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DETERMINACAO DE METAIS E CARACTERIZACAO FiSICA DA GEOPROPOLIS
DE Melipona scutellaris (HYMENOPTERA: APIDAE)

Autor: Josemario Santana Bonsucesso

Orientador: Prof. Dr. Fabio de Souza Dias

RESUMO: Considerado um tipo diferente de prépolis, a geopropolis produzido por
abelhas sem ferrdo apresenta uma mistura de resina e exsudados, contendo cera,
particulas de argilas, silte e areia, o que Ihe confere caracteristicas Unicas. Este
produto vem sendo objeto de interesse da pesquisa, tanto pelas suas propriedades
fisico-quimicas, geracédo de renda e também para o monitoramento ambiental. Deste
modo, o objetivo deste estudo foi determinar a concentracdo de metais na
geopropolis de Melipona scutellaris, de forma a validar esse produto da colmeia
como indicador de qualidade ambiental, bem como a caracterizacdo fisica deste
produto. As amostras foram coletadas em sete meliponarios durante um ano em
area urbano-industrial de Salvador, Bahia, Brasil. Para quantificacdo dos metais foi
utilizada a técnica de ICP OES. Adicionalmente, foram calculados os Indices de
Geoacumulagéo (Igeo) € Fator de enriqguecimento (EF), assim como as percentagens
geogénica e antropogénica de metais. Na analise granulométrica verificou-se que as
abelhas coletaram todos os componentes mais finos do solo (areia, silte e argila)
para formacdo da geopropolis. Na composicdo da geoprépolis, nas diferentes areas
de estudo verifica-se entre 9 a 9,3 % de material organico. Todos 0s metais
estudados foram detectados tanto nas amostras da geoprépolis, quanto nas
amostras de solo. Os dados de Igeo revelam solos nao ou levemente contaminados
com 25% das amostras ligeiramente contaminados e 11% moderadamente
contaminados. A geopropolis estudada da regido metropolitana de Salvador
apresentou alta concentracdo de material mineral, com predominio da fracdo areia.
As diferencas na composi¢cdo granulométrica entre a geopropolis e os solos do
ambiente de entorno indicam que além desta, outras fontes de material mineral,
como sedimentos, séo utilizadas pelas abelhas. O método de extracdo acida USEPA
3050b em combinacdo com a deteccdo e quantificagcdo dos metais por ICP OES

mostrou eficiéncia para analise de metais em geoprépolis.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo, qualidade ambiental, ICP OES.



DETERMINATION OF METALS AND PHYSICAL CHARACTERIZATION OF
GEOPROPOLIS of Melipona scutellaris (HYMENOPTERA: APIDAE)

Author: Josemario Santana Bonsucesso
Advisor: PhD. Fabio de Souza Dias

ABSTRACT: Geopropolis is considered a different type of propolis. It is produced by
stingless bees and presents a mixture of resin and exudates, containing wax,
particulars of clays, silt and sand, which provide geopropolis unique characteristics.
Geopropolis has been the subject of research, both for its physicochemical
properties, income generation and for environmental monitoring. This study aimed to
determine the concentration of metals in geopropolis of Melipona scutellaris, in order
to validate this bee product as an indicator of environmental quality. We also
performed the physical characterization of the product. Samples were collected in
seven meliponaries during a year in an urban-industrial area of Salvador, Bahia,
Brazil. For metal quantification, we used the ICP OES technique as well as
Geoacumulation Indices (Igeo), the Enrichment Factor (EF), the geogenic and
anthropogenic percentages of metals. The particle size analysis showed that bees
collected all finer soil components (sand, silt and clay) to produce geopropolis. In
geopropolis composition, there is between 9 to 9.3% of organic material in the
different study sites. All the metals studied were detected in geopropolis samples as
well as in soil samples. The Igeo data revealed soils that are not or are slightly
contaminated with 25% of samples slightly contaminated and 11% moderately
contaminated. The studied geopropolis of the metropolitan region of Salvador
presented high concentration of mineral material, with predominance of the sand
fraction. The differences in the particle size composition between geopropolis and
surrounding soils indicate that bees use other sources of mineral material, such as
sediments. The acid extraction method USEPA 3050b in combination with the
detection and quantification of metals by ICP OES showed efficiency for analyses of

metals in geopropolis.

Keywords: Bee stingless, environmental quality, ICP OES



REFERENCIAL TEORICO

As abelhas tém papel fundamental no ambiente, pois sdo responsaveis por
grande parte da polinizacdo das areas agricolas em regides de clima tropical e
subtropical, sendo de grande importancia para a producdo de frutos e sementes
(SOUZA et al., 2013). No Brasil sdo conhecidas mais de 400 espécies de abelhas
nativas, as quais sdo responsaveis em 90% pela polinizacdo de vegetais nativos
(DUTRA et al., 2008).

Os produtos da colmeia sdo objeto de estudo de varios pesquisadores nas
distintas areas do conhecimento, seja para determinacdo da qualidade de seus
produtos por meio das analises fisico-quimicas (BILUCA et al., 2016; AHMIDA et al.,
2017; POPOV et al., 2017), microbioldgicas (FEAS et al., 2012; NEVES et al., 2015;
HUSSAIN et al., 2017), determinacdo da origem botanica (ARAUJO et al., 2013;
MATOS; SANTOS, 2016a; 2016b), concentracdo de metais (SILVEIRA et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2015; MATIN et al., 2016) e como bioindicadores de qualidade
ambiental (PERUGINI et al., 2011; BASTIAS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014).

Diversos trabalhos utilizam abelhas e os produtos da colmeia (mel, pdlen
apicola e propolis) como bioindicadores de contaminacdo ambiental por metais,
revelando que esses organismos e seus produtos sdo indicadores eficientes de
contaminacdo em determinado ambiente (PERUGINI et al., 2011; ROMAN et al.,
2011; FAUR et al., 2012; FORMICKI et al., 2013; SILICI et al., 2016).

Dentre os produtos da colmeia, o mel apresenta o maior espectro de
informacdes relatadas em pesquisa em campos diferenciados de investigacéao,
principalmente o mel da espécie de abelha com ferrdo, Apis mellifera (AMIRY et al.,
2017; AHMIDA et al., 2017; KEK et al., 2017; KILJANEK et al., 2017; TETTE et al.,
2017). No entanto, outros produtos da colmeia como a geoproépolis (mistura de silte,
particulas de areia e resina) produzido por abelhas sociais sem ferrdo apresentam
potencial para exploracdo pelo homem, seja para producdo de verniz ecolégico,
extratos, uso como indicador de qualidade ambiental, entre outros. Porém, estudos
referentes a sua caracterizacdo e forma de utilizacdo da geopropolis sdo escassos
na literatura (ALVES et al., 2015).

Considerando que a geopropolis, assim como a propolis, pode ser utilizada
para fins medicinais, em funcdo da sua atividade antimicrobiana e antioxidante, e
ainda pode entrar na cadeia alimentar de forma direta ou indireta, devido a
magnificacdo trofica (bioacumulacdo) servindo de fonte de contaminacdo, a
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determinacdo da concentracdo de metais é relevante para esse produto (AGUSA et
al., 2007; CUNHA et al., 2009; KEHRIG et al., 2011; ARAUJO et al., 2015). Além
disso, assim como 0s outros produtos da colmeia estdo sujeitos a contaminacao
ambiental por metais toxicos, 0 mesmo ocorre com a geopropolis. Desse modo, este
produto ainda pouco explorado pode ser utilizado com indicador de qualidade
ambiental.

Nesse sentido, essa revisdo de literatura teve como objetivo reunir
informacdes relacionadas ao objeto de estudo desta Tese, que foi estruturada em

formato de trés artigos intitulados:

1. Caracterizacao fisica da geoprépolis de Melipona scutellaris (Hymenoptera:
Apidae).

2. Avaliacdo do método de digestdo para geopropolis de Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae).

3. Metais em geoprépolis da colmeia de Melipona scutellaris em ambiente urbano.

1. ABELHAS SOCIAIS SEM FERRAO

As abelhas sem ferrdo, conhecidas como meliponineos, constituem o grupo
mais diverso de abelhas sociais e estdo entre mais antigas. A sua criacdo racional é
denominada meliponicultura, sendo esta atividade considerada de baixo impacto
ambiental (NOGUEIRA-NETO, 1953; CARVALHO et al., 2003, VENTURIERI et al.,
2012; ALVES et al., 2015).

A atividade meliponicola € conhecida por produzir, em menor tempo, produtos
de qualidade, principalmente o mel, com o menor custo (ROCHA, 2008;
VENTURIERI et al.,, 2012). Desta forma ela tem um papel socioeconémico e
ambiental importante, pois ajuda as comunidades de baixa renda a obter receitas
adicionais da venda dos produtos de abelha, e protege os recursos naturais (SLA et
al., 2006; GIANNINI et al., 2015). As abelhas tém papel fundamental no ambiente,
pois sdo responsaveis por grande parte da polinizagdo das areas agricolas em
regides de clima tropical e subtropical, sendo de grande importancia para a
producao de frutos e sementes (SOUZA et al., 2013).

Os meliponineos ocorrem com maior frequéncia em regides tropicais,
abrangendo praticamente toda a América Latina e Africa, sudeste asiatico e norte da
Australia, sendo que existem mais de 500 espécies de abelhas sociais sem ferrao

identificadas em todo o mundo. Contudo, é nas Américas que grande parte da
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diversidade de espécies de meliponineos ocorre, aproximadamente 400 espécies
descritas, e a criacdo desse inseto vem se intensificando (DUTRA et al., 2008;
VILLAS-BOAS, 2012; 2018; MICHENER, 2013).

Pelo fato de ndo possuirem ferrdo ativo, os meliponineos sdo bastante aceitas
nas propriedades rurais no Brasil (RODRIGUES, 2006), sendo a atividade
meliponicola vantajosa para os agricultores familiares (MAGALHAES; VENTURIERI,
2010), onde eles utilizam os produtos, principalmente o mel, para consumo proprio e
0 excedente para venda.

