucion adecuada para su identificacion. El equipo desarrollé un diagrama de fragmentacion de

masa carga, permitiendo la descripcion de la composicion de la muestra al buscar estas sefiales en

la base de datos correspondiente.
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Figura 17. Cromatogramas de los extractos liquidos siendo FLVv el de Vv, FLVg el de Vg, FLPv el de Pvy FLPe
el de Pe.
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Tabla 9. Picos caracteristicos de cada compuesto encontrado en el GC-MS para los extractos liquidos.

Tiempo de Abundancia relativa (%)
Pico Nombre Estructura quimica retencion
(min) FLPe =FLPv FLW | FLVg
N-(3- o
3| metilbutil)propan \)kNA)\ 9,804 6,090 | 11,755 - -
amida .
N-(3- o
4,a  metilbutil)butana /\)J\NA)\ 10,187 20,009 15947 16393 13,037
mida "
N-(3- 0
5,b | metilbutil)aceta )k /\)\ 10,335 18,266 | 20,986 | 17,305 | 9,311
N
mida H
Acetato de o |
6, C dimetilamino )k 10,533 6,955 | 7,554 | 10,929 | 5,586
_ W N
etilo
OH
7,.d 2-pentanol )\/\ 10,726 6,081 | 5,034 | 4551 | 6,515
3-metil-1-
8, e 10,791 13,911 | 16,816 | 21,857 @ 24,210
butanol HO
2-metil-3-buten- HO
9, f 10,859 10,441 | 7,563 | 11,855 | 13,054
2-ol FZ
N
10, 2,5- N
- | 11,146 0867 1,342 @ 2,731 | 8,383
g dimetilpirazina =
N
N
11, X
Trimetilpirazina | 11,220 1,733 1,258 -- 3,262
g* N/
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14

3-metilbutanoato

de 1-metilbutilo

(E,E)-7-etil-2-
metil-1,6-
dioxaspiro[4.5]d
ecano

13,329

2,607

1,678

7-etil-2-metil-
1,6-
dioxaspiro[4,5]d
ecano

12,564

1,821

2,136

16

(E,E)-2,8-
dimetil-1,7-
dioxaspiro[5.5]u

ndecano

13,467

1,739

1,847
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k heptan-2-ona M 12,717 -- - | 1,365 2880

L nona-2-ona /M 12,793 - - 1,181 | 1,952

m undecan-2-ona M 12,861 -- -- 0,908 1,578

De acuerdo con los cromatogramas (Fig 17), los dos primeros picos corresponden a los
solventes utilizados, que en este caso son etanol y metanol, respectivamente. Las demas sefiales se
identifican en la tabla 11; En la tabla se exhibe el nombre de los compuestos, su estructura quimica,

su abundancia relativa y el tiempo de retencion que presenté cada uno.

Para el caso de las especies de la subfamilia Vespinae (Vespula vulgaris y Vespula
germanica) Se identificaron varios compuestos compartidos en ambas especies, incluyendo N-(3-
metilbutil)butanamida, N-(3-metilbutil)acetamida, 2,5-dimetilpirazina, 2-metil-3-buten-2-ol, 3-
metilbutanoato de  1-metilbutilo, 7-metil-1,6-dioxaspiro[4,5]decano,  7-etil-2-metil-1,6-
dioxaspiro[4,5]decano, heptan-2-ona, nona-2-ona, undecan-2-ona, 2-pentanol y acetato de
dimetilaminoetilo. La Unica diferencia significativa observada fue la ausencia de Trimetilpirazina
en Vespula vulgaris, mientras que se encontré en Vespula germanica. Esta diferencia podria

indicar variabilidad quimica en el componente salival de construccion del nido

Mientras que, las especies de la subfamilia Polistinae (Polistes erythrocephalus y Polistes
versicolor) presentaron una gama mas amplia de compuestos, incluyendo N-(3-
metilbutil)propanamida, 3-metil-1-butanol, Acetato de 3-metilbutilo, Hexanoato de etilo, y
diferentes dioxaspirodecanos. Ademas, se encontraron compuestos especificos con isomeria como
(E,Z2)-2,8-dimetil-1,7-dioxaspiro[5.5]undecano y (E,E)-2,8-dimetil-1,7-dioxaspiro[5.5]undecano.
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Figura 18. Compuestos con mayor abundancia relativa (%) para cada especie.

En los cromatogramas de los extractos liquidos de los nidos de avispas trabajados, se
observa que los compuestos con mayor abundancia relativa son los siguientes: 3-metil-1-butanol,
con un 21,86% para Vespula vulgaris; N-(3-metilbutil)butanamida, con un 20,01% para Polistes
erythrocephalus; 3-metil-1-butanol, con un 24,21% para Vespula germanica; y N-(3-
metilacetamida), con un 20,99% para Polistes versicolor. Lo cual se puede observar en la figura
18.

Al comparar estos resultados con los reportes de la literatura, se destaca la ausencia de
publicaciones previas bajo el mismo método de extraccién. Ademas, el estudio previo de Lateef
(2016), que abordoé la sintesis de agregados de plata a partir de nidos, no aplicé este analisis
especifico. No obstante, se encuentra una correlacion interesante en la informacion, evidenciando
la presencia de compuestos que reflejan la naturaleza del nido.

Por ejemplo, compuestos como 7-metil-1,6-dioxaspiro [4,5]decano y 7-etil-2-metil-1,6-
dioxaspiro- [4,5]decano, asi como N-(3-metilbutil) acetamida (MBA) en V. vulgaris y V.
germénica, son méas probablemente reportados en extracciones de veneno. Este hallazgo sugiere
que, durante el proceso de masticacion y fabricacion del nido, hay segregacion de veneno, y que
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estos compuestos de alto peso molecular son comunes en la estructura del nido. Es importante
considerar que el nido, al ser abandonado naturalmente y sometido a procesos de secado, podria
contener otros compuestos volatiles que se pierden por accion del sol y que aun no han sido
identificados.

Un estudio especifico realizado por Jimenez S (2016) identifico siete componentes
candidatos de feromonas en avispas, entre ellos dimetilaminoetanol, acetato de dimetilaminoetilo,
2,5-dimetilpirazina, N-3-metilbutilacetamida. Las pruebas de bioensayos sugieren que estos
componentes, especialmente aquellos volatiles que contienen nitrégeno y las cetonas menos

volatiles, tienen predominantemente una funcion de alarma para las avispas del género Polistes ™.

