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Resumen

El andlisis polinico de las mieles proporciona informacién sobre las preferencias de las
abejas y permiten determinar su origen botanico y geografico. Por esta razon, el polen
apicola por ser el segundo producto mas consumido proveniente de la colmena, puede
contener oligoelementos cuyas cantidades varian de una planta a otra, permitiéndole
actuar como un bioindicador de contaminaciéon ambiental, debido a que se puede
determinar si existen trazas de minerales toxicos como el plomo y el mercurio. En el
presente trabajo se evalud la concentracion de plomo (Pb) en polen apicola producto
de distintas colmenas del Municipio Pinto Salinas del estado Mérida. El analisis de Pb se
realizd por espectroscopia de absorcion atdmica, con atomizacidon electrotérmica
(ETAAS). Se encontré una concentracion promedio de Pb entre (0,198 -0,288) mg Pb
/kg de polen apicola fresco. El método para el andlisis de plomo fue realizado mediante
estudios de recuperacion, obteniéndose un valor de (97-104) %, con una desviacién
estandar relativa (DER %) < 3 % (n = 7), lo cual indica que el método empleado fue
exacto y preciso. Lo que indica que la metodologia aplicada en polen apicola podria ser
utilizada como un método de rutina para evaluar la contaminacion de plomo en el
medio ambiente.
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Abstract

Pollen analysis of honey provides information about the preferences of bees and can
determine its botanical and geographical origin. Therefore, bee pollen as the second
most consumed product from the hive, which may contain trace amounts vary from
one plant to another, enabling it to act as a biomarker of environmental pollution,
because it can determine whether there are traces of toxic minerals such as lead and
mercury. In this study we evaluated the concentration of Pb in bee pollen produced in
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different colonies of Pinto Salinas Municipality of the Mérida State. Pb analysis was
performed by atomic absorption spectroscopy with electrothermal atomization
(ETAAS). We found an average concentration of Pb from (0,198 -0,288) mg Pb / kg of
fresh bee pollen The method for lead analysis was evaluated by recovery studies,
obtaining a value of (97-104) %, with a standard relative standard (RSD%) < 3%
(n=7), indicating that the method was accurate, precise. This indicates that the
methodology used in bee pollen could be used as a routine method to assess lead
contamination in the environment.
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Introduccion

La abeja Apis mellifera ha acompafado al hombre durante su evolucién en la tierra y
ademas es sin dudas el insecto mas estudiado del planeta por lo que puede
considerarse uno de los mejores bioindicadores de la degradacién ambiental, esto se
debe a la infinidad de bibliografia que describe claramente el desarrollo de una
colmena en diferentes épocas, climas o circunstancias durante los Ultimos afios a
diferencia de otros insectos, peces o plantas que se suelen utilizar como indicadores
bioldgicos. (1-2).

El polen apicola es el resultado de la aglutinacion del polen de las flores, efectuado por
las abejas pecoreadoras mediante néctar y sus propias sustancias salivares, llevando a
cabo la recoleccién en base a la flora local, que las abejas utilizan como su fuente de
alimentacién (1) . El mismo es aprovechado por el hombre como alimento natural, rico
en proteinas, aminoacidos esenciales por lo que es considerado un excelente
suplemento dietético con accion bioestimulante, por lo que se ha incrementado su
consumo. Sin embargo, si la flora de la zona, esta expuesta al uso indiscriminado de
plaguicidas y a la contaminacién ambiental este producto de la colmena, no solo
contendria oligoelementos cuyas cantidades varian de una especie a otra de la planta
de donde proviene, sino también puede contener trazas de otros metales como el
estroncio, aluminio, hierro, manganeso y zinc y metales toxicos como el plomo, cadmio
y mercurio (2, 3, 4).

En los humanos, el efecto nocivo del plomo se ha asociado con dafios neuroldgicos, su
acumulacion se observa principalmente en los huesos y da origen a problemas renales,
hipertensién arterial y problemas de la reproduccidon (4). La susceptibilidad de los
individuos varia, por lo que el inicio de los sintomas también puede variar, la
disminucién de habilidades puede ocurrir con niveles entre 10 y 15 pg/dL; los sintomas
de intoxicacion ocurren entre los 35 y 50 pg/dL en nifios (5) y 40-60 pg/dL en adultos
(6); v, la toxicidad severa, entre los =70 pg/dL en nifios y 2100 ug/dL en adultos (7).