A criagdo de abelhas sem ferrdo tem apresentado um desenvolvimento
relevante, em nivel de espaco, quanto em tecnologia inovadora e investimentos para
uma criacdo racional mais produtiva. Além dos produtos tradicionais como mel,
também cresceu o interesse comercial pela producdo e qualidade de outros
produtos do meliponineos, tais como, o polen (‘sambura”), prépolis e a geoprépolis
(SEBRAE, 2006; VENTURIERI et al.,, 2012). No Nordeste brasileiro a espécie
Melipona scutellaris tem se destacado na atividade meliponicola (Figura 1)
(CARVALHO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2018).

Figura 1. Colénia de Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae). Foto: Acervo

Insecta.

-




2. PRODUTOS DA COLMEIA

O Brasil tem um grande potencial apicola, devido a sua flora diversificada,
extensao territorial e variabilidade climética. A apicultura tem ganhado espa¢o como
uma atividade rentavel, pois apresenta retorno rapido do capital investido. Além
disso, as condi¢Bes climaticas sdo bastante favoraveis ao desenvolvimento das
abelhas (MENDES et al., 2009; ALMEIDA FILHO et al., 2011).

O potencial de exploracdo dos produtos apicolas (meliponicolas), tais como o
mel, polen apicola, sambura, prépolis, geopropolis e cera, se constituem em uma
fonte de renda para agricultores de economia familiar em diferentes localidades do
Nordeste brasileiro. Estes bons resultados econémicos com a criagcdo de abelha
tornam esta atividade de grande interesse, tanto para criadores quanto para as
instituicbes de ensino, pesquisa e extensao do Brasil (WELKE et al., 2008).

Os produtos da colmeia tém recebido atencdo especial entre o0s
pesquisadores, devido principalmente as suas propriedades biolégicas (CARPES et
al.,, 2008). Estes apresentam suas propriedades relacionadas com a origem
botanica. Deste modo, séo utilizados nas industrias farmacéuticas e alimentar, na
formulacdo de medicamentos e agentes profilaticos, suplementos dietéticos e
alimentares (RIBEIRO et al., 2009).

O mel é o produto da colmeia mais conhecido e segundo Carvalho et al.
(2013), entende-se por mel floral das espécies de abelhas sem ferrao (Meliponini) o
produto alimenticio produzido por estas, a partir do néctar das flores, que as abelhas
recolnem, transformam, combinam com substancias especificas proprias,
armazenam e deixam maturar nos potes dentro das colénias. A composi¢do do mel
depende da espécie floral colhida, tipo do solo, espécie da abelha, estado de
maturacdo do mel e condi¢des climaticas da regido (GOIS et al., 2014).

O polen armazenado por abelhas sociais sem ferrdo, também conhecido como
sabura, samburd e samora é o resultado da aglutinagdo do pdlen das flores, néctar e
substancias salivares. Este material vegetal é colhido, transportado para colmeia e
manipulado pelas abelhas operarias. Sua composicdo quimica depende da planta,
das condi¢cGes climaticas, tipo de solo e atividades das abelhas (BRASIL, 2001;
NOGUEIRA et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Na sua composi¢cdo quimica, o poélen pode conter muitos minerais (calcio,
cloreto, cobre, ferro, magnésio, iodo, molibdénio, selénio, estréncio, estanho, boro,

floreto, vanadio, cromo, fésforo, potassio, enxofre, aluminio, ferro, manganés, e
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zinco), aminoacidos e 34 vitaminas (A, B, C, D, E), uma fonte rica em oligominerais
(cobalto, niquel, titdnio, etc.) com mais de 22 elementos (RIBEIRO; SILVA, 2007).

A proépolis é o produto apicola brasileiro com maior niumero de exportacdes, o
seu principal destino € o mercado asiatico. A composi¢cdo quimica e atividade
biolégica variam tanto em fungdo sua origem boténica, assim como em relagdo a
parte da planta em que foi coletada a matéria-prima (brotos, botdes florais e
exsudados), tornando sua composi¢ao quimica complexa e variada (PEREIRA et al.,
2002; LUSTOSA et al., 2008; CABRAL et al., 2012). Os efeitos terapéuticos da
propolis, devido as suas propriedades antimicrobianas, antiinflamatorias e
antioxidantes, entre outras, tém sido atribuidos aos diversos compostos polifendlicos
gque a compdem. Entre eles, os flavondides e &acidos fendlicos podem ser
considerados os principais (SOUZA et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008;
SIMOES et al., 2008; PERCHYONOK et al., 2013).

Geopropolis

Vérias espécies de meliponineos utilizam para construcédo da entrada do ninho
o “barro” (solo). Constituido de uma mistura de solo e propolis (resina) a geoprépolis
funciona como um cimento utilizado pelas abelhas para a vedacédo de frestas e, em
algumas espécies, na construcdo de batume, tendo uma coloracédo variavel entre
verde a marrom escuro, em funcdo dos materiais que o constituem, além de
apresentar aroma caracteristico e propriedades adesivas (SILVA et al., 2012). E um
material que se apresenta como fragmentos rigidos e com diferentes tamanhos, com
granulos de consisténcia heterogénea e sabor amargo (CUNHA et al., 2009).

A geopropolis € um tipo diferente de propolis, porque apresenta uma mistura
de resina, e exsudados, oriunda a partir de varias fontes vegetais, misturado com
cera, silte e particulas de solo em sua constituicdo, 0 que confere caracteristicas
especificas ao produto (CUNHA et al., 2013; FREITAS et al., 2013) (Figura 2). Na
colmeia a geopropolis € usado na construcdo e para calafetar a mesma, com a
finalidade de proteger contra fatores climaticos e inimigos naturais. Trata-se de um
produto cujas informacdes referentes a sua composicdo quimica e caracteristicas
fisicas sé@o escassas. Segundo Dutra et al. (2008), a geopropolis formada em
regibes de ecossistemas heterogéneos, consiste em uma associacdo da origem
botanica aos fatores climaticos da regido, implicando na variacdo existente destes

constituintes quimicos no produto final. A composicdo quimica do produto sera
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definida a partir da flora visitada pela abelha, regido e época de colheita (RIBEIRO et
al., 2013; BARTH; FREITAS, 2015).

Além de sua importancia na colmeia, a geopropolis tem se destacado na
medicina por suas propriedades biolégicas com acdo anti-inflamatoria,
antinociceptiva (como reducdo na capacidade de perceber a dor) e atividade
antimicrobiana in vitro contra patdgenos orais e Streptococcus mutans,
imunomoduladores e gastroprotetores (CUNHA et al., 2009; ARAUJO et al., 2015).

Recentemente foi analisada a composigdo quimica do geopropolis de Melipona
scutellaris em alguns paises, incluindo Brasil. Foram encontrados 11 compostos
pertencentes a classe de &cidos fendlicos e taninos hidrolisaveis (galotaninos e
elagitaninos) e benzofenonas. Flavonoides e glicosideos foram encontrados em
geopropolis de duas espécies de abelhas sem ferrdo da Amazbnia, Melipona
interrupta e Melipona seminigra. Em amostras de geopropolis de Melipona subnitida
dominaram fenilpropandides, flavonoides e &cidos aromaticos, enquanto que, em
geopropolis de Melipona orbignyi, proveniente de Mato Grosso do Sul, Brasil
estavam presentes compostos fendlicos e terpenos (COELHO et al., 2015).

Foram descritos em geopropolis brasileira produzidas pelas abelhas Melipona
compressipes e Melipona quadrifasciata mais de cinquenta compostos fendlicos e
terpénicos (BANKOVA et al., 1998), sendo relatada a presenca de polifenois (acidos
fendlicos, flavondides e taninos). Dessa forma, € notadvel que sua composicéo
quimica é complexa (SILVA et al., 2013, SOUZA et al., 2013, DUTRA et al., 2014).

Dutra et al. (2008) relataram que estudos sobre a composi¢do quimica e acao
farmacoldgica da geopropolis tropical sdo escassos. No entanto, estes mesmos
autores verificaram em geopropolis de cinco espécies de abelhas sem ferrdo da
Venezuela a presenca de compostos fendlicos. Cinegaglia et al. (2013) registram
conteudos compostos fenolicos, triterpenos e saponinas na composi¢cao quimica do
geopropolis, podendo variar de acordo com a origem botanica e local.

Devido a importancia da geoprépolis nas areas da quimica e da biologia, a
caracterizacdo e a padronizacao quimica, levando em consideracdo o ambiente em
que sao produzidos, sdo fundamentais para melhorar a qualidade desses produtos e
dar garantia as pessoas que os consomem (BANKOVA; POPOVA 2007; DUTRA et
al., 2008; HOLANDA et al., 2012).

A geopropolis possui grande potencial para a geracao de renda sustentavel no
Brasil, no entanto, a falta de certificacdo e controle de qualidade na sua producéo e

comercializacdo constitui uma barreira para a insercdo deste produto no mercado.
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Dessa forma, os parametros para a analise da geoprépolis produzida por abelhas
sem ferrdo baseiam-se na Instrucdo Normativa 3/2001 do Ministério da Agricultura
(ARAUJO, 2013).

Figura 2. Colmeia modelo Fernando INPA com colénia de Melipona scutellaris
instalada (A); geopropolis depositada na colmeia (B-C), indicado pela seta. Foto:

Acervo Insecta.

3. INDICADORES DE QUALIDADE AMBIENTAL

Para monitorar e detectar as mudancas na biodiversidade, gerados por agdes
antropicas, sao utilizadas espécies, ou mesmo grupo de espécies, que atuam como
bioindicadores da degradacdo ambiental (SANTOS et al., 2006). Nesse sentido, a
utilizacdo de amostradores passivos e ativos no monitoramento atmosférico é
necessario para detectar essas mudangas (CAMPOS et al.,, 2002). Pesquisas
demonstram a eficiéncia na utilizacdo de produtos (mel, pdlen apicola e prépolis) da
abelha Apis mellifera, como bioindicadores de contamina¢cdo ambiental (PORRINI et
al., 2003; TUZEN et al., 2007; PERUGINI et al., 2011; LAMBERT et al., 2012;
FORMICKI et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013; SILICI et al., 2016).

