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Uso del polen apicola como bioindicador ambiental
en la determinacion de plomo en el municipio Antonio
Pinto Salinas, del estado Mérida-Venezuela

Bee pollen used as environmental bioindicator in the determination of lead
in Antonio Pinto Salinas municipality, in Merida - Venezuela.
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RESUMEN

El analisis polinico de las mieles proporciona informacion
sobre las preferencias de las abejas y permiten determinar
su origen botanico y geografico. Por esta razén, el polen
apicola por ser el segundo producto mas consumido pro-
veniente de la colmena, puede contener oligoelementos
cuyas cantidades varian de una planta a otra, permitién-
dole actuar como un bioindicador de contaminacion am-
biental, debido a que se puede determinar si existen tra-
zas 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 atémica,
con atomizacion 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 analisis de
plomo fue realizado mediante estudios de recuperacion,
obteniéndose un valor de (97-104) %, con una desviacion
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 conta-
minacion de plomo en el medio ambiente.
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A
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 miner-
als such as lead and mercury. In this study we evaluated
the concentration of Pb in bee pollen produced in different
colonies of Pinto Salinas Municipality of the Mérida State.
Pb analysis was performed by atomic absorption spectros-
copy 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 contam-
ination in the environment.
Key words: pollen, lead, environment, pollution.
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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
degradacion ambiental, esto se debe a la infinidad de
bibliografia que describe claramente el desarrollo de
una colmena en diferentes épocas, climas o circuns-
tancias durante los Ultimos afios a diferencia de otros
insectos, peces o plantas que se suelen utilizar como
indicadores biolégicos (-2).

El polen apicola es el resultado de la aglutinacién
del polen de las flores, efectuado por las abejas pe-
coreadoras mediante néctar y sus propias sustancias
salivares, llevando a cabo la recoleccion en base a la
flora local, que las abejas utilizan como su fuente de
alimentacion (). El mismo es aprovechado por el hom-
bre como alimento natural, rico en proteinas, aminoaci-
dos 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 indiscrimina-
do de plaguicidas y a la contaminacion ambiental este
producto de la colmena, no solo contendria oligoele-
mentos 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 %34,

En los humanos, el efecto nocivo del plomo se ha
asociado con dafios neurolégicos, su acumulacion se
observa principalmente en los huesos y da origen a
problemas renales, hipertension arterial y problemas
de la reproduccion . La susceptibilidad de los indivi-
duos varia, por lo que el inicio de los sintomas también
puede variar, la disminucion de habilidades puede ocu-
rrir con niveles entre 10 y 15 pg/dL; los sintomas de
intoxicacion ocurren entre los 35 y 50 ug/dL en nifios®
y 40-60 pg/dL en adultos ©); y, la toxicidad severa, entre
los 270 pg/dL en nifios y 2100 pg/dL en adultos (7.

En base a esta informacion, si se toma en cuenta
que la abeja es un auténtico detector ecoldgico ® vy el
biomonitoreo es una herramienta unica, que lo diferen-
cia sensiblemente de los sistemas mecanicos de moni-
toreo ambiental. Es posible evaluar el tiempo y el flujo

de contaminantes al que se ven expuestos los organis-
mos )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 relacién 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 Anto-
nio Pinto Salinas del Estado Mérida, para su potencial
uso como bioindicador ambiental.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Con ayuda de los apicultores de la zona se insta-
laron seis (6) estaciones con cuatro (4) colmenas cada
una, adicionalmente se colocaron trampas de polen en
cada colmena, las mismas contienen una rejilla reco-
lectora 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 reco-
lectaron 100 gramos de polen de cada colmena y se
realizaron las observaciones y la toma de muestra en
forma paralela. Empleando este sistema, se colecta-
ron 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 aleja-
das 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 guar-
daron 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 MQ, purificada por el equipo Barnstead Nano Pure
Infinity. Se utilizé acido nitrico y peréxido de hidrégeno
(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)
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Curva de calibracién acuosa del Pb

Solucién estandar de 1000 mg de Pb L. Se di-
solvié 1,5985 g de nitrato de plomo en una cantidad
minima de HNO, (1:1). Se diluyo a 1 litro con HNO, 1
% viv. (19,

La solucion de 10 mg de Pb L. Se preparo diaria-
mente mediante diluciéon del volumen apropiado de la
solucion de 1000 mg L.