Los compuestos identificados en los extractos de los nidos de avispas no solo ofrecen una
perspectiva Unica sobre la composicion quimica de estos entornos, sino que también revelan
similitudes con los informes previos sobre el veneno de avispas. Dichos informes como el de Sayed
(2021), indican la presencia de una variada gama de componentes quimicos en el veneno de
avispas, que abarcan desde pequefios compuestos organicos volatiles hasta péptidos, proteinas y
enzimas . En donde en un estudio realizado por Bruschini C (2006) y colaboradores menciona
que las principales sustancias encontradas en el veneno de Polistes fueron identificadas, como se
explica a continuacion, espiroacetales, amidas, acetatos y propanoatos de alcoholes secundarios
alifaticos s especificamente espiroacetales, principalmente 2,8-dimetil-1,7-
dioxaspiro[5.5]undecano, dos amidas, N -(3-metilbutil)acetamida y N -(3-metilbutil)propanamida
y acetatos de 2-alcoholes saturados, mono y diinsaturados con un ndmero impar de atomos de
carbono en la cadena " lo que termina de confirmar lo reportado antes. Otro estudio mas reciente
realizado por Ashraf M. El-Sayed (2021) revelaron que las estructuras N -(3-metilbutil)acetamida
(MBA) y N -(3-metilbutil)butanamida (MBB) se encontraron en mayor proporcion en el veneno
de Vespula vulgaris 8. Ademas, resaltar que, en investigaciones previas se ha reportado que los
péptidos antimicrobianos (AMP) presentes en el veneno de avispa (los mismos que se han
encontrado en los extractos de los nidos) son destacados agentes de defensa contra
microorganismos invasores. Estos AMP derivados del veneno de avispa han captado considerable

atencion como potenciales agentes terapéuticos con novedosos mecanismos de accion contra
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agentes infecciosos. Los resultados reportados en investigaciones evidenciaron las altamente

efectivas propiedades antibacterianas de las avispas 119357881,

4.2.1.3 Resultados y Analisis de la Espectroscopia UV-Vis. Los resultados obtenidos
mediante espectroscopia UV-Vis de los extractos liquidos (Ver figura 19) revelan la presencia de
anillos aromaticos en las muestras analizadas. Estos anillos se caracterizan por presentar bandas
especificas en el rango de longitud de onda de 242 nm, lo cual es coherente con la presencia de
sistemas aromaticos en la mayoria de las muestras examinadas. Se destaca que las muestras
pertenecientes a la subfamilia Polistinae (FLPv y FLPe) exhiben una mayor intensidad en estas
bandas. Ademas, se observaron bandas en todas las muestras con longitudes de onda cercanas a
280-290 nm, lo que indica la posible presencia de grupos insaturados y heterodtomos como
nitrégeno, azufre y oxigeno. Estos resultados concuerdan con hallazgos previos reportados por
Erturk (2019) y B Renuka (2016), donde se describieron rangos espectrales similares.
Especificamente, se mencionan bandas en el rango de 200—260 nm y dos bandas adicionales en
longitudes de onda de 270 y 350 nm *>%, las cuales se correlacionan con las caracteristicas

observadas en esta investigacion.
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Figura 19. Espectro UV-Vis de los extractos liquidos.
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4.3 Sintesis de los Agregados de Plata
En este apartado se exhibe en la Figura 20, el seguimiento de la sintesis de agregados de
plata para el nido de Vespula vulgaris (Vv) que se llevé a cabo para todas las muestras descrito

anteriormente en la metodologia.

Figura 20. Seguimiento de la sintesis de agregados de plata para el nido de Vespula vulgaris (FLVVAQ)

Se puede observar como pasa de una coloracion amarilla clara a una coloracion amarillenta
oscura estabilizandose dicho suceso después de los 10 min de reaccién, y sin cambios por los 8
dias de seguimiento. Esta misma reaccién ocurre para la sintesis de agregados de plata para las

especies Polistes erythrocephalus, Polistes versicolor y Vespula germanica.

En la figura 21, se puede observar la coloracién después de la adicion de Ag donde pasa la
tonalidad de color desde amarillo claro hasta marron oscuro. Estudios previos por Martinez (2013)
y Ganesh (2023) 8 sugieren que esto ocurre debido a las variaciones en las moléculas
biorreductoras presentes donde se basa en la reduccion de iones de plata (Ag*') a &tomos de plata
neutros (AgP), donde los diversos grupos funcionales son los encargados de dicho proceso tales
como amino, hidroxilo, carboxilo y tio, y que estan presentes en la superficie de los agregados de
plata ®, Estos grupos funcionales, ademas de agentes de proteccion, ayudan a reducir la energia
superficial y a prevenir la aglomeracion de particulas mediante repulsion electrostatica y estérica,
lo que afecta la resonancia del plasmadn superficial. Siendo candidatos prometedores los nidos de
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avispas de papel para la sintesis de agregados de plata, gracias a su riqueza en proteinas y

aminoéacidos *.

Figura 21. Agregados de plata formados. a) FLPeAg, b) FLPvAg y c) FLVgAg

4.3.1 Caracterizacion

4.3.1.1 Resultados y Analisis de UV-Vis. La espectroscopia UV-Vis es una técnica
comunmente utilizada para confirmar la formacion de nanoparticulas. El espectro de absorbancia
de las muestras coloidales se adquirid en el rango de 190 a 900 nm utilizando un UV-Vis
SHIMADZU, modelo UV-2401PC, y se empled agua destilada como referencia. En esta seccion
se presentan los espectros UV-Vis correspondientes a las diluciones de los hidrolizados con y sin
agregados de plata de los nidos abandonados de avispas de diversas especies: Vespula vulgaris,

Polistes erythrocephalus, Vespula germanica y Polistes versicolor.

En la figura 22, se exhibe los espectros UV-vis de la formacién de los agregados plata
mostrando una banda caracteristica dentro del rango de 400 nm donde en estudios previos 887 se
exhibe resultados entre 400 - 450 nm formandose el tipico pico de la resonancia de plasmon

superficial. Las muestras obtenidas arrojaron un maximo de absorbancia aproximadas dentro del
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rango 421-455 nm, lo cual indica que se encuentra en el rango mencionado, lo que demuestra la

presencia de agregados de plata y éxito en el protocolo para la formacion de estos agregados de
plata.