Os produtos da colmeia vém sendo estudados para avaliar niveis de metais,
pesticidas e outros tipos de contaminantes em areas impactadas ou que sofrem
impacto indireto de atividades antrépica, este fato € decorrente da capacidade de
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fornecer informacdes sobre as condigcbes de uma extensa area que percorre em
busca de alimentos (LAMBERT et al., 2012).

Os poluentes existentes na area onde estd se desenvolvendo a atividade
meliponicola podem ser fonte de contaminacdo para as abelhas que
consequentemente podem carrear residuos do entorno para as colénias (PORRINI
et al., 2003; POHL, 2009; PERUGINI et al., 2011; AGHAMIRLOU et al., 2015). Como
resultado, os produtos da colmeia (mel, polen/sambura e propolis/geoprépolis)
poderdo ser contaminados. Baseado nessa premissa, as abelhas e seus produtos
podem ser utilizados como bioindicadores para monitoramento de impacto ambiental
provocado pelos fatores fisicos, quimicos e biolégicos (RISSATO et al.,, 2006;
OLIVEIRA et al.,2016).

4. METAIS

Os metais téxicos tais como cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), zinco
(Zn), cromo (Cr), manganés (Mn), niquel (Ni), prata (Ag), ferro (Fe), aluminio (Al),
cobalto (Co) e estréncio (Sr) sdo relevantes em amostras ambientais em funcéo dos
seus efeitos no ecossistemas (ABOLLINO et al., 2000; NOVOTRY et al., 2000).

Com o desenvolvimento das cidades, grandes quantidades de residuos
provenientes das industrias, agricultura intensiva localizada, extracdo de minérios e
uso de produtos fitossanitarios, séo liberados no ambiente (ALLOWAY, 2013). Esses
residuos passam a ser uma ameaca a saude publica e, principalmente, aos recursos
naturais quando o material de origem do solo (fonte litogénica) e fontes
antropogénicas esta diretamente correlacionado a concentracdo e distribuicdo de
metais toxicos, maior contaminante industrial de solos, corpos d’agua, plantas e
animais no ecossistema (GHOSHROY et al., 1998; ALLOWAY, 2013).

Estudos realizados em areas proximas aos complexos industriais tém
evidenciado altas concentracdes de metais potencialmente toxicos no solo, 0os quais
afetam a produtividade, sustentabilidade e biodiversidade dos ecossistemas
(SOARES et al., 2002). Decorrente de fontes naturais ou acdes antropicas varios
metais como Ba, Cd, Co, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb e Zn séo lancados no ambiente,
atingindo varios compartimentos do ecossistema (agua, ar e solo) causando
problemas ambientais e consequentemente, danos a saude do homem, plantas e
animais (RAJU et al., 2012).

Devido a sua toxicidade e seus efeitos cumulativos no organismo, a presenca

de alguns metais nos produtos apicolas, em niveis acima dos estabelecidos pela
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legislacdo vigente (BRASIL, 2009), representa ameaca para 0s seres humanos
(PORRINI et al., 2003). Os principais metais responsaveis pela contaminacdo dos
produtos apicolas séo: Cd, Pb, Cu, Zn, Cr, Mn, Ni, Ag, Fe, Al, Co e Sr (FISZMAN et
al., 1984; FRANCHINI et al., 2007; SILVEIRA et al., 2013; NASCIMENTO et al.,
2015).

Bario

Em rochas sedimentares o bario esta presente como elemento natural. A
aplicacdo deste metal € comumente empregada na industria quimica para producéo
de tintas, e principalmente como fluido para perfuracdo de pogos de petrdleo e gas.
No processo de intemperizacdo, o bario liberado € pouco movel no solo por
precipitar facilmente na forma de carbonato e sulfato, por esta fortemente adsorvido
na superficie das argilas, 6xidos e hidroxilas de ferro e aluminio e, ou concentrado
em concrecbes de manganés (FAM et al., 2003; POZEBON et al., 2005; DPNM,
2001; LIMA et al., 2012). O valor das diretrizes da Organizacdo Mundial da Saude
para este metal em agua para consumo humano varia entre 1,0 a 15,0 mg L™ (WHO,
2011).

Cadmio

O Cd é utilizado na industria em ligas metdlicas, automotivas, pigmentos,
estabilizantes para plasticos de polivinil, em fertilizantes fosfatados e agrotoxicos,
sendo estas as principais fontes de contaminagao, e o aumento da concentracéo do
cadmio no meio ambiente. Nos solos e nos sedimentos o Cd permanece durante
varios anos, podendo ser absorvido pelos vegetais, e transferido através da cadeia
alimentar para os seres humanos e animais (MALAVOLTA et al., 1994; SATARUG et
al., 2003; JAISHANKAR et al., 2014).

A concentracdo méxima de Cd permitida no Brasil é de 1,0 pg L*
estabelecida para agua de consumo doméstico, a recreacdo, a irrigacdo de
hortalicas e a criacdo de espécies animais, destinadas a alimentacdo humana
(BRASIL, 2005). No entanto, a FAO/WHO (1972), estabeleceu que a ingestao
maxima toleravel de Cd deve ser inferior a 0,070 a 0,084 mg dia™, para um adulto de
70 kg.

Estudos demonstram que o Cd é um agente cancerigeno para humanos
(FILIPIC et al.,, 2006). A ingestdo pode provocar fibrose, edema e enfisema

pulmonar, doencas renais como proteindria e glicosuria, hipertensao arterial
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sistémica, diminuicdo da producdo de anticorpos, anemia e diminuicdo da
testosterona (MIGUEL, 2008).

Cobre

O Cu pode ser liberado no ambiente através de atividades antropogénicas,
como mineracdo e fundicdo, queima de carvdo, incineradores de residuos
municipais, agentes antiaderentes em pinturas, uso fertilizantes, de chorumes e
esterco de aviarios e pocilgas, e de residuos advindos de rodovia. Sua ocorréncia
também pode ocorrer por fontes naturais como solo, rochas, agua e sedimentos
(KABATAPENDIA et al., 2000; PILON-SMITS; PILON, 2002; U.S, 2004; LEBLEBICI
et al., 2008).

A FAO/WHO indica como a dose méxima diaria aceitavel, 0,5 mg.kg™ por
peso de corpo. A ingestdo de mais 15 mg dia™® de Cu é prejudicial ao organismo
humano, podendo causar doencas como epilepsia, melanomas, artrite reumatoide,
doencas neuroldgicas e insuficiéncia renal (HASHEM, 2011). O cobre € um metal
requerido para o metabolismo humano, no entanto em concentra¢cdes mais elevadas
pode representar risco para saude, especialmente para portadores da doenca de
Wilson, patologia rara conhecida desde 1883, caracterizada por alteragdes cerebrais
degenerativas, provocando distirbio na excrecdo biliar de cobre, levando ao
acumulo deste metal no cérebro, figado, e em outros tecidos (FONSECA; PRADO,
2004; BRITO et al., 2005).

Chumbo

O Pb é encontrado principalmente em produtos industriais e comerciais,
incluindo tintas, plasticos, baterias, ligas metalicas, inseticidas, cabos elétricos e
ceramicas (BOGDANOV, 2006). No ar ele tem origem a partir do trafego de motores
e pode contaminar o néctar. Segundo Bogdanov (2006) mesmo com 0 avancgo
tecnologico na industria de veiculos automotores, e a utilizacdo de catalisadores nos
motores dos carros, ainda existem inumeros relatos de contaminacdes por Pb em
areas urbanas poluidas.

No Brasil quem estabelece os limites maximos de tolerancia para o chumbo
em alimentos € a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, através da Portaria n°
685 (BRASIL, 1998), estimando que, no organismo humano, sejam introduzidas,
diariamente, entre 300 a 460 pug de chumbo (LARINI et al., 1997). No geral, o efeito

da cronicidade do chumbo pode gerar distdrbios gastrointestinais, neuromusculares,
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e principalmente, no Sistema Nervoso Central (SNC), podendo causar alteracdes na
pressao arterial e acometer o figado, o sistema renal e a biossintese do heme (grupo
prostético que consiste em um atomo de ferro no estado ferroso) (PAOLIELLO &
CHASIN, 2001; JACOB et al., 2002; CDC, 2012).

Cromo

O Cr concentra-se nas camadas superficiais do solo, nas formas mais
comuns: Cr** e Cr®, é considerado o sétimo elemento mais abundante na terra
(BERGMANN, 1992; MOHANTY; KUMAR PATRA, 2013). Este metal € amplamente
utilizado na industria para a producdo de acos especiais e em processos de
cromagem que consiste na eletrodeposicdo de uma capa protetora de cromo sobre
uma peca conhecida como ferro-cromo. No meio ambiente sua liberacdo ocorre
principalmente através de esgotos e fertilizantes (BOETCHER, 2008; GHANI, 2011).

O excesso de cromo compromete o desenvolvimento das plantas, afetando os
fatores bioldgicos dos vegetais, e consequentemente, chega aos individuos atraves
cadeia alimentar por meio do consumo desses vegetais (JAISHANKAR et al., 2014).
A ingestdo diaria de cromo para adultos, na ordem de 50 a 200 ug, € considerada
segura, pois mesmo sendo considerado um elemento essencial, ndo existe uma
ingestao dietética recomendada (RDA) especifica para o cromo (LUKASKI et al.,
2000).

A depender da espécie, o Cr pode produzir efeitos cutdneos, nasais, bronco-
pulmonares, renais, gastrointestinais e carcinogénicos, causando varias doencas,
tais como dermatite, necrose, perfuracdo do septo nasal e cancer de pulméo
(BOETCHER, 2008; SLAVICA et al., 2010).

Ferro

O Fe ocupa o quarto lugar entre os minerais mais abundantes na terra,
constituindo cerca de 30% da sua massa total. Os principais minérios de ferro de
fonte natural sdo de hematita ou de ferro vermelho (Fe,O3) (70% em ferro), limonite
(FeO(OH).nH,0) (42% em ferro), magnetita ou ferro magnético (Fe3O,4) e siderita
(FeCO3) ou minério de ferro espatico ou através de efluentes industriais e mineracao
por acdo antropica (MEDEIROS, 2006; OLIVEIRA et al., 2013).