Las soluciones de trabajo acuosas de 0, 10, 20,
40, 60, 80,100 y 120 pg L. Se prepararon diariamen-
te mediante dilucion del volumen apropiado para cada
caso de la soluciéon de 10 mg de Pb L.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Mineralizacion del polen apicola

Para la mineralizacion de la muestra de polen api-
cola fresco se siguio el procedimiento de Saavedra y
colaboradores (" y la norma venezolana COVENIN
N° 1335 ("0 con modificacién en la preparacién de la
muestra, donde se pesaron 0,5 gramos de polen apico-
la fresco en una Balanza electrénica Mettler® PJ-400,
se colocaron en un vaso de precipitado (250 mL) y se
le afiadieron 5 mL de acido nitrico (HNO,). 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, poste-
riormente se dejo enfriar la solucion y se le agregaron
5 mL mas de HNO, y 5 mL de perdxido de hidrogeno
(H,0,), para luego volver a calentar a 70 °C por 60 mi-
nutos. La solucién se dejo enfriar, y se le anadieron 5
mL de HNO,y 5 mL H,O,, calentando nuevamente a la
misma temperatura por 60 minutos hasta obtener una
solucién clara. Una vez que la solucion ha alcanzado
la temperatura ambiente, esta se diluye a 25 mL en un
matraz aforado para realizar las determinaciones por
espectrometria de absorcién atdmica con atomizacion
electrotérmica (ETAAS).

Determinacion de plomo en polen apicola

Para llevar a cabo la determinacién de plomo en
las muestras de polen se utilizd un espectrofotdmetro
de absorcion atomica con atomizacion electrotérmica
Perkin ElImer ®, modelo 600ZL, del Laboratorio de Es-
pectroscopia Molecular de la Facultad de Ciencias de
la Universidad de los Andes, equipado con un atomiza-
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dor de grafito con calentamiento transversal y un co-
rrector de fondo de efecto Zeeman. El espectrofotdome-
tro 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 gra-
fito pirolitico (Perkin-Elmer, parte N° B300-0641). Las
muestra fueron inyectadas al sistema a través de un
automuestreador Perkin EImer ®, modelo AS/71.Como
fuente de radiacion se emple6 una lampara de catodo
hueco de Plomo marca Perkin-Elmer con una longitud
de onda de 283,3 nm. Por otra parte, se utiliz6 como
modificador quimico una solucién de paladio. El pro-
grama de temperatura utilizado para estos estudios se
presenta en la Tabla 1.

Procesos de medida por ETAAS
Todas las medidas fueron hechas inyectando 20

ML de patron y 20 pyL de modificador de manera se-

cuencial sobre el tubo de grafito recubierto pirolitica-

mente. 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
Las ecuaciones empleadas para evaluar las carac-

teristicas analiticas son las siguientes:

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

* Limite de deteccion: LOD =3xS, /m donde S es
la desviacion estandar de tres medidas del blanco.

+ Limite cuantificacion: LOQ = 10 x S, /m. S es la
desviacion estandar de diez medidas del blanco.

Validacion del método

Para llevar a cabo la validaciéon analitica del mé-
todo se realizaron estudios de linealidad, exactitud y
precision. Para establecer el intervalo lineal de trabajo
se realizaron curvas de calibrado de una solucién ma-
dre de plomo metalico (1000 ppb) en concentraciones
de 5-40 pg L-1 y de muestras enriquecidas con 200
pL de la dilucién de polen apicola mineralizado a cada
patrén utilizado para la calibracidon acuosa en el mismo
intervalo de concentracion. Adicionalmente, se evalua-
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ron el limite de deteccién y el limite de cuantificacion
del método.

Para estudiar la precisiéon se midi6 la sefial de
cinco réplicas de soluciones estandares de plomo a
diferentes niveles de concentracion durante un dia y
en dias diferentes y la exactitud del método se estimo
realizando estudios de recuperacion.

Tabla 1. Condiciones 6ptimas de Temperatura
del espectrometro de Absorciéon Atémica
con Atomizacién Electrotérmica Perkin —

Elmer modelo AAnalyst 600

Etapa Temperatura | Rampa (s) | Estadia | Flujode

°C (s) 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

* Temperatua recomendada por el fabricante

Tabla 2. Condiciones instrumentales reportadas
y otras variables para la determinacién
del plomo en ETAAS

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

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

Caracteristicas Valor obtenido

Ecuacién de la recta Abs.= 0,0025+ 0,0085[Pb]

Coeficiente de determinacién 0,9994
Limite de deteccion (LOD) 0,0027 pg/L
Intervalo de trabajo (LOQ — LOL) 10-120 pg/L
Desviacion estandar relativa (RSD) 3%

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las curvas de calibracion externa y la adicion 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 com-
prendidas en el intervalo de concentraciéon estudiado
(Tabla 3).

Los estudios de precision se realizaron intraensa-
yo e interensayo por la medicién de 10 réplicas de la
sefal analitica de diferentes patrones y de muestras
enriquecidas con el analito a distintos niveles de con-
centracion (10, 40, 60, 80 ug L"). Los resultados obteni-
dos mostraron una DER < 3,0% lo que demuestra una
buena repetibilidad del procedimiento descrito.