Los agregados de plata coloidales se absorbieron al maximo en las longitudes (nm)
reportadas en la tabla (Tabla 14) con un pico ancho que puede representar nanoparticulas

polidispersas. La absorbancia maxima observada cae dentro del rango informado previamente en
la literatura 358889,

Tabla 10. Longitudes de onda (nm) de los distintos agregados de plata

Longitud de onda
(nm)
FLVVAg 426
FLPeAg 455
FLPvAg 422
FLVgAg 421
a) b)
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0,12
30,10 465 il 426
& ‘ 5 ~
8 g <
E 0,08 + S 0064 \ 3
z £ \
5 006 ] : '
2 £ 001+
0,04 A
G 0,024 B
\\M
0,00 T T T T T T T
400 500 600 700 800 900 400 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
©) d)
0,14 0 -
—n =
0124 FLPvAg| L =S
421
20,10 Y
& &
2 2
5 0,06 H
2 2
< <
0,04 4
0,02
0,00 T T T T — > 00 T T T T T T
400 500 600 700 800 900 400 500 600 700 800 900
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 22. espectro UV-Vis con zoom en 400 nm para todas las muestras. a) FLVVAg, b) FLPeAg, c) FLPVAg y
d) FLVgAg.
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La observacién del cambio de color de la solucion de incoloro a marrén oscuro es una
indicacion visual comun de la formacidn de agregados de plata durante el proceso de reduccion.
Este cambio de color esté relacionado con las propiedades dpticas de las nanoparticulas y se debe

a la excitacion de las particulas en la region de nanoparticulas metélicas 1358889,

Segun literatura, cuando las particulas metélicas son pequefias, en el rango de
nanoparticulas, absorben y dispersan la luz de manera diferente en comparacion con las especies
en solucion %%, En el caso de los agregados de plata, suelen mostrar un color caracteristico, que
puede variar desde tonos amarillos hasta marrones o incluso rojos dependiendo del tamafio y forma
de las particulas . Esto se confirma con lo descrito anteriormente en la seccion 4.3 y se puede

evidenciar en las figuras 20 y 21 para cada uno de los extractos de nidos de avispas trabajados.

De acuerdo a la documentacion cientifica, las nanoparticulas metélicas poseen electrones
libres que generan una banda de absorcion conocida como resonancia de plasmén superficial
(SPR). Este fendmeno se produce debido a la vibracion colectiva de los electrones en resonancia
con la luz incidente. Los picos observados revelan las propiedades caracteristicas de la resonancia
del plasmon superficial en las nanoparticulas de plata 1%, Las nanoparticulas de plata de menor
tamafio exhiben una resonancia de plasmén superficial (SPR) mas estrecha y definida. Por otro
lado, las nanoparticulas de plata de mayor tamafio presentan una SPR méas amplia y suavizada. En
el caso de las nanoparticulas de plata con formas irregulares, la SPR puede adquirir una
complejidad mayor en comparacion con las nanoparticulas de forma regular. Ademas, la

concentracion de las nanoparticulas también puede influir en la configuracion de la SPR 9%,

Finalmente, para la determinacién del tamafio de los agregados de plata se aplicd la
Ecuacion 1 mencionada en la metodologia de este trabajo, la cual fue propuesta por Haiss como

un método eficiente y rapido para evaluar el tamafio y la concentracion de nanoparticulas.

Para calculo del diametro por medio de la ecuacion de Haiss se tomo la longitud de onda
en la cual se alcanza la méaxima absorcion denotada como Agpg Y la longitud de onda
correspondiente a la minima absorcion (4,) al inicio del fendmeno SPR, teniéndose en cuenta
adicionalmente los valores asignados a los parametros que son Lq: 6,53y L,: 0,0216. Este proceso

se evidencia en la figura 23.
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Figura 23. Célculo del didmetro de los agregados de plata por medio de la espectroscopia UV-Vis.

Antes de calcular el diametro de los agregados de plata, se aplicé un suavizado de 5 puntos

a cada grafica, posteriormente se le aplicé la linea base y se normalizaron los espectros UV-Vis

correspondientes. Los diametros de cada uno de los agregados de plata se pueden observar en la
tabla 15.

Tabla 11. Estimacién del diametro de los agregados de plata a partir de los diferentes nidos de avispas.

Ao Aspr d (nm)
FLVVAg 385 426 85,0
FLPeAg 385 455 109,8
FLPVAg 331 422 1219
FLVgAg | 337 421 118,2

En la investigacion llevada a cabo por Haiss y su equipo en 2007, se sefialé que la

concordancia entre los datos experimentales y la teoria corregida del camino libre medio fue

sobresaliente. Esto fue especialmente notable dado que la absorcién se determind de manera

cuantitativa a partir del tamafio y la concentracion de las particulas, sin necesidad de ajustar ningin

parametro. Ademas, se observd que la posicion calculada del pico del plasmén superficial

coincidia de manera precisa con los datos experimentales en el caso de particulas con tamafios

comprendidos entre 25 y 120 nm . Lo cual hace confiable los resultados obtenidos a partir del

uso de este método matematico.
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4.4 Preparacion de los Unguentos

Como se menciond previamente en la metodologia, se elaboraron tres variantes de
unglentos, cada una con un tipo distinto de cera de abejas (A, B y C), obteniendo un total de 24
ungientos. En esta seccion, se le tomaron FTIR-ATR a las distintas ceras de abejas incorporadas
en los unglientos desarrollados, asimismo, los ungiientos se les midio el pH y tras su solidificacion,
se evalud el color con un colorimetro, posterior a esto se caracterizaron mediante FTIR-ATR y
TGA. En las figuras 24, 25, 26 y 27 se observan los distintos ungtientos obtenidos, donde se puede
evidenciar una variacion de color con respecto a las ceras incorporadas y a su vez a los extractos

trabajados tanto los de sin como con la plata afiadida.