A necessidade diaria de ferro para um adulto € de 10-20 mg, sendo a
ingestdo média total de ferro por via alimentar de 15 mg dia' (PEDROZO; LIMA,

2001). O excesso de Fe no organismo pode saturar através de ferro livre e penetram
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em células do coracdo, figado e cérebro, podendo provocar danos
(GRAZULEVICIENE et al., 2009; JAISHANKAR et al., 2014).

Molibdénio

O Mo é encontrado em toda a crosta terrestre, principalmente em solos
originarios de rochas sedimentares. E usado na indUstria, principalmente em ligas de
aco e ferro fundido na fabricagdo de armas, na engenharia aeronautica e na
industria automobilistica, como catalisador e como pigmentos, na inddstria quimica
(SALVAZZI, 2013).

A Organizacdo Mundial da Saude sugere uma ingestao diaria de 15 a 40 ug
para criancas de até um ano de vida, de 25 a 150 pg para criancas de um a dez
anos de vida e 75 a 250 pg para adolescentes e adultos. O excesso de molibdénio
em humanos pode ocasionar aumento de acido Urico na urina e no plasma

sanguineo, perda de apetite, anemia e diarréia (SALVAZZI, 2013).

Niquel

O Ni, considerado um elemento quimico de transicéo, tem sua origem no solo
a partir de rochas magmaticas (maficas e ultraméficas). Este elemento também pode
ser encontrado em efluentes liquidos proveniente de siderudrgicas, refinarias de
petréleo, fabricas de fertilizantes e de papel e celulose, assim como através da
queima de combustiveis (MAHAN; MYERS, 1995; SHRIVER et al., 2008).

Segundo a Resolucao 20 do CONAMA, o teor maximo permitido em aguas de
abastecimento é 0,025 mg L™. A inalacdo do niquel e dos seus compostos pode
provocar graves problemas a saude humana, incluindo doencas no pulméo, doencas
de pele, e tumores malignos (KALYAKINA et al., 2003; KASPRZAK; SUNDERMAN,
2003).

Zinco

O Zn é um elemento abundante na crosta terrestre, estima-se que as
emissOes naturais de zinco sejam de 5,9 milhdes de toneladas métricas por ano, as
rochas calcarias sdo as principais fontes desse elemento (DNPM, 2001).

A recomendacdo diaria de Zn é estimada em 15 mg dia™ (TAPIERO; TEW,
2003; PRASAD, 2009; BHOWMIK et al., 2010), sendo o nivel de ingestdo superior

toleravel de 25 mg dia™ (SCF, 2003). O excesso desse elemento pode provocar
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uma acumulacdo com danos na eficiéncia imunologica, sendo considerado téxico
para as células (PAGANI et al., 2007).

No Quadro 1 séo apresentados valores de referéncia estabelecidos por érgao
nacionais e internacionais para concentracdo maxima de determinado metal em
alimento (ou &gua), bem como a ingestdo tolerdvel por quilograma de peso

corporeo.

Quadro 1. Valores de referéncias estabelecidos pela legislacdo nacional e

internacional para metais em alimentos.

Legislagcéo Brasileira - limites Ingestao toleravel por kg de

Metal L . . .
toleraveis em alimentos e agua peso corpoéreo
; . 0,07 mg kg'1
Ba 0,7 mg L para 4gua (CONAMA, 2008
gL~ paraagua ( ) (WHO, 2001; US EPA,1998)
Cd 0,5 mg kg™* (BRASIL, 2009) em mel 0,007 mg kg™* /semana
0,1 mg kg™ (BRASIL, 2013) (WHO, 1993)
-1
Cr 0.1 mg kg" (BRASIL, 1965) 0,00003-0,00013 mg kg™ (WHO,
1996a)
Cu 10,0 mg kg (BRASIL, 1998) em mel e 0,05-0,5 mg kg™
produtos industrializados (WHO, 1982)
co 0,4-1,0 mg kg™ / dia
0,3mg L* para 4gua (CONAMA, 2005) (WHO, 1996b; Finch &
Monsen,1972)
-1 ,
Mo 0,07:mg L™ para agua (CONAMA, 0,045 mg kg™ (ATSDR, 2017)
2008)
. ; 0,5 mg kg'1
Ni !
5,0mg kg™ (BRASIL, 1965) (WHO., 1901)
Bb 0,5mg kg™t (BRASIL, 2009) em mel 0,05 mg kg™ /semana
0,3mg kg (BRASIL, 2013) (WHO, 1993)
) 0,3-1,0 mg kg™
Zn kgt (BRASIL,1
50,0 mg kg™ ( SIL,1965) (WHO, 1982)

5. METAIS X GEOPROPOLIS

Os metais podem chegar até a colmeia através do vento (corrente de ar) que
podem levar os poluentes existentes na atmosfera do ambiente, e depositar-se na
colmeia. Outra possibilidade de transporte é por meio do corpo das préprias abelhas
que ao voarem no ambiente pode entrar em contato com o0s particulados
atmosféricos e depositar sobre os pélos e levarem até a colmeia (PORRINI et al.,
2003; PERUGUINI et al., 2011).
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A resina e os exsudatos colhidos das plantas s&o transportados para colmeia,
podendo conter elementos quimicos, oriundos da absorcdo pelos vegetais quando
disponivel no solo. O constituinte principal da geopropolis € o solo coletado no
ambiente pelas abelhas, este estando contaminado, possivelmente refletirh na
qualidade da geoprépolis (DUTRA et al., 2014).

Tanto a concentracdo, quanto a distribuicdo de metais toxicos em solos séo
dependentes do material de origem do solo (fonte litogénica) e fontes
antropogénicas (ALLOWAY, 2013). Ferramentas importantes sdo usadas para saber
a origem do metal, o Fator de Enriquecimento (FE) em metais e o indice de
Geoacumulagdo (lgeo) s@o indicadores utilizados para avaliar a presenca e
intensidade de deposicdo de contaminantes antropogénicos em solo superficial
(BARBIERI et al., 2016).

Os parametros de referéncia para metais em solos brasileiros séao
estabelecidos pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) e CETESB

(Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo), conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2. Valores orientadores da concentracédo (mg kg™) de elementos-traco da
Resolugcdo 420 CONAMA e Decisdo de Diretoria n° 195/2005-E da CETESB para

solos no Estado de Sao Paulo.

Concentracao de Valores de investigagao — solo
Metal referéncia (*)

RQu Prev Agricola Residencial Industrial
Ba 75,00 150,00 300,00 500,00 750,00
Cd <0,50 1,30 3,00 8,00 20,00
Cr 40,00 75,00 150,00 300,00 400,00
Cu 35,00 60,00 200,00 400,00 600,00
Fe ND - - - -
Mo ND 30,00 50,00 100,00 120,00
Ni 13,00 30,00 70,00 100,00 130,00
Pb 17,00 72,00 180,00 300,00 900,00
Zn 60,00 300,00 450,00 1000,00 2000,00

* RQu(referencia de qualidade — teor natural do solo), Prev (prevencéo); ND= ndo definido pelo
estado (CETESB, 2005).
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6. INDICE DE GEOCUMULACAO

O indice de Geoacumulacéo (lgeo) € utilizado para avaliagdo quantitativa do
grau de poluicdo por metais toxicos em sedimentos, sendo adotado o calculo do Igeo
proposto por Miiller (1969) (CESAR et al., 2011; ARAUJO; SOUZA, 2012), expresso
pela equacéo: Igeo= log2 [(Cn / 1,5xCBn)], onde: Cn= concentracdo do elemento n
na fracdo argila (<0,002 mm) do sedimento a ser classificado; CBn= concentracao
média de “background” para argilas na crosta terrestre (folhelho médio padrao); e
1,5= fator de correcdo para possiveis variagbes do “background” causado por
diferencas litolégicas (SANTOS, BORGES; BOAVENTURA, 2012).

O lgeo pode ser agrupado em classes (0 a 6), as quais descrevem 0
incremento do metal e 0s respectivos graus de poluicdo, conforme Quadro 3. A
utilizacao deste indice no presente estudo permitird inferir sobre o grau de poluicéo
na area estudada, regido metropolitana de Salvador, a partir da avaliacdo de
amostras de geoproépolis coletadas em colonias de Melipona scutellaris, assim como

amostras de solo coletadas no entorno dos meliponarios amostrados.

Quadro 3. Classes do Igeo para metais e graus de poluicdo no ambiente. Adaptado
de Miller (1969).

Classes lgeo Intensidade de poluicao

0 N&o poluido

N&o poluido a moderadamente poluido
Moderadamente poluido
Moderadamente poluido a poluido
Muito poluido

Muito poluido a altamente poluido

o o011 A W N P

Altamente poluido

7. FATOR DE ENRIQUECIMENTO (FE)

O Fator de Enriquecimento (FE) € utilizado em pesquisas para avaliar metais
toxicos em sedimentos naturais a partir de materiais que sdo lancados para o
ambiente por atividades antropicas. O fator de enriquecimento é calculado pela
equagdo FE= [((Cn/CyrL) X Amostra) / ((Bn/ByrL) X VRL)], onde: Cn é a concentracéo

de determinado elemento no local de interesse; Cyr. € a concentracdo do elemento
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de referéncia; Bn € o valor de referéncia local do elemento em estudo e Byr. € 0
valor de referéncia local do elemento de referéncia (ARAUJO; SOUZA, 2012).

Na avaliacdo de amostras de determinado ambiente, o calculo do fator de
enriguecimento pode fornecer informacgdes importantes sobre seu grau de
antropizacéo (LU et al., 2012). A utilizacdo deste indice no presente estudo permitira
inferir sobre as provaveis fontes de poluicdo, se oriunda de atividade antropogénica
ou natural na regido metropolitana de Salvador, a partir da avaliacdo de amostras da
geopropolis coletadas em colbnias de Melipona scutellaris, assim como amostras de
solo coletadas no entorno dos meliponarios amostrados.