En base a esta informacidn, si se toma en cuenta que la abeja es un auténtico detector
ecolégico (8) y el biomonitoreo es una herramienta Unica, que lo diferencia
sensiblemente de los sistemas mecanicos de monitoreo ambiental. Es posible evaluar
el tiempo y el flujo de contaminantes al que se ven expuestos los organismos (9) y a
su vez la calidad de los productos que ellos elaboran. Es por ello que, evaluar los
productos de la colmena y determinar los contaminantes a lo largo de un periodo, se
ha convertido en una alternativa mas econdmica en relacion a los métodos
tradicionales.



Por esta razén, se presenta como objetivo de este trabajo la evaluacion de la
concentracion de plomo en polen apicola de distintas colmenas del Municipio Antonio
Pinto Salinas del Estado Mérida, para su potencial uso como bioindicador ambiental.

Materiales y métodos
Muestreo

Con ayuda de los apicultores de la zona se instalaron seis (6) estaciones con cuatro (4)
colmenas cada una, adicionalmente se colocaron trampas de polen en cada colmena,
las mismas contienen una rejilla recolectora con orificios de 4,5 mm de diametro donde
debe pasar la abeja pero impide el paso de la carga de polen que caen en un cajon
inferior de recoleccién. Se recolectaron 100 gramos de polen de cada colmena y se
realizaron las observaciones y la toma de muestra en forma paralela. Empleando este
sistema, se colectaron 96 muestras de polen en las seis (6) estaciones en el Municipio
Antonio Pinto Salinas del Estado Mérida, durante 90 dias: tres (3) de ellas son
silvestres alejadas aproximadamente 6 kildbmetros de la ciudad (A) y tres (3) cercanas
a la carretera (B) aproximadamente 30 metros. Obteniendo 50 muestras provenientes
de A y 46 muestras de B. Las muestras colectadas se guardaron en envases
herméticos y se conservaron bajo refrigeracion a - 20 °C hasta el momento de su
analisis.

Reactivos

Todas las soluciones se prepararon con reactivos de grado analitico y agua destilada y
desionizada de 18 MW, purificada por el equipo Barnstead Nano Pure Infinity. Se utilizd
acido nitrico y peréxido de hidrogeno (Riedel De Haen, Alemania), nitrato de paladio
como modificador quimico (Riedel De Haen, Alemania). Se utilizé nitrato de plomo para
los patrones de plomo (Merck, Alemania)

Curva de calibracion acuosa del Pb

¢ Solucidén estandar de 1000 mg de Pb L. Se disolvié 1,5985 g de
nitrato de plomo en una cantidad minima de HNO3 (1:1). Se diluyd a 1
litro con HNO3 1 % v/v. (10).

¢ La solucién de 10 mg de Pb L!. Se prepard diariamente mediante
dilucién del volumen apropiado de la solucién de 1000 mg L™.

¢ Las soluciones de trabajo acuosas de 0, 10, 20, 40, 60, 80,100 y 120
ug L. Se prepararon diariamente mediante dilucién del volumen
apropiado para cada caso de la soluciéon de 10 mg de Pb L™,

Tratamiento de la Muestra
Mineralizacién del polen apicola

Para la mineralizacién de la muestra de polen apicola fresco se siguié el procedimiento
de Saavedra y colaboradores (11) y la norma venezolana COVENIN N° 1335 (10) con
modificacion en la preparacion de la muestra, donde se pesaron 0,5 gramos de polen
apicola fresco en una Balanza electrénica Mettler® PJ-400, se colocaron en un vaso de



precipitado (250 mL) y se le anadieron 5 mL de acido nitrico (HNO3). La mezcla se deja
a temperatura ambiente por 24 horas, luego se calienta a 70 °C en una plancha de
calentamiento marca Corning® PC-35-RC durante 10 minutos, posteriormente se dejo
enfriar la solucion y se le agregaron 5 mL mas de HNO3z y 5 mL de perdéxido de
hidrogeno (H,0,), para luego volver a calentar a 70 °C por 60 minutos. La solucién se
dejé enfriar, y se le anadieron 5 mL de HNO3y 5 mL H,0,, calentando nuevamente a la
misma temperatura por 60 minutos hasta obtener una solucion clara. Una vez que la
solucién ha alcanzado la temperatura ambiente, esta se diluye a 25 mL en un matraz
aforado para realizar las determinaciones por espectrometria de absorcién atémica con
atomizacion electrotérmica (ETAAS).