Figura 24. Materias primas utilizadas para la elaboraron de las tres variantes de ungiientos a partir del nido

Vespula vulgaris
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Figura 25. Materias primas utilizadas para la elaboraron de las tres variantes de ungiientos a partir del nido
Polistes erthrocephalus

Figura 26. Materias primas utilizadas para la elaboraron de las tres variantes de ungiientos a partir del nido
Polistes versicolor
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Figura 27. Materias primas utilizadas para la elaboraron de las tres variantes de ungiientos a partir del nido

Vespula germénica

Se procedi6 luego a realizar el andlisis de colorimetria 'y pH.
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4.4.1 Colorimetria'y pH del Ungtento

4.4.1.1 Colorimetria. En este analisis, se empled el espacio de color CIELAB, reconocido
por su exhaustividad en la representacion de colores visibles para el ojo humano. Desarrollado por
la Comision Internacional de Iluminacion (CIE), CIELAB ofrece una descripcion independiente
del dispositivo, asegurando consistencia a través de diferentes medios **. Las coordenadas L*, a*
y b* nos permitirdn evaluar la luminosidad, asi como la posicion entre rojo-verde y amarillo-azul,
respectivamente. Este enfoque es crucial para interpretar con precision las tomas de color
capturadas en el laboratorio, proporcionando una base sélida para el analisis de la informacion

cromatica *°.

I +127

Yellow

Lab

Figura 28. Sistema de color tipo modelo CIELAB %

Los valores para L, a 'y b se tomaron por duplicado en la cual los resultados se
promediaron para obtener un solo resultado, mostrado en la tabla 18,

Tabla 12. Valores de la colorimetria CIELAB L, a 'y b de los ungientos.

L B A L a b
A Ag-A

UV 66,295 | -1615 | -0565 73,29 -1,135 0,215

UPe 62,265 -1,33 1425 | 76,365  -1465 = -0,425

UPv 65,255 | -0,805 -1,12 68,04 -0,78 -0,49
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Uvg 60,49 -1,275 -0,53 67,565 = -1,125 -0,42
B Ag-B
UV 60,93 -0,74 7,615 62,55 -0,425 7,495
UPe 56,745 | -1,065 6,385 | 66,785 | -0,165 7,495
UPv 57,075  -0,835 7065 | 71,925 = -0,685 7,725

UVg 58,36 -0,285 6,78 55,755 -0,73 6,22
C Ag-C

UVWv 71,185 -0,78 5,41 72,445 0,13 7,15

UPe 65,25 -0,6 5,5 66,135 0,12 3,71

UPv 69,235 -0,125 6,18 70,615 0,02 6,595

UVg 64,44 -0,59 6,6 76,2 -0,315 6,175

En la figura 29, examinando detalladamente las caracteristicas cromaticas de las muestras
de unguientos, diferenciadas por la presencia de ceras de abeja (A, B, y C) y la inclusién o ausencia
de los agregados de plata, podemos notar que, para los valores L (luminosidad) para el tipo de
unglento con cera de abeja A existe una variabilidad de oscuro a moderadamente luminoso para
los unguientos con extracto liquido y para la unglientos con adicion de plata (agregados de plata)
se exhiben tonos predominantemente luminosos. Para los unglentos con cera de abeja B con
Unicamente extracto liquido de los nidos se exhibe variacién de oscuro a moderadamente
luminoso, para el caso de los unguientos con agregados de plata hay una variacién de oscuro a muy
luminoso. Por ultimo, para las muestras de unglientos con cera de abeja C, se observa tonos
moderadamente luminosos a muy luminosos y para los unglentos con presencia de plata

variaciones de luminoso a muy luminoso.

De lo que se puede concluir para los valores de L tomados que las muestras con adicion
plata tienden a ser mas luminosas en general. Ademas, se pudo notar que la cera de abeja B muestra
variabilidad en luminosidad entre las muestras con y sin plata. Mientras que los ungientos con la

cera de abeja C muestran consistencias en la luminosidad, con y sin plata.
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Figura 29. Grafico de barras para los valores tomados de L para las diferentes ceras de abeja utilizadas.

Se observar en la figura 30 que para la cera de abeja A tanto para el caso de los unglentos
con extracto liquido de los nidos como para los que tienen agregados de plata se exhibe inclinacion
hacia el verde. Para los ungiientos con cera de abeja B con Unicamente extracto liquidos de los
nidos se muestra una inclinacién hacia el verde, mientras que los que tienen agregados de plata
presentan una inclinacion leve hacia el rojo. Para los unglientos con cera de abeja C con extracto
liquido predomina en el rango negativo con una inclinacion hacia el verde y con los que presentan
adicion de plata se observa una variacion de negativo a positivo con una inclinacion hacia el verde

0 rojo.

De lo que se puede notar las muestras con plata presentan cambios en la inclinacién hacia
el rojo en comparacion con las muestras sin plata. También que, la cera de abeja A y C mantienen

una inclinacién constante hacia el verde.

Para el caso de los valores de b (figura 31) se exhibe un rango negativo para los unguentos
sin adicién de plata con una inclinacion hacia el azul, en el caso de los unglientos con presencia de
plata se observa una variacion entre -0,49 y 0,215, con tonos azules y rojos. Para los unguentos
con extracto liquido de la cera de abeja B en su mayoria exhibe valores positivos (6,385 a 7,615),
inclinacion hacia el amarillo y para los que tienen adicion de plata resultaron ser
predominantemente positivos (6,22 a 7,725) con inclinacion hacia el amarillo. Finalmente, para
los unguentos del tipo cera de abeja C sin adicion de plata su comportamiento es mayormente

positivo (5,41 a 6,60) indicando una inclinacién hacia el amarillo, en los unglentos de este tipo
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con agregados de plata presenta en su mayoria valores positivos (3,71 a 7,15) con inclinacion hacia

el amarillo y rojo.

Concluyendo las muestras sin la adicion de plata de cera de abeja Ay C tienden a inclinarse
hacia el azul, mientras que las muestras con plata de Cera de Abeja B presentan una inclinacién

clara hacia el amarillo.