Diante do exposto, verifica-se que estudos referentes ao uso do produto
geopropolis ainda € incipiente, tanto na caracterizacdo quimica quanto fisica. Desse
modo, o objetivo deste estudo foi determinar a concentracdo de metais na
geopropolis produzida por Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae) em Salvador,
Bahia, Brasil e regidao Metropolitana, a fim de validar este produto da colmeia como
possivel indicador de qualidade ambiental. Assim como, a caracterizacdo dos
componentes estruturais dessa matriz por meio de andlise granulométrica e

determinacdo de matéria organica.
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CARACTERIZACAO FiSICA DA GEOPROPOLIS DE Melipona scutellaris
(HYMENOPTERA: APIDAE)

Resumo: Devido ao uso medicinal, a geopropolis tem sido bastante estudada,
principalmente em relacdo a sua composicdo quimica que € bastante complexa,
sendo que mais de 300 compostos ja foram identificados. No entanto, informacdes
referentes as caracteristicas fisicas deste composto ainda sdo escassas. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi caracterizar os componentes da geopropolis
produzida por Melipona scutellaris (Hymenoptera: Apidae) de forma a conhecer a
matriz tanto no que diz respeito as caracteristicas granulométricas, quanto ao
conteldo de matéria organica. A amostragem foi realizada em Salvador e regido
metropolitana, onde foram coletadas 6 amostras de geopropolis e de solo do
entorno, em 6 meliponarios. A composicdo da geoprépolis, nas diferentes areas de
estudo, € de apenas 9 a 9,3% de material organico, sendo a matriz principal,
constituida por material mineral provenientes de solos e, ou sedimentos da regido de
entorno, que em media contribui com, aproximadamente, 91%. Devido as
caracteristicas dos solos da regido estudada, predomina na fracdo mineral da
geopropolis material arenoso. As diferencas na composicdo granulométrica entre a
geoproépolis e os solos do ambiente do entorno dos meliponarios indicam que, além
desta, outras fontes de material mineral, como sedimentos, sdo utilizadas pelas
abelhas. Na composicdo da geopropolis as particulas minerais mais grosseiras,
apresentaram maiores teores, quando comparado aos do solo coletado na area de

entorno dos meliponarios amostrados.

Palavras-chave: abelha sem ferréo, granulometria, matéria organica.
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PHYSICAL CHARACTERIZATION OF GEOPROPOLIS DE Melipona scutellaris
(HYMENOPTERA: APIDAE)

Abstract: Geopropolis has been widely studied because of it medicinal use, mainly
due to its chemical composition that is quite complex, and more than 300 compounds
have already been identified. However, information on the physical characteristics of
this compound is still scarce. In this sense, the objective of this study was to
characterize geopropolis components produced by Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae) in order to know the matrix for particle size features and
organic matter content. Sampling was carried out in the city of Salvador and its
metropolitan region, where 6 samples of geopropolis and surrounding soil were
collected at 6 meliponaries. Geopropolis composition, in the different study sites, is
only 9 to 9.3% of organic material and the main matrix consists of mineral material
from soils and, or sediments from the surrounding region, which contributes to the
organic material composition with approximately 91%, on average. Due to the
characteristics of soils in the studied region, sandy material predominates in the
mineral fraction of geopropolis. Differences in the particle size composition between
geopropolis and soils of the surrounding sites of meliponaries indicate other sources
of mineral material, such sediments, that bees use. In geopropolis composition, the
coarsest mineral particles had higher contents when compared to the soil collected in

the surrounding area the meliponaries sampled.

Keywords: bee stingless, granulometry, organic matter.
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1. INTRODUCAO

A geopropolis é um tipo diferente de propolis, porque apresenta uma mistura
de resina, e exsudados, oriunda de varias fontes vegetais, misturado com cera, silte
e particulas de solo em sua constituicdo, 0 que confere caracteristicas especificas
ao produto (CUNHA et al., 2013; FREITAS et al., 2013).

Conhecida popularmente como batume, a geoprépolis tem funcdo importante
na colmeia, tanto para protecdo contra inimigos naturais como para manutengao da
temperatura interna. Esse produto apresenta consisténcia dura e coloracao variavel,
devido as caracteristicas do solo coletado na regido explorada pelas abelhas. No
entanto, o conhecimento sobre este produto da colmeia ainda é escasso em
literatura (CUNHA et al., 2013; ALVES et al., 2015).

Considerando a relevancia da geoprépolis nas areas da quimica e da biologia,
devido ao seu potencial terapéutico, pesquisas referentes a caracterizagao fisica e
sua relacdo com o ambiente em que sdo produzidos, bem como, os elementos
disponiveis na area entorno do meliponéario, sdo fundamentais para melhorar a
qualidade deste produto (DUTRA et al, 2008; BANKOVA; POPOVA 2007,
HOLANDA et al., 2012; SANTOS et al., 2017).

A caracterizacao fisica da geopropolis podera demonstrar qual o material que
as abelhas coletam para formar o produto, se € seletiva ou ndo, qual o componente
do solo (material encontrado na superficie da terra que é composto de material
organico e inorganico) que estes individuos coletam, a quantidade de matéria
organica presente, e ainda podera direcionar novos estudos, a exemplo, como 0s
solos predominantes na regido podem contribuir para qualidade deste produto
(POPOV et al., 2017; SAHINLER et al., 2017).

Sabendo que tanto a composi¢do quimica do solo quanto sua estrutura fisica
apresenta variagfes relacionadas a sua origem (génese do solo) e que estas
possivelmente tem influéncias nas caracteristicas finais da geopropolis, € necessario
o conhecimento desses aspectos da composi¢cao deste produto da colmeia (SILVA
et al., 2013; MATEUS et al., 2017).

A composicao da geopropolis, principalmente em relagdo ao teor de matéria
orgéanica, que esta diretamente relacionada com o teor de resina, pode implicar em
maior quantidade de compostos fendlicos, sendo que estes compostos refletem
diretamente no potencial antioxidante e nas atividades biol6gicas do produto
(BANKOVA; POPOVA 2007; CUNHA et al., 2013).
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Nesse contexto, 0 presente estudo teve por objetivo caracterizar o0s
componentes da geoprépolis produzida por Melipona scutellaris (Hymenoptera:
Apidae) de forma a conhecer a matriz, tanto no que diz respeito as caracteristicas

granulométricas quanto ao conteudo de matéria organica.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo de origem das amostras

As coletas foram realizadas em regido urbano-industrial, estado da Bahia,
Brasil. Os locais de amostragem (Figura 1 e Tabela 1) tém como caracteristica
marcante o fato de estarem situados em ambiente urbano com alto grau de
desenvolvimento urbano-industrial com dispersao de poluentes na atmosfera, agua e
no solo. Estes poluentes sdo de vérias fontes, dentre elas, as emissfes de
automoveis, fabricas de produtos quimicos e aterro sanitario, em trés &areas
especificas: Polo Industrial de Camacari (PIC), Centro Industrial de Aratu (CIA) e

Aterro Sanitario de Salvador (ASS).
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Figura 1. Locais de amostragem da geopropolis (G) de Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae) provenientes de seis meliponérios localizados em Salvador e

regido metropolitana, Bahia, Brasil.
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Tabela 1. Origem das amostras de geopropolis de Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae), provenientes de seis meliponarios localizados em Salvador

e regido metropolitana, Bahia, Brasil.

Meliponarios Amostras  Cadigo Coordenada Descricdo Das Areas
Geogréfica
Geopropolis Gl Préximo ao aterro
S 12°51'28.3": sanitario — 1 km de
A W 38021'54.3" distancia da rodovia
ClA-Aeroporto.
Solo S1
Geopropolis G2 Afastado do perimetro
S 12032'28.0"; urbano, acesso por
W 38021'42.3" estrada sem asfalto e
distante da rodovia.
Solo S2
Geopropolis G3 S 12049'58 7 Perimetro urbano e
c W 3892297 4" préximo a rodovia CIA-
Aeroporto
Solo S3
Geopropolis G4 S12051'32 4 Perimetro urbano e
5 W038927'9 9" préximo a rodovia base
naval
Solo S4
Geopropolis G5 Préximo do Pdélo
S 12°43'55.5"; Industrial de Camacari
E W 38°23'51.6" — e aproximadamente a
100 metros da rodovia.
Solo S5
Geopropolis G6 S 1205038 1" Perimetro urbano e
- W 3892112 1" préximo a rodovia CIA-

Aeroporto.
Solo S6

O PIC se localiza em uma area densamente povoada, situado préximo a
grandes corpos de agua, anel florestal, areas de preservacdo com matas e
comunidades rurais. O CIA esta situado proximo a cidade de Salvador com grande
circulacdo de automdveis e area densamente povoada onde também se localiza
areas de protecdo ambiental como o Parque S&o Bartolomeu. O ASS mantém
limites com o CIA e o PIC, estando também localizado em meio a uma éarea

densamente povoada, com grande circulacdo de automoveis e presenca de muitas
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comunidades no entorno. Para este estudo foram selecionados seis meliponario

sendo, utilizada cinco colbnias de M. scutellaris por meliponario para amostragem.

2.2. Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de geopropolis nos melipondrios no periodo
compreendido entre junho de 2015 a julho de 2016, sendo que em cada meliponario
foram retiradas amostras simples para formar uma amostra composta. Também
houve coleta de seis amostras de solo, composta de 15 amostras simples, na area
de entorno de cada meliponario, na profundidade de 0-20 cm, uma vez que a maior
parte do material de solo coletado pelas abelhas vem da camada mais superficial.

A geopropolis coletada estava depositada na parte interna da colmeia e foram
utilizadas luvas de nitrila para coleta. As amostras de solos foram coletadas
seguindo os padrdes recomendado pela (EMBRAPA, 2017, MOREIRA 2012;
ARRUDA et al., 2014). Posteriormente, as amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis com as devidas identificacdes e levadas para freezer, em seguida
foram pesadas as amostras de cada més com 0s mesmos pesos e homogeneizadas

para posteriores analises fisica e quimica.