Determinacién de plomo en polen apicola

Para llevar a cabo la determinacidon de plomo en las muestras de polen se utilizd un
espectrofotdmetro de absorcion atdémica con atomizacién electrotérmica Perkin
Elmer®, modelo 600ZL, del Laboratorio de Espectroscopia Molecular de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de los Andes, equipado con un atomizador de grafito con
calentamiento transversal y un corrector de fondo de efecto Zeeman. €El
espectrofotometro fue controlado y programado con una computadora personal (Digital
316sx) utilizando el software WinLAB (v7.2.1) de Perkin-Elmer. Se utilizaron tubos de
grafito THGA equipados con plataformas integradas de grafito pirolitico (Perkin-Elmer,
parte N° B300-0641). Las muestra fueron inyectadas al sistema a través de un
automuestreador Perkin Elmer®, modelo AS/71.Como fuente de radiacion se empled
una ldampara de catodo hueco de Plomo marca Perkin-Elmer con una longitud de onda
de 283,3 nm. Por otra parte, se utilizd como modificador quimico una solucion de
paladio. El programa de temperatura utilizado para estos estudios se presenta en la
Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones 6ptimas de Temperatura del espectrometro de Absorcion
Atédmica con Atomizacién Electrotérmica Perkin — Elmer modelo AAnalyst 600.

Etapa Temperatura °C Rampa (s) Estadia (s) Flujo de Ar (mL/min)
Secado 110 1 20 250
Secado 130 5 30 250
Pirdlisis 700 * 10 20 250
Atomizacion 1600 * 0 5 250
Limpieza 2400 1 2 250

Procesos de medida por ETAAS

Todas las medidas fueron hechas inyectando 20 pL de patron y 20 pL de modificador
de manera secuencial sobre el tubo de grafito recubierto piroliticamente. Los
parametros instrumentales se optimizaron siguiendo el método univariado, es decir, un
parametro a la vez y se evaluaron las caracteristicas analiticas utilizando las
condiciones mostradas en la Tabla 2

Tabla 2: Condiciones instrumentales reportadas y otras variables para la
determinacion del plomo en ETAAS



Parametros Valor
Elemento Plomo (Pb)
Longitud de onda (nm) 283,3
Slip (nm) 0,7
Corriente de ldmpara (mA) 10
Tiempo de Integracién (s) 5
Volumen de muestra (pL) 20
Volumen de modificador (uL) 20

Las ecuaciones empleadas para evaluar las caracteristicas analiticas son las siguientes:

e Masa caracteristica: m, = 0,044 x V(mL) /m donde, m es la pendiente
de la gréfica de calibracién, V es el volumen de muestra empleado.

e Limite de deteccién: LOD = 3xSg /m donde Sg es la desviacion
estandar de tres medidas del blanco.

¢ Limite cuantificacion: LOQ = 10 x Sg /
Resultados y discusiones
Las curvas de calibracidon externa y la adicién de estandar realizadas para la evaluacién
de plomo en las muestras de polen apicola se llevaron a cabo bajo las condiciones
optimas experimentales mostradas en la Tabla N°1 y 2. Estos valores indican que el
sistema responde de manera lineal a las concentraciones comprendidas en el intervalo

de concentracion estudiado (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas analiticas para validar la determinacion del Pb.

Caracteristicas Valor obtenido
Ecuacion de la recta Abs.= 0,0025+ 0,0085[Pb]
Coeficiente de determinacion 0,9994
Limite de deteccion (LOD) 0,0027 ug/L
Intervalo de trabajo (LOQ - LOL) 10-120 pg/L
Desviacién estandar relativa (RSD) 3%




Los estudios de precision se realizaron intraensayo e interensayo por la medicion de 10
réplicas de la senal analitica de diferentes patrones y de muestras enriquecidas con el
analito a distintos niveles de concentracién (10, 40, 60, 80 pg L™). Los resultados
obtenidos mostraron una DER < 3,0% lo que demuestra una buena repetibilidad del
procedimiento descrito.