Valores a
10 Valores b
8 A B C 10 A B c
. .
Q 6 6
5] o
g ¢4 g 4
4 2 Z 2
0
0 2
o an il ln A AR I I [ 4
< i i i UVvUPeUPVUVg  UVvUPeUPVUVg  UVvUPe UPVUVg
UVv UPe UPvUVg UVvUPe UPvUVg UVvUPe UPvUVg
Con extracto liquido W Con agregados de plata Con extracto liquido Con agregados de plata
Figura 30. valores de a tomados para los diferentes Figura 31. Valores de b tomados para los diferentes
ungtientos con los tres tipos de ceras de abeja. ungtientos con los tres tipos de ceras de abeja

4.4.1.2 pH. En las representaciones graficas 32 y 33, se exhiben las medias de los valores
de pH asociados con cada uno de los ungiientos desarrollados. En la fig 32a, se registran los valores
respectivos de 9,16, 6,21 y 11,75. La fig32b presenta valores de 6,75, 5,09 y 6,68. La fig32c
muestra medias de 3,99, 10,73 y 6,06, mientras que la fig 32d presenta valores de 5,33, 10,78 y
8,18. Por otro lado, la fig 33 exhibe los resultados de las medias de los ungiientos con adiciones
de plata. En la fig33a, los valores son 4,42, 9,73 y 8,45. La fig33b muestra 5,66, 6,37 y 6,64,
mientras que la fig 33¢ presenta medias de 5,18, 8,40 y 5,08. Finalmente, la fig33d tiene valores

de 6.00, 6.58 y 5,54, respectivamente.

Aunque los autores atribuyen la variacion del pH a discrepancias en la formulacion, no
tuvieron en cuenta posibles reacciones de oxireduccion en la descomposicion el unguento-
La variabilidad observada puede atribuirse a discrepancias en la formulacion de los

unglentos, dado que se emplean tres variantes de ceras de abeja. Conforme a la literatura, se
reconoce que, a mayor longitud de la caja y los bigotes en un diagrama de cajas, mayor es la

dispersion de los datos. En este contexto, se puede inferir que, para el caso de la fig32a, los datos
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de pH en UVVA muestran mayor dispersion en comparacion con UVvB y UVVC. En la fig32b, los
datos de UVvC presentan mayor dispersion que los de UVvB. En la fig32c, los valores mas
dispersos se encuentran en UPvB, seguido por UPVA, mientras que UPvC muestra los datos menos
dispersos. Por Gltimo, en la fig32d, se observa que los datos mas dispersos se encuentran en UVgB,
seguidos por UVgC y UVgA. Y de este mismo modo, se puede interpretar los diagramas de cajas

presentados en la figura 33.

a) b)
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Figura 32. Diagrama de cajas del pH de los ungtientos con los extractos liquidos. Siendo a) pH de los ungiientos
a partir del FLVv con las diferentes ceras de abeja, b) pH de los ungiientos a partir del FLPe con las diferentes ceras de
abeja, c) pH de los unguentos a partir del FLVg con las diferentes ceras de abeja y d) pH de los ungtientos a partir del
FLPv con las diferentes ceras de abeja.
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Figura 33. Diagrama de cajas del pH de los ungiientos con agregados de plata. Siendo a) pH de los unglientos a
partir del VvAg con las diferentes ceras de abeja, b) pH de los ungiientos a partir del PeAg con las diferentes ceras de
abeja, ¢) pH de los unglientos a partir del PvAg y d) pH de los unglientos a partir del VgAg con las diferentes ceras de

abeja.

Seguidamente se procedio a la caracterizacion de los unguentos.

4.4.2 Caracterizacion

En esta seccion, se partio inicialmente con la caracterizacion FTIR-ATR donde se realizo
la interpretacion de las bandas caracteristicas de las materias primas usadas para la preparacion de
los unglentos finales de interés y por ende también se encuentra la caracterizacion de estos
unglentos, los espectros IR se procesaron en el software Origin 2023b version prueba donde a
cada espectro IR se les aplico un suavizado de 20 pts, seguido se le saco la linea base y finalmente

se normalizaron para generacion de mejores graficos y facilitar dicha interpretacion. Cada
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comparativo se presenta con su correspondiente tabla para la interpretacion basica de las
frecuencias infrarrojas, simplificando la identificacion de los posibles grupos funcionales
presentes en las muestras analizadas, en la cual se reflejan las bandas caracteristicas de las muestras
y se indican los modos vibracionales con su respectiva asignacion (tipos de enlace) acorde con el

nimero de onda (cm™). Posteriormente se realizé un analisis termogravimetrico TGA.

4.4.2.1 Resultados y Analisis Espectroscopia FTIR-ATR

4.4.2.1.1 FTIR-ATR de las Materias Primas. En la figura 34 se exhibe los espectros IR de cada
una de las materias primas utilizadas para la preparacion de los ungientos, la tabla de

interpretacion (Tabla 16) de estos se encuentran posterior a estas.

En estudios anteriores se ha reportado que las materias primas utilizadas en este estudio
son comunmente usadas en la preparacion de unglentos debido a sus propiedades beneficiosas
para la piel y sus capacidades de formulacion ya que algunas tienen propiedades emolientes y
humectantes como es caso del polisorbato 80 y el alcohol cetilico tal como lo describen Gutierrez
(2011) y Yamaguchi (1979) 119111 Ademas, Bide (2021) en su estudio corrobord esta informacion
al demostrar la presencia de grupos hidroxilos (-OH), los cuales son indicativos de tales
propiedades emolientes y humectantes 2, se pueden buscar los picos caracteristicos en el rango
de 3320-3225 cm™ para el alcohol cetilico y 3496 cm™ para el polisorbato 80.

Los estiramientos de enlaces C=0, que generalmente se encuentran en bandas entre rango
de 1700-1750 cm™, puede indicar la presencia de ésteres, que son comunes en compuestos
emolientes como la manteca de karité que se ubica en el espectro IR en el rango de 1738cm™, 1747
cm en el aceite mineral por vibracion de estiramiento del enlace C=0 en grupos cetona®?, asi

como también se encuentra en el rango de 1735 cm™ para el polisorbato 80.

Ademas, también se lograron identificar bandas caracteristicas que se encuentran en el
rango de 2850-2920 cm™ para todas las muestras, pueden indicar la presencia de grupos alifaticos
y saturados. Cebi (2023) describe que estas bandas son comunes en los lipidos presentes en las

materias primas emolientes y humectantes 24,
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Figura 34. Espectros IR (Nimero de onda (cm™) / Absorbancia) de a) aceite mineral, b) alcohol cetilico, c)

manteca karité y d) polisorbato 80.