2.3. Determinacéo do Material organico

Carbono orgéanico no geopropolis e no solo
O carbono organico do solo e da geoprépolis foram determinados conforme
Mendonca (2005). Para tal, utilizou-se uma massa de 0,5 g de solo, sendo este
transferido para os tubos de digestdo. Adicionado 5 mL de solucdo dicromato de
potassio (K>Cr,O7 (0,167 mol L™) em seguida acrescentado 7,5 mL de H,SO,
concentrado. ApOs o0 pré-aquecimento dos tubos em bloco digestor a uma
temperatura de 170°C, utilizou-se agua destilada para completar até o volume final
de 80 mL. Apés a solucéo esfriar a temperatura ambiente adicionou-se 0,3 mL de
solucao indicadora e titulou-se com solucéo de sulfato ferroso 0,2 mol L™ (ponto de
viragem de verde para violeta escuro).
O percentual de matéria organica foi calculado multiplicando-se o resultado
do carbono organico por 1,724 (EMBRAPA, 2017). Este fator é utilizado em virtude

de se admitir que, na composi¢cao meédia do humus, o carbono participa com 58%.
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2.4. Caracterizagdo granulométrica das amostras

Para a caracterizacdo fisica das amostras foi analisado apenas
granulométrica do solo e da geopropolis, utiizando o método do densimetro
(EMBRAPA, 2017), que baseia-se na sedimentacdo das particulas que compdem o
solo.

As areias foram separadas em peneira de malha 0,053 mm de diametro e em
seguida fixou-se um tempo Unico para a determinacdo da densidade da suspensao
gue admite-se ser a concentracao total de argila (GEE; BAUDER, 1986), conforme a
Lei de Stokes. As fracdes grosseiras (areia muito grossa, areia grossa, areia média,
areia fina muito fina e areia muito fina) foram separadas por tamisacéo e pesadas. O

silte foi obtido por diferenca.

2.5. Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado para os ensaios foi 0 inteiramente
casualizado, com triplicatas. Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). As andlises estatisticas
foram efetuadas com o programa R (versdo 3.3.2) (R CORE TEAM, 2016). Foi

realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de variancia para o teor de matéria organica (g kg™) na geoprépolis
produzida por Melipona scutellaris e no solo coletado na area de entorno dos
meliponarios sado apresentados na Tabela 2. A composi¢cdo da geopropolis, nas
diferentes areas de estudo, é de 9 a 9,3% de material organico, sendo a matriz
principal, constituida por material mineral proveniente de solos e, ou sedimentos da
regido de entorno, que em média contribui com, aproximadamente, 91% (Tabela 3).

De acordo com Barth & Pinto da Luz (2003) a geopropolis é preparada por
abelhas sociais sem ferrdo (Meliponini) que utilizam resinas de plantas misturadas
com ceras e “terra”. Segundo estes autores, podem ser encontrados na geopropolis
materiais organicos, graos de prépolis, esporos de fungos, fragmentos de carvéo ou
fuligem tricomas e fragmentos de areia. Para Freitas et al. (2013) e Cunha et al.

(2013) a geopropolis apresenta uma mistura de resina e exsudados, originada de
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varias fontes vegetais, misturado com cera, silte e particulas de areia, o que |he
confere caracteristicas Unicas.

A andlise da quantidade de material organico na geopropolis € importante,
pois estara diretamente relacionado com a composicdo fendlica que é a parte de
interesse da farmacologia. No presente estudo, observou-se que houve diferenca
estatistica significativa (Tabela 2) entre amostras de geopropolis coletadas nos
diferentes meliponarios (B a F) para o teor de matéria organica. Os meliponarios A e
D apresentaram as maiores quantidades, ndo diferindo estatisticamente entre si,

sendo que o meliponério A destacou-se dos demais que néo diferiram entre si.

Tabela 2. Andlise de variancia para o teor de matéria organica (g kg™') na
geoproépolis produzida por Melipona scutellaris e no material mineral coletado na

area de entorno dos meliponérios, em Salvador e regido metropolitana, Bahia.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Amostras 5 2511 5,02 9,04 0,0009

(geoproépolis)

Erro 12 6,67 0,56

Total 17 31,78

CV (%) 0,82

Média 90,89

FV GL SO oM Fc Pr>Fc
Amostras 5 123,77 24,75 34,27 0

(solo)

Erro 12 8,66 0,72

Total 17 132,44

CV (%) 5,88

Média 14,44

Apesar de contribuir com grande parte do material mineral contido na
geoproépolis, os solos contribuiram apenas com até 19,00 g kg™t ou (1,90%) da
matéria organica, uma vez que os teores de matéria organica na geopropolis séo
maiores que os encontrados nas amostras de solo (Tabela 3). Essa diferenca esta
relacionada aos outros componentes da geopropolis, como resina e cera,
elaboradas a partir de exsudatos de plantas coletados pelas abelhas, além da
matéria organica do solo presente na sua composicdo (CUNHA et al., 2013;
SIQUEIRA et al., 2014).
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Tabela 3. Teores médios de material organico e matéria mineral em geopropolis
produzida por Melipona scutellaris e no material mineral coletado na area de entorno

dos meliponarios, em Salvador e regido metropolitana Bahia.

Geopropolis Solo
Amostra/ Material Material Material Material
Local Organico Mineral Organico Mineral
(9 kg™) (9 kg™) (9kg?) (g kg™)
A 93,00a 907,00a 16,00b 984,00b
B 90,33b 909,67b 14,67b 985,33b
C 90,00b 910,00b 19,00a 981,00a
D 92,00ab 908,00ab 11,00d 989,00d
E 90,00b 910,00b 12,00cb 988,00cb
F 90,00b 910,00b 14,00bc 986,00bc

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas na coluna nao diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Além de sua importancia na colmeia, a geopropolis tem se destacado na
medicina por suas propriedades biolégicas com acdo anti-inflamatoria,
antinociceptiva (como reducdo na capacidade de perceber a dor) e atividade
antimicrobiana in vitro contra patdégenos orais e Streptococcus mutans,
imunomoduladores e gastroprotetores (CUNHA et al., 2009; ARAUJO et al., 2015).

Os resultados das analises granulométricas e classificacdo textural das
amostras de geoprépolis e solo encontram-se descritos nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Na andlise granulométrica observa-se que as abelhas coletam
todos os componentes com didmetro menor que 2 mm (areia, silte e argila) para
formacdo do geoprépolis (Tabela 5). A geoprépolis € um material que se apresenta
como fragmentos rigidos e com diferentes tamanhos, com granulos de consisténcia
heterogénea (CUNHA et al., 2009). Analisando diferentes amostras de geopropolis
em trés estados brasileiros, Barth & Pinto da Luz (2003) observaram, além de gréos
de areia de diferentes tamanhos, pequenas particulas de solos, utilizados pelas
abelhas na preparacéo deste componente.

Tanto as amostras de geoprépolis, quanto as de solos, apresentam textura
que variaram de franco arenosa, a franco argilo arenosa, portanto, com maiores
teores de areia que as outras fragbes. Este carater mais arenoso da geopropolis,
possivelmente esta associado ao fato de na regido predominar solos mais arenosos.
De acordo com Brasil (1981), predominam na regido Neossolos Quartzarénicos,

Espodossolos Humiluvicos e Argissolos Vermelho Amarelos, os dois primeiros com
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caracteristicas, essencialmente, arenosa em toda a sua profundidade e o terceiro
com horizonte superficial arenoso e subsuperficiais franco arenoso a franco argilo
arenoso.

Apesar de as concentracdes totais da fracao areia da geoproépolis e dos solos
coletados em cada regido, apresentarem valores muito proximos, ndo € possivel
estabelecer uma correlacdo direta entre a textura destes componentes, pois devido
ao habito de coleta e transporte de material pelas abelhas, ndo ha como determinar
se as mesmas coletam apenas material da superficie do solo, de barrancos
expostos nas estradas, onde horizontes mais profundos estdo geralmente expostos
ou de materiais sedimentares que ficam a superficie do terreno quando
transportados e depositados, muitas vezes, em propor¢cdes granulométricas
variadas. Esta variabilidade pode ser percebida analisando-se as diferentes fracoes

granulométricas isoladamente (Tabelas 5).

Tabela 4. Anélise de variancia para a granulometria (g kg™), em geoprépolis

produzida por Melipona scutellaris em Salvador, Bahia e regido metropolitana.

QM
Areia . . Areia .
FV GL ; Areia Areia g : Areia . .
Muito grossa média Areia fina muito total Silte Argila
grossa fina
TRAT 5  7714.10** 6507.20** 6305.60** 17216.10** 1410.80** 6054.50** 2216.00** 4781.30**
Erro 12 6,33 33,67 39,50 22,33 7,67 23,17 25,00 40,00
Total 17
CV(%) 2,73 3,51 2,46 4,57 12,78 0,75 2,74 3,66
“322:? 92,17 165,33 255,67 103,50 21,67 638,17 182,33 172,83

FV = Fonte de Variacédo; GL = Grau de Liberdade; QM = Quadrado Médio.

Segundo Dutra et al. (2008), a geopropolis formada em regides de
ecossistemas heterogéneos, consiste em uma associacdo da origem botanica aos
fatores climaticos da regido implicando na variacdo existente destes constituintes
quimicos no produto final. A composi¢do quimica do produto seré definida a partir da
flora visitada, regido e época de colheita (RIBEIRO et al., 2013; BARTH; FREITAS,
2015).

No presente estudo, verificou-se que o material coletado pelas abelhas tem
caracteristicas texturais préximas as do solo amostrado no entorno dos meliponarios
(A-F) (Tabela 5), ou seja, assim como o ambiente influencia na composi¢cao quimica,
possivelmente também influencia diretamente na composicao fisica da geopropolis,

porém os teores dos componentes estruturais tiveram uma variacdo para as
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amostras de geoprépolis e de solos de acordo com o meliponario de origem das

mesmas.