La excatitud del método se evalud realizando es-
tudios de recuperacion en donde se afiadieron a las
muestras de polen diferentes concentraciones de plo-
mo (10, 40, 60, 80 pg L") encontrando valores entre 97
— 104 %, con una desviacion 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
llevé a cabo el analisis de plomo en las muestras de po-
len apicola. Los niveles de concentracion de Pb obteni-
dos se encontraron entre (0,198 -0,288) mg Pb /kg de
polen apicola fresco. Donde se pudo observar (Tabla
4) una elevada concentracion de plomo para los apia-
rios 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 nimero de talleres de lato-
neria y mecanica automotriz en la zona. La estacién 5B
tiene el valor mas alto de plomo, debido a que esta es-
tacion estd mas cerca de la zona residencial. Las plan-
tas que crecen bajo los efectos de estos contaminantes
traen consigo una acumulacién 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 con-
cuerda con el trabajo de Saavedra y colaboradores ™.
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Tabla N°4. Promedio de la variacion de la concentraciones de Plomo en ug/Kg en mieles

Muestras 1A 2A 3A 4B 5B 6B
(mg/Kg)
1 0,099+0,005 0,153+0,007 0,056+0,003 0,124+0,007 0,224+0,013 0,157+0,009
2 0,112+0,006 0,199+0,009 0,112+0,005 0,154+0,003 0,156+0,009 0,084+0,005
3 0,156+0,007 0,112+0,006 0,135+0,005 0,214+0,007 0,178+0,002 0,191+0,008
4 0,151£0,005 0,145+0,007 0,076+0,005 0,189+0,011 0,189+0,009 0,224+0,013
5 0,189+0,009 0,20540,011 0,057+0,005 0,205+0,009 0,177+0,007 0,179+0,011
6 0,095+0,004 0,194+0,009 0,146+0,005 0,235+0,008 0,135+0,006 0,224+0,014
7 0,132+0,002 0,121+0,006 0,217+0,011 0,246+0,014 0,232+0,016 0,246+0,011
8 0,145+0,007 0,183+0,009 0,183+0,009 0,195+0,010 0,208+0,012 0,267+0,015
9 0,108+0,005 0,209+0,010 0,079+0,004 0,193+0,009 0,195+0,010 0,147+0,008
10 0,166+0,008 0,156+0,008 0,127+0,011 0,219+0,015 0,265+0,008 0,256+0,015
11 0,123+0,006 0,207+0,012 0,234+0,015 0,222+0,011 0,244+0,014 0,208+0,015
12 0,098+0,005 0,115+0,006 0,207+0,012 0,184+0,009 0,232+0,015 0,167+0,016
13 0,178+0,009 0,183+0,007 0,087+0,005 0,235+0,017 0,135+0,009 0,185+0,012
14 0,189+0,009 0,134+0,009 0,224+0,007 0,209+0,009 0,195+0,012 0,127+0,015
15 0,194+0,009 0,076+0,003 0,178+0,005 0,193+0,009 0,269+0,015 0,246+0,011
16 0,178+0,005 0,089+0,009 0,144+0,004 0,231+0,009 0,245+0,016 0,268+0,007
17 0,198+0,009 0,11310,012 0,199+0,008 0,111+0,005 0,239+0,002 0,274+0,009
18 0,167+0,008 0,168+0,008 0,156+0,005 0,127+0,009 0,178+0,005 0,228+0,005
19 0,189+0,009 0,098+0,003 0,187+0,006 0,223+0,009 0,235+0,011 0,276+0,017
20 0,178+0,009 0,067+0,005 0,198+0,005 0,208+0,014 0,285+0,013 0,278+0,017
Minimo 0,095+0,004 0,067+0,005 0,056+0,003 0,111+0,005 0,135+0,009 0,084+0,005
Maximo 0,198 0,209+0,010 0,234+0,015 0,246+0,014 0,285+0,013 0,278+0,017
SES. Est (0,095-0,198) (0,067-0,209) (0,056-0,234) (0,111-0,245) (0,134-0,285) (0,084-0,278)

A: apareos silvestres, B: apareos cercanos a la carretera.

Si bien no existen limites maximos de metales pe-
sados en polen apicola, la dosis maxima de plomo per-
mitida en azucar refinada segun Norma COVENIN ve-
nezolana (N° 1234-1995) es de un maximo de 2,0 mg
Pb /kg. 2. 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 ©
1314) con la que se puede estimar la ingesta semanal
tolerable provisional (PTWI, del inglés provisional to-

lerable weekly intake); lo cual resulta realmente poco
probable. Las cantidades de polen apicola consumidas
en tratamientos naturistas no sobrepasan 50 gramos
diarios ("5'7): de esta manera, el contenido de plomo
detectado en el polen apicola del Municipio Pinto Sa-
linas, esta por debajo del nivel maximo permitido y no
representa un riesgo para la salud del consumidor (&
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 es-
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tudio realizado tiene un gran valor, ya que provee una
idea real acerca del desempeno biolégico 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 concen-
tracion de metales en el polen silvestre con el polen
colectado cerca a las carreteras. Por lo tanto, la posi-
ble 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 estacio-
nario, asi como las aguas subterraneas de la zona, por
ello se recomienda incorporar referencias de tiempo
y geograficas que permitan la validacién 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 conteni-
do de metales en distintas flores como fuente de polen.
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