Tabla 13. Asignacion y modo vibracional de las bandas mas caracteristicas en el FTIR-ATR para las materias primas

usadas
- Numero <_j1e Asignacion Vibracion Ref
onda (cm™)
a)  Aceite mineral 97100

a 2920 Lo oo
b 2853 CH: vibraciones de los enlaces CH: en las cadenas alifaticas
c 1747 C=0 Vibracion de estiramiento del enlace C=0 en grupos cetona
d 1457 C-H Vibraciones de deformacion angular de los enlaces C-H
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Vibracion de estiramiento del enlace C-H en grupos metil eno

e 1370 C-H (CHy)
f 1161 C-C vibracidn de estiramiento del enlace C-C en grupos alifaticos.
g 721 C-H vibracion de flexion de enlaces C-H
101-
b) Alcohol cetilico 104
a 3320 N e
b 3205 O-H Estiramiento antisimetrico
c 2914 CHs Estiramiento simétrico
d 2849 C-H Vibracién simétrica
e 1463 CH; Estiramiento
f 1360 - -
g 1059 C-O
h 725 CH: Estiramiento
71,105,
c) Manteca karité 106
a 2919 C-H Vibracion de estiramiento simétrica y asimétricadel grupoCH,
b 2850 C-H alifatico.
_ vibracién de estiramiento del grupo funcional éster carbonilo
& LI — de los triglicéridos.
d 1464 CH2 N ., i
e 1377 CHs Vibraciones de flexién de los grupos alifaticos CH2 y CHs |
f 1246 C-0O
g 1171 C-O0 Vibracion de estiramiento de los grupos éster
h 1105 C-O
i 717 C-H vibracién aromatica de flexion C-H
71,107
d) Polisorbato 80 -109
a 3496 O-H vibraciones del OH en el sorbitol
b 2919 CH> Lo N
¢ 2861 CHs vibraciones de estiramiento de enlaces CH .
d 1735 C=0 Estiramiento asimétrico
e 1644 Cc=C vibraciones del doble enlace C=C en el acido oleico
f 1096 C-O vibracion de estiramiento de enlace, tipica de grupos éter.
g 945 C-O vibraciones de enlace C-O en grupos éter
h 847 C-H -
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4.4.2.1.2 FTIR-ATR de las Ceras de Abeja.

En estudios anteriores se ha reportado que las materias primas utilizadas en este estudio
son comunmente usadas en la preparacion de unglentos debido a sus propiedades beneficiosas
para la piel y sus capacidades de formulacion ya que algunas tienen propiedades emolientes y
humectantes como es caso del polisorbato 80 y el alcohol cetilico tal como lo describen Gutierrez
(2011) y Yamaguchi (1979) 11911 Ademas, Bide (2021) en su estudio corrobord esta informacion
al demostrar la presencia de grupos hidroxilos (-OH), los cuales son indicativos de tales
propiedades emolientes y humectantes 12, se pueden buscar los picos caracteristicos en el rango
de 3320-3225 cm™ para el alcohol cetilico y 3496 cm™ para el polisorbato 80.

Los estiramientos de enlaces C=0, que generalmente se encuentran en bandas entre rango
de 1700-1750 cm™, puede indicar la presencia de ésteres, que son comunes en compuestos
emolientes como la manteca de karité que se ubica en el espectro IR en el rango de 1738cm™, 1747
cm en el aceite mineral por vibracion de estiramiento del enlace C=0 en grupos cetona®?, asi

como también se encuentra en el rango de 1735 cm™ para el polisorbato 80.

Ademas, también se lograron identificar bandas caracteristicas que se encuentran en el
rango de 2850-2920 cm™ para todas las muestras, pueden indicar la presencia de grupos alifaticos
y saturados. Cebi (2023) describe que estas bandas son comunes en los lipidos presentes en las

materias primas emolientes y humectantes 114,
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Figura 35. Espectros IR (NUmero de onda (cm-1) / Absorbancia) los tres tipos de cera de abeja utilizados para la
preparacion de los ungiientos.

Tabla 14. Asignacion y modo vibracional de las bandas més caracteristicas en el FTIR-ATR de las tres

diferentes ceras de abeja.

n° Numero de onda Asignacion Vibracion Ref
(cm™)

a 3356 O-H Vibraciones de los enlaces OH

b 2915-2914 CH: vibraciones de estiramiento simétrico y

c 2848-2847 CHz3 asimétrico de los enlaces CH
Vibracion correspondiente a ésteres de

d 1732-1695 C=0 P 71,118-120
colesterol

e 1466-1464 CH: L -,
Flexion (vibracion de deformacion)

f  1176-1136 C-H

g 723 CH: balanceo del CH>

Adicional a esto, se realizd la generacion de graficos de Analisis de Componentes

Principales (PCA) con el fin de examinar posibles diferencias en la composicion quimica de Las
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tres ceras de abejas utilizadas, siendo Cera A, la cera de abeja blanca (A); Cera B, la cera de abeja
amarilla (B) y; Cera C, la cera de abeja virgen (C). Durante el tratamiento de los espectros, se
identificaron 4 componentes comparativos, de los cuales se eligieron 8 bandas espectrales. Se
consideraron las bandas C1 (CH/OH) y C2 (CH/C=0) en los espectros IR en su forma original,
mientras que C3 (CH2/C=0) y C4 (CH/CHz3) fueron derivadas de los espectros IR originales para

analizar el area correspondiente a cada una. Esto se puede evidenciar en la figura 36.

En la figura 36 el PC1 explica aproximadamente el 66,43% de la varianza total mientras

que, PC2 explica aproximadamente el 33,57% de la varianza total.

Las observaciones para las distintas ceras (Cera A, Cera B y Cera C) muestran diferencias
en su posicion relativa en el espacio de las dos primeras componentes principales, donde las
puntuaciones de las observaciones (Cera A, Cera B y Cera C) en el espacio de las dos primeras
componentes principales (PC1 y PC2) varian significativamente. Por ejemplo, para el caso de la
Cera A tiene una puntuacion mas alta en PC1 en comparacion con Cera B, mientras que Cera B
tiene una puntuacién mas alta en PC2 en comparacion con Cera A y Cera C. Donde se puede
apreciar diferencias significativas en las puntuaciones lo que se insinda que hay diferencias en la

composicion quimica que estan siendo capturadas por las componentes principales.
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Figura 36. PCA para las ceras de abeja.
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4.4.2.1.3 FTIR-ATR de los Unguentos. En este apartado se realizo la caracterizacion

FTIR-ATR de los unglientos, donde se puede observar los espectros IR en la figura 37.