Tabela 5. Andlise granulométrica (g kg') da geoprépolis produzida por Melipona

scutellaris e de solos da regido metropolitana de Salvador, Bahia.

Areia Areia

. Areia Areia Areia X Areia . . Classificacéo
Amostras - muito Grossa Média Fina Muito Total Silte Argila textural
grossa Fina
GEOPROPOLIS
A 129b 181b 246¢ 68c 12 b 636¢C 208a 156¢  Franco arenoso
B 109c 178b 342a 52d 3c 684a 172b 144c¢  Franco arenoso
Franco argilo
C 30d 109c 242¢c  227a 5la 659b 134c 207b
arenoso
D 115c¢ 185b 229c 73c 14b 615d 199a 146¢c  Franco arenoso
Franco argilo
E 143a 228a 264b 35e 3c 673a 181b 146¢
arenoso
F 27d 111c 211d 166b 47a 562e 200a 238a Franco arenoso
SOLO
A 19c 99c 333a 219b 85a 755b 114a 131d Franco arenoso
Franco argilo
B 20c 101c 324b  124d 26¢c 595¢ 73c 332a
arenoso
Franco argilo
C 36b 176b 259d 212b 30b 713b 76¢C 211b 9
arenoso
D 4d 41d 292d  354a 83a 774a 85b 141d Franco arenoso
E 25b 159b 311c 173c 47b 715b 94b 191c Franco arenoso
F 65a 197a 305c¢ 203c 22c 792a 77c 131d Franco arenoso

Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em geral, pode-se observar na Tabela 5, que a quantidade de areia muito
grossa, areia grossa e silte foram maiores na geopropolis do que nos respectivos
solos do entorno. Além disso, houve uma variacao significativa entre os meliponarios
sendo que os valores para amostras de geoprépolis nos meliponarios A, B, D e E,
foram maiores quando comparados aos registrados para as amostras de solo do
entorno, sendo que, apenas os meliponario C e F, ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles, mas apresentaram valores menores, quando comparados
com os valores de areia grossa em relagéo ao solo do seu entorno.

Como abordado anteriormente, as diferencas na composi¢cao granulométrica da
geopropolis entre os meliponarios e em comparagdo com 0 solo pode estar
relacionada com os habitos e capacidade de carga e transporte pelas abelhas. Por
se tratar de pequenos insetos (OLIVEIRA et al., 2013), o material transportado por
vez, por uma abelha, pode ser um pequeno agregado de solo, que geralmente

contém areia, silte e argila, intimamente unidos ou apenas um grao mais grosseiro
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de areia (como a abelha possivelmente ndo consegue pegar varios granulos, acaba
pegando um grao maior, que consiga carregar e otimizar o trabalho). Este fato pode
explicar a maior concentracéo das fragcdes mais grosserias de areia na geopropolis.
Além disso, pode-se relacionar esta ocorréncia a importancia de se ter uma
geopropolis com capacidade de trocas gasosas entre o interior e exterior da colmeia,
exigindo um material mais poroso. Porém, estudos mais detalhados referentes a
estas hipéteses sdo necessarios.

O maior teor de silte encontrado na geopropolis quando comparado ao solo,
que normalmente apresentam baixos teores deste componente quando
excessivamente arenosos e, ou muito intemperizados, a exemplo dos solos
encontrados na regido de estudo, pode indicar que as abelhas coletam material
mineral também em sedimentos ou de solos formados por material sedimentar mais
siltoso, geralmente em ambientes de baixada, onde sedimentos de diferentes
composi¢des granulométricas sédo depositados.

Outra possibilidade para a ocorréncia da fracao silte em maior quantidade na
geopropolis pode estar ligada a forte cimentacao de particulas de argila pelo material
organico (resina), formando um pseudo-silte. De acordo com Donagemma et al.
(2003), pseudo-silte sdo microagregados de alta estabilidade, do tamanho do silte
verdadeiro, formados por particulas de argila, cimentadas por matéria organica,
oxidos de ferro e aluminio mal cristalizados, que quando nao devidamente
removidas, pela realizacdo de pré-tratamentos adequados, pode levar a
superestimacao da fracdo silte quando da analise textural do solo.

Em andlise microscopica de geopropolis, Barth & Pinto da Luz (2003)
reconheceram dentre as fracdes minerais encontradas, particulas minerais amorfas,
pequenos cristais incolores, densamente agrupados, ou pequenos fragmentos
vermelho-acastanhados de solos " argila . Esta observagcdo pode comprovar a forte
ligacdo entre os componentes minerais e organicos da geopropolis, que podem levar
a formacgéo do pseudo-silte.

Neste caso, durante a analise textural da fracdo mineral da geopropolis pode
nao ter havido a completa desagregacdo e consequente dispersao de possiveis
microagregados de argila e matéria organica, devido a ndo remogado completa de
componentes organicos mais resistentes, durante o pré-tratamento com agua
oxigenada, procedimento indicado por Embrapa (2017) para materiais com teores de

matéria organica superiores a 5 %.
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4. CONCLUSAO

A geopropolis estudada da regido metropolitana de Salvador apresentou alta
concentracdo de material mineral, com predominio da fracdo areia. As diferencas na
composicdo granulométrica entre a geoprépolis e os solos do ambiente de entorno
indicam que além desta, outras fontes de material mineral, como sedimentos, sdo
utilizadas pelas abelhas.

Na composicdo da geoprépolis as particulas minerais mais grosseiras
apresentaram maiores teores, quando comparado aos do solo coletado na area de
entorno dos melipondrios amostrados, o que indica uma seletividade no material

coletado pela abelha.
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AVALIACAO DO METODO DE DIGESTAO PARA GEOPROPOLIS DE Melipona
scutellaris (HYMENOPTERA: APIDAE)

Resumo: O pré-tratamento da amostra a depender da técnica utilizada pode ser
uma etapa longa e sujeita a erros, assim como pode onerar 0S custos da pesquisa.
Nesse sentido conhecer a melhor técnica a ser empregada para digestdo de
amostras pode evitar esses entraves, tornando o processamento da amostra mais
rapido. Em estudos para determinacdo metais a digestao acida das amostras é uma
etapa que demanda tempo. A geoprépolis € um produto da colmeia de abelhas sem
ferrdo, que tem despertado interesse de pesquisadores no que se refere a sua
utilizacdo para estudo de monitoramento da qualidade ambiental. Deste modo, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a eficiéncia da extracdo &cida e da digestédo
total para determinacdo de metais na geopropolis produzida por Melipona scutellaris.
Foram coletadas amostras de geopropolis em cinco meliponarios, situados em
Salvador e regido metropolitana. O processamento das amostras foi realizado
utilizando uma massa de 5 g de cada, sendo a extracao acida realizada de acordo
com o método internacional USEPA 3050b. Para digestdo total utilizou-se reagentes
de grau analitico, acido nitrico concentrado (65%), &acido perclérico e acido
fluoridrico. Para quantificacdo dos metais Cd, Cu, Cr, Pb e Zn utilizou-se a técnica
de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP
OES). Houve diferenca estatistica para as amostras de geoprépolis submetidas aos
diferentes métodos de digestdo. O método de digestao total apresentou os maiores
valores para concentracdes dos metais avaliados. No entanto, a extracdo acida,
USEPA 3050b, é um procedimento mais simples para a avaliacdo dos metais em
amostras de geopropolis e também apresentou valores que podem satisfazer a
necessidade de utilizacdo na avaliagao deste produto da colmeia como bioindicador.
O método de extracdo acida USEPA 3050b em combinagédo com a deteccéo de ICP

OES mostrou eficiéncia para analise de metais em geopropolis.

Palavras-chave: Extracédo acida, ICP OES, determinacdo de metais.
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EVALUATION OF THE DIGESTION METHOD FOR GEOPROPOLIS OF Melipona
scutellaris (HYMENOPTERA: APIDAE)

Abstract: Sample pretreatment, depending on the technique used, may be a long
and error-prone step, and may comprise the research. Therefore, knowing the best
technique for samples digestion can avoid these obstacles, making the sample
processing faster. In studies for metal determination, acid digestion of samples is a
time-consuming step. Geopropolis is a product of stingless beehives, which has
aroused interest of researchers due to its use for monitoring environmental quality.
Thus, this study evaluated the efficiency of acid extraction and total digestion for
metals determination in geopropolis produced by Melipona scutellaris. Geopropolis
samples were collected at five meliponaries, in the city of Salvador and its
metropolitan region. The samples were processed using a mass of 5 g each, and
acid was extracted according to the international USEPA 3050b method. For total
digestion, we used analytical grade reagents, concentrated nitric acid (65%),
perchloric acid and hydrofluoric acid. In order to quantify the Cd, Cu, Cr, Pb and Zn
metals, the Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES)
technique was used. There were statistical differences for geopropolis samples
submitted to different digestion methods. The total digestion method showed the
highest values for concentrations of metals evaluated. However, acid extraction,
USEPA 3050b, is a simpler procedure for the evaluation of metals in geopropolis
samples and presented values that may be used in the evaluation of this beehive
product as a bioindicator. The acid extraction method USEPA 3050b in combination
with the detection of ICP OES showed efficiency in the analysis of metals in
geopropolis.

Keywords: Acid extraction, ICP OES, determination of metals.
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1. INTRODUCAO

A digestdo das amostras é muitas vezes um passo necessario antes
determinacao das concentracdes do teor do elemento total em determinado material,
uma vez que a aplicacdo de diferentes métodos de digestdo acida pode liberar
quantidade diferente de elementos quimicos de uma determinada matriz (GAUDINO
et al., 2007; VOICA et al., 2012).

Conhecer a concentracdo do elemento pelo método de digestdo como parte
da caracterizacdo completa do procedimento analitico faz-se necessério e
importante, pois € a complementacdo do método de digestdo com a técnica de
guantificacdo que dara um resultado final positivo do procedimento (NAVARRO et
al., 2011).

A digestéo total inclui de maneira geral as misturas dos acidos nitrico (HNO3),
cloridrico (HCI) e fluoridrico (HF), estas misturas acidas podem colocar em solucéo
0s elementos quimicos das fracdes adsorvidas, trocaveis, oxidaveis, reduzidas e
residual (SASTRE et al., 2002; KAAKINEN et al., 2014). Apesar da eficiéncia do HF,
Seu uso torna-se perigoso, pois, requer bastante cuidado no seu manuseio, por essa
raz&o n&o é recomendada em rotina analitica (SASTRE et al., 2002; LENARDAO et
al., 2003; VOICA et al., 2012).

A extracdo acida que utiliza acido nitrico (HNO3) e cloridrico (HCI) em geral,
vem como alternativa ao uso das misturas acidas nitricas-fluoridricas (KAAKINEN et
al., 2014). Sastre et al. (2002) alcancaram resultado positivos usando a extracao
acida em amostras de solo para os metais Cd, Cu e Pb, quando comparados aos
resultados usando solucéo nitrica-fluiridrica.

Torna-se relevante a avaliagdo dos procedimentos de digestdao para a
determinacao de constituintes inorganicos (Ba, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb e
Zn) em geopropolis produzido por abelhas sociais sem ferrdo da regido
metropolitana de Salvador, devido este material apresentar solo na sua constituigéo,
diferenciando de outros produtos da colmeia. Deste modo, o objetivo deste estudo
foi avaliar a eficiéncia da extracdo acida e da digestdo total para determinacéo de

metais em geopropolis produzida por Melipona scutellaris.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacédo e descricdo da area de origem das amostras

As areas dos meliponarios se caracterizam pelo alto grau de desenvolvimento
urbano-industrial com dispersdo de poluentes na atmosfera, agua e no solo, estes
poluentes sdo de varias fontes, automoveis, de fabricas de produtos quimicos, do
aterro sanitario, entre outros.

O Polo Industrial de Camacari (PIC) se localiza em uma area densamente
povoada, situado proximo a grandes colecBes de agua, anel florestal, areas de
preservagcao com matas e comunidades rurais. O Centro Industrial de Aratu (CIA)
esta situado proximo a cidade de Salvador com grande circulacdo de automéveis e
area densamente povoada onde também se localiza areas de protecdo ambiental
como o Parque S&o Bartolomeu. O Aterro Sanitario de Salvador mantém limites com
o CIA e o PPC, estando também localizado em meio a area densamente povoada,
com grande circulacdo de automoOveis e presenca de muitas comunidades no

entorno (Figura 1 e Tabela 1).

2.2 Coleta e acondicionamento de geoproépolis

Foram coletadas amostras de geoprépolis em meliponarios situados em
Salvador e regidao metropolitana, Bahia, no periodo compreendido entre junho de
2015 a julho de 2016. A geopropolis coletada estava depositada na parte interna da
colmeia foi utilizada luvas de nitrila para coleta. As amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos estéreis com as devidas identificacbes. Utilizou-se pistilo e
almofariz de ceramica para maceracdo das amostras que em seguida foram
peneiradas em malhas de nylon de 500 nm. Posteriormente as amostras foram

submetidas ao processo de digestao.
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Oceano Atlantico

Figura 1.

Locais de amostragem da

geopropolis (G) de Melipona scutellaris

(Hymenoptera: Apidae) provenientes de meliponarios localizados em Salvador e

regido metropolitana, Bahia, Brasil.

Tabela 1. Origem das amostras de geopropolis de Melipona scutellaris

(Hymenoptera: Apidae),

provenientes de cinco meliponarios

Salvador, Bahia, Brasil e regido metropolitana.

localizados em

Meliponérios Amostras Cddigo Coordepgda Descricao
Geografica
Proximo aterro sanitario —
0 1 n
1 Geoproépolis Gl e ,28'3,. 1 km de distancia da
W 38°21'54.3 .
rodovia CIA-Aeroporto.
Afastado do perimetro
T S 12°32'28.0" urbano, acesso por
2 Geopropolis G2 W 38°21'42.3" estrada sem afasto e
distante da rodovia.
Perimetro urbano e
T S 12°49'58.7" fe s :
3 Geopropolis G3 W 38022'27 4" proximo a rodovia CIA-
Aeroporto
Proximo do polo industrial
ST S 12°43'55.5" de Camacari — e
4 Geopropolis G4 W 38°23'51.6" aproximadamente & 100
metros da rodovia.
Perimetro urbano e
R S 12°50'38.1" f :
5 Geoprapolis G5 W 38921'12.1" proximo a rodovia CIA-

Aeroporto.
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2.3 Digestéo acida das amostras

o Extracdo acida: As amostras de geopropolis (0,5 g) foram digeridas seguindo
método USEPA 3050b (EPA, 1996), sem modificacdes. Utilizou-se regentes de grau
analitico, Acido Nitrico a 65% e Peréxido de Hidrogénio 30%. Adicionalmente,
realizamos a analise de recuperacdo com material de referéncia (San Joaquin Soil,
2709), sendo este submetido a mesma metodologia de avaliacao utilizada para as

amostras de geoproépolis.

Procedimentos adotados para digestdo da amostra

Pesou-se uma massa de 0,5 g de geoprépolis, em tubo digestor, adicionou-se
10 mL de solucédo 1:1 de HNO3 e homogeneizou-se o conteudo. Este foi colocado
em repouso, fechado com funil de refluxo, por 5 mim. As amostras foram colocadas
em bloco digestor a 95°C + 5°C (com funil de refluxo) durante 10 a 15 minutos, sem
ebulicdo. Aguardou-se o arrefecimento dos tubos contendo as amostras e adicionou-
se 5 mL de HNO3 concentrado que em seguida foram submetidos ao aquecimento a
95°C = 5°C em bloco de digestéao, sob refluxo, por 30 minutos.

A solucéo foi colocada para evaporar até reduzir o volume para cerca de 5 mL
em temperatura de 95°C + 5°C, durante 2 h sob refluxo. Com as amostras frias,
adicionou-se 2 mL de &gua e mais 4 mL de peroxido de hidrogénio (H,0,) a 30%,
fechou-se o tubo digestor com o funil de refluxo para completar a reacdo. Foi
adicionado, cuidadosamente, aliqguotas de 1 mL de H,0O, até que a efervescéncia se
tornasse minima ou o aspecto geral da amostra nao fosse alterado com a adi¢édo de
peroxido de hidrogénio.

Com as amostras cobertas com o funil, colocou-se para aquecer a 95°C +
5°C, sem ferver, até a reducéo do volume para cerca de 5 mL ou durante duas horas
em bloco digestor a + 95°C. Aguardou-se o arrefecimento das amostras em
temperatura ambiente (25°C). Adicionou-se 10 mL de HCI concentrado, sendo as
mesma aquecidas a + 95°C por mais 15 mim. Apos o esfriamento, dilui-se o digerido
com agua deionizada em baldo volumétrico de 50 mL. Transferiu-se o diluido (todo o
conteudo) para tubos de Falcon de 50 mL e centrifugou-se a 3.000 rpm durante 10

minutos para posterior determinacdo dos metais em ICP OES.
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Digestao Total: As amostras de geopropolis (0,5 g) foram digeridas seguindo o
método descrito por Malavolta et al. (1989) e Krug (2008) com modificagdes.
Utilizou-se regentes de grau analitico, acido nitrico 65%, acido perclorico e acido
fluoridrico (HF). Ao final do processo de digestédo, foi transferida para um balédo
volumétrico de 25 mL, sendo adicionada &gua ultra-pura (18,2 Mohm cm) para
completar o volume do baldo. Apos este processo as amostras foram transferidas
para tubos Falcon de 50 mL. Toda a vidraria utilizada foi colocada em HNO3; a 10%
durante 24 horas para descontaminacdo. Antes do uso, todo o material foi

enxaguado com agua ultra-pura.

2.4 Quantificacdo dos metais nas amostras

Um Espectrometro de Emissdo Otica com Plasma indutivamente acoplado
(ICP OES - iCAP™ 6300 Duo, Thermo, Germany) foi utilizado para quantificacao
dos metais presentes nas amostras de geopropolis e do solo referéncia (San
Joaquin Soil, 2709). As condicbes de analises e limites de deteccdo dos metais
encontram-se descritos nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. Para este estudo os
metais cadmio (Cd), cobre (Cu), chumbo (Pb), cromo (Cr) e zinco (Zn) foram

selecionados.

Tabela 2. Condicbes de analise do ICP OES para quantificacdo dos metais em

amostras de geoprépolis e solo referéncia (San Joaquin Soil, 2709).

Parametros - ICP OES Condic¢des de operacao
Potencia RF 1150 W
Vazdo de nebulizacéo 0,70 L min*
Vazdo gas auxiliar 0,50 L min*
Padr&o interno itrio ()
Tempo de integracao e leitura 15s
Pureza do Gas (Argbdnio) 99,999%
Comprimento de onda (hm)

Cd 226,5

Cr 267,7

Cu 324,7

Pb 220,3

Zn 213,8
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Tabela 3. Limites de deteccgéo (LD) para leitura das amostras de geopropolis e solo
em ICP OES.

Metal Geopropolis/Solo

LD (mg kg™
Cd 0,025
Cr 0,010
Cu 0,025
Pb 0,050
Zn 0,010

2.5 Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado para os ensaios foi 0 inteiramente
casualizado, com trés repeticdes. Todas as analises foram realizadas em triplicata e
para cada variavel foram calculadas as estatisticas descritivas, tais como valores de
minimo, méaximo, média e desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA). As analises estatisticas foram efetuadas com o programa R
(versdo 3.3.2) (R CORE TEAM, 2016). Foi adotado o teste T para comparacdo de
médias a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de variancia para os dados da analise fatorial foi significativa a 5% de
probabilidade pelo teste F. Observou-se no presente estudo, que as interacdes
foram significativas para todos os metais. O coeficiente de variacdo relativo a este
experimento variou de 8,52 a 13,49% respectivamente para os elemento Pb e Zn
(Tabela 4).

Houve diferenca estatistica para as amostras de geopropolis submetidas aos
diferentes métodos de digestdo (Tabela 5