La excatitud del método se evalud realizando estudios de recuperacién en donde se
afadieron a las muestras de polen diferentes concentraciones de plomo (10, 40, 60,
80 pg L) encontrando valores entre 97 - 104 %, con una desviacién estandar relativa
(RSD%) < 3,5%, lo cual indica que el método empleado fue exacto, por lo tanto no
hay pérdida del analito durante la etapa de tratamiento de muestra empleado.

Una vez establecida las mejores condiciones se llevd a cabo el analisis de plomo en las
muestras de polen apicola. Los niveles de concentracion de Pb obtenidos se
encontraron entre (0,198 -0,288) mg Pb /kg de polen apicola fresco. Donde se pudo
observar (Tabla 4) una elevada concentracién de plomo para los apiarios cercano a las
carreteras (B) entre (0,175 -0,285) mg Pb /kg esto es debido a la intensidad del trafico
automotor y el aumento del niumero de talleres de latoneria y mecanica automotriz en
la zona. La estacion 5B tiene el valor mas alto de plomo, debido a que esta estacion
estd mas cerca de la zona residencial. Las plantas que crecen bajo los efectos de estos
contaminantes traen consigo una acumulacion de plomo que se ven reflejados
directamente en el polen colectado por las abejas, y esto a su vez en la miel que ellas
producen. En ese sentido, se puede destacar que existe una gran influencia de la zona
en donde las abejas colectan el polen. Sin embargo, los niveles encontrados tanto en A
como en B indican que estos metales se encuentran por debajo de los valores
tolerables. Dichos resultados concuerda con el trabajo de Saavedra y colaboradores
[11].

Tabla N°4 Promedio de la variacidén de la concentraciones de Plomo en ug/Kg en
mieles



Si bien no existen limites maximos de metales pesados en polen apicola, la dosis
maxima de plomo permitida en azlcar refinada segin Norma COVENIN venezolana (N°
1234-1995) es de un maximo de 2,0 mg Pb /kg. [12]. Ademas, la ingesta diaria de
polen apicola deberia ser de al menos 3,73 kg para exceder el limite del Codex
Alimentarius o de 798,5 g de polen apicola para alcanzar la ingesta diaria tolerable de
0,214 mg Pb/persona de 60 kg establecida por la FAO/WHO [6-13-14], con la que se
puede estimar la ingesta semanal tolerable provisional (PTWI, del inglés provisional
tolerable weekly intake); lo cual resulta realmente poco probable. Las cantidades de
polen apicola consumidas en tratamientos naturistas no sobrepasan 50 gramos diarios
[15-17]; de esta manera, el contenido de plomo detectado en el polen apicola del



Municipio Pinto Salinas, esta por debajo del nivel maximo permitido y no representa un
riesgo para la salud del consumidor [18-20].Se recomienda realizar monitoréos a
través de un programa de vigilancia y control de metales pesados para este rubro
alimenticio, y asi establecer un control de calidad para el producto. En consecuencia, el
estudio realizado tiene un gran valor, ya que provee una idea real acerca del
desempefio bioldgico y el potencial del polen como un buen bioindicador ambiental.

Conclusiones

Los resultados obtenidos sugieren que el uso del polen como bioindicador es
conveniente, debido a que se detecta una diferencia significativa entre la concentracién
de metales en el polen silvestre con el polen colectado cerca a las carreteras. Por lo
tanto, la posible variacién del contenido de plomo en la muestra de polen apicola, es
debido al efecto que tiene sobre éste la presencia del transito vehicular, del periodo
estacionario, asi como las aguas subterraneas de la zona, por ello se recomienda
incorporar referencias de tiempo y geograficas que permitan la validacion futura de los
resultados con la finalidad de establecer una base de datos que permita controlar la
calidad del producto.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo seria de gran interés analizar otros
metales pesados como el cadmio, el arsénico, niquel y vanadio y seguir realizando este
tipo de estudios evaluando el contenido de metales en distintas flores como fuente de
polen.
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