Se puede observar que los ungiientos que comparten las mismas ceras de abeja muestran
comportamientos similares. En el caso de la Figura 37c), se nota una banda caracteristica de OH
mas ancha y pronunciada en la mayoria de los ungiientos en comparacion con las Figuras 37a) y
37b). Ademas, se detectan bandas caracteristicas de grupos -OH en el rango de 3375-3380 cm™,
asi como bandas en 2914-2918 cm asignadas a CH.. También se evidencia un pico caracteristico
de C=0 en el intervalo de 1739-1742 cm™. Para obtener mas detalles sobre las asignaciones de las
bandas obtenidas en los espectros IR, se pueden consultar en la tabla 19.
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Figura 37. Espectros IR (Namero de onda (cm™) / Absorbancia) de los ungiientos.
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Tabla 15. Asignaciones para los unglientos con las distintas ceras de abejas.

N°® Fig23a | Fig23b | Fig23c | Asignacion | Ref
a 3380 3376 3375 O-H =
b 2918 2916 2914 CH; 23,68,70
C 2852 2850 2850 CHs 23,67,70
d 2347 2346 2345 - -
NUumero de
1742 1739 1741 C=0
onda (cm™)
f 1462 1459 1462 CH:
g 1262 1258 1261 71,118-
h 1169 1166 1168 C-0 L
i 1062 1061 1060
J 713 710 711 Cc-C

Seguidamente para conocer la estabilidad térmica de estos se procedié a un analisis

termogravimétrico TGA.
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4.4.1.2 Resultados y Andlisis Termogravimétricos TGA. En esta seccién, se analiz6 la
estabilidad térmica de los unguentos elaborados, para ello se realizé un andlisis termogravimétrico
(TGA) para las tres variantes de unguientos a base de extractos liquidos y agregados de plata de los
nidos de las cuatro especies (Vespula vulgaris, Polistes erythrocephalus, Polistes versicolor y
Vespula germanica. En la figura 43 se exhiben las respectivas curvas termogravimétricas para cada
uno de los casos. Las temperaturas y porcentajes de pérdida de masa se presentan en la tabla 20.
La degradacion de los ungiientos UVgA, UVgB, y UVgC ocurre principalmente con pérdida de
masa inicial en el rango de temperatura de aproximadamente 70-100 °C, seguida de una pérdida
de masa mas significativa en el rango de 200-250 °C. Esta temperatura es critica ya que muestra
una pérdida sustancial de masa en todas las muestras de ungientos, lo que se sugiere que en este
rango hay procesos de descomposicion térmica significativos en esa region. Los porcentajes de
pérdida de masa en el rango de temperatura mas bajo podrian deberse a la evaporacion de
componentes volatiles o la descomposicion térmica de compuestos organicos presentes en los

extractos liquidos de nidos de avispas.

Los resultados del analisis termogravimétrico (TGA) en la figura 38, revelan que tanto los
unglentos con agregados de plata como los que carecen de este aditivo experimentan pérdida de
masa a medida que se incrementa la temperatura. Sin embargo, se observa una diferencia
significativa en la estabilidad térmica entre ambos tipos de ungientos. Los unglientos con
agregados de plata exhiben una mayor estabilidad térmica en comparacion con aquellos que no
contienen plata, este comportamiento se le atribuye a la capacidad que tiene la plata para formar
complejos con los compuestos bioactivos presentes en los nidos de avispas, como lo reporta
Ermukhambetova (2023) en su investigacion 1°. Ademas, de acuerdo con trabajos previos, estos
complejos estabilizadores impiden la descomposicion completa de los materiales en los unguentos,

actuando como una barrera protectora que reduce la pérdida de masa durante el calentamiento
122,123
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En las figuras 38 y 39, se puede observar que los ungiientos sin adicion de plata sufren una
degradacion guimica en 229 °C — 256 °C con el 42-56% de pérdida de masa, mientras que estos
mismo pero con agregados plata tienen una degradacion quimica en el rango de temperatura de
235 °C — 267 °C con una perdida de masa entre 29% - 50% (estos valores también se pueden ver
en la tabla 20) de lo que se puede confirmar lo anteriormente dicho donde se exhibe un porcentaje
de masa menor en los unguentos con agregados de plata y a su vez presentan mayor estabilidad

térmica, impidiendo la descomposicién completa del material.

Se puede observar claramente en las figuras 38 y 39 que, de las tres ceras analizadas, la
cera de abeja tipo C, que es una cera virgen (pura), presenta los mejores resultados en términos de

estabilidad térmica y menor pérdida de masa tanto en los unguientos con cémo sin agregados de

plata.
Tabla 16. Resultados de los Analisis termogravimétrico (TGA) para los ungiientos
Perdida Pérdida Pérdida Perdida

Tmax de Tmax de Tmax de Tmax de
(°C) masa (°C) masa (°C) masa (°C) masa

(%) (%) (%) (%)

77,9 14,7 75,4 14,8 73,5 14,7 80 14,3

UVVA 150,3 15,6 UPeA | 153,6 15,6 UPVA 152 15,5 UVgA @ 1554 151
232,8 56 232,4 56,5 231,8 56,1 229,5 55,6

46,4 3,2 45,7 3,2 46,8 3,1 46,3 3,1

UWWE 98,4 14,0 UPeB 96,2 14,2 UPVB 96,0 14,0 UVgB 97,8 14,0
159,4 15,2 158,5 15,2 157,4 15,2 159,5 15,3

233,6 54,4 233,5 54,5 232,7 54,5 233,4 54,7

47,7 2,5 46,4 2,7 47,9 2,6 49,5 2,7

95,2 13,5 98,8 13,7 99,3 13,6 96,4 13,8

UWWGC 161 14,6 UPeC 161,5 14,8 UPVC 161,2 147 uvgC 160,3 14,8
193,2 16,6 193 16,7 193,2 16,6 192,8 16,5

211,2 17,6 211,2 17,7 210,3 17,6 212 17,8

256 42,4 255,3 42,6 253,6 42,4 252,4 42,7

80,8 16,4 81,6 16,5 80,4 16,3 79,6 16,5
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UVVAg- | 163,6 17,7 | UPeAg- | 162,2 17,8 UPVAg- | 162,4 176 | UVgAg- | 1619 17,8
A 237,1 50,1 A 2354 50,2 A 236,2 50,1 A 238,7 50,4
66,7 13,0 69,9 13,4 72,2 13,0 70,7 131

UVvAg- 117,6 17,4 | UPeAg- 117,33 17,5 UPvAg- | 1176 171 UVgAg-  117,3 17,4
B 165,8 18,7 B 164,7 18,8 B 162,5 18,5 B 165 18,8
238,4 49,5 238,6 49,6 237,7 50,3 240,4 50,2

53,8 1,7 53,1 1,8 55,3 1,8 49,6 1,8

UVVAg- 97,6 12,5 | UPeAg- 96,9 12,5 UPVAg- = 96,9 12,7 UVgAg- 97,2 12,6
C 189,8 14,6 C 192,0 14,7 C 189,5 14,8 C 190,5 14,7
267,8 29,4 267,0 29,4 266,6 29,6 267,6 29,5

4.4.1.3 Evaluacion de la Capacidad Antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

Se logrd la extraccién de los compuestos bioactivos presentes en los nidos de avispas. Esto
se evidencia en el analisis GC-MS, donde se obtuvo una mayor abundancia relativa el 3-
metil-1-butanol para Vespula vulgaris; N-(3-metilbutil)butanamida para Polistes
erythrocephalus; 3-metil-1-butanol para Vespula germanica; y N-(3-metilacetamida) para
Polistes versicolor.

Se realiz6 la identificacion de agregados de plata mediante espectrofotometria UV-Vis,
presentando maximos de absorcion en las longitudes de onda (nm) entre 421 — 455 nm,
lograndose a su vez aplicar correctamente la ecuacion propuesta por Haiss para determinar
el didmetro de los agregados de plata obteniendose tamafios menores a 120 nm.

El analisis TGA revel6 una mayor estabilidad térmica en los unglientos con agregados de
plata en comparacion con aquellos sin dicha adicion. Ademas, se destaco que los unglientos
elaborados con cera de abeja tipo C mostraron consistentemente mejores resultados en

términos de estabilidad térmica.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere extender la investigacion a diversas especies de avispas y otros insectos

en Colombia.
Se plantea llevar a cabo investigaciones que empleen este biopolimero para evaluar

sus posibles propiedades anticoagulantes y/o antifingicas.
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ANEXOS

ATR-FTIR de las Réplicas de las Fases Solidas Resultantes de las Extracciones no
Reportadas en el Documento.
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Figura 40. Espectro IR replica 1 de las fases sélidas de la extraccion.
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Figura 41. Espectro IR replica 2 de las fases solidas de la extraccion.

En las figuras 40 y 41, se aprecia el espectro infrarrojo correspondiente a las réplicas
realizadas para las extracciones que no se reportaron en el documento, donde se evidencian bandas
de estiramiento del grupo OH (bandas 3330 cm™). Las bandas en 2909 cm™ indican los
estiramientos C-H, mientras que en el rango entre 1230 cm™ se presenta la banda de vibracion de
C-O. Las bandas en 1520 cm™ caracteristicas de flexion de enlace de N-H. Las asignaciones

especificas de estas bandas para estas fases sdlidas se detallan en la tabla 21.
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Tabla 17. Tabla de asignaciones de las bandas caracteristicas de Fig 40 y Fig 41

Numero de onda (cm™) Asignacion Vibracion Ref
O-H
3330 Estiramiento 6769
(Celulosa)
Estiramiento
2909 CH> o 23,68,73
asimétrico
e C=0 Estiramiento 2371
C=N asimétrico
1520 N-H Flexion del enlace 2
Estiramiento o flexion
C-0,C=0, C-C )
1230 - de diferentes grupos °©77273
(Lignina) -
presentes en la lignina
Estiramiento de
1037 C-0 69,72
alcohol
Flexién  fuera del
663 C-H 12

plano

Valores de L, b y a en Colorimetria CIELAB

En la tabla 24 se encuentra reportados los valores de las réplicas obtenidas de L, ay b con

el colorimetro FRU ® Model: WR-10QC

Tabla 18. Valores de L, a y b para los ungtientos.

Promedio
Replica 1 Replica 2 L a b
L a B L A b A
61,32 -1,52 -1,51 71,27 -1,71 0,38 66,295 -1,615 -0,565
53,72 -1,33 -1,67 70,81 -1,33 -1,18 62,265 -1,33 -1,425
64,4 -0,72 -1,13 66,11 -0,89 -1,11 65,255 -0,805 -1,12
60,49 -1,32 -0,53 60,49 -1,23 -0,53 60,49 -1,275 -0,53
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B B
50,37 -0,26 5,97 71,49 -1,22 9,26 60,93 -0,74 7,615
46,14 -0,86 4,01 67,35 -1,27 8,76 56,745 -1,065 6,385
48,59 -1,03 571 65,56 -0,64 8,42 57,075 -0,835 7,065
57,32 -0,18 6,58 59,4 -0,39 6,98 58,36 -0,285 6,78
C C
67,19 -0,78 2,52 75,18 -0,78 8,3 71,185 -0,78 5,41
59,72 -0,32 2,17 70,78 -0,88 8,83 65,25 -0,6 55
60,86 -0,1 3,93 77,61 -0,15 8,43 69,235 -0,125 6,18
74,3 -0,32 6,95 54,58 -0,86 6,25 64,44 -0,59 6,6
Ag- A Ag- A
70,16 -0,76 0,63 76,42 -1,51 -0,2 73,29 -1,135 0,215
77,61 -1,45 -0,53 75,12 -1,48 -0,32 76,365 -1,465 -0,425
72,03 -0,46 0,27 64,05 -11 -1,25 68,04 -0,78 -0,49
56,05 -0,48 -0,27 79,08 -1,77 -0,57 67,565 -1,125 -0,42
Ag-B Ag-B
65,95 -0,21 7,71 59,15 -0,64 7,28 62,55 -0,425 7,495
68,5 -0,24 8,22 65,07 -0,09 6,77 66,785 -0,165 7,495
75,54 -0,81 8,6 68,31 -0,56 6,85 71,925 -0,685 7,725
51,95 -0,61 3,24 59,56 -0,85 9,2 55,755 -0,73 6,22
Ag-C Ag-C
75,78 0,28 94 69,11 -0,02 4,9 72,445 0,13 7,15
65,03 0,89 4,83 67,24 -0,65 2,59 66,135 0,12 3,71
71,23 0,45 9,41 70 -0,41 3,78 70,615 0,02 6,595
72,85 0,46 7,9 79,55 -1,09 4,45 76,2 -0,315 6,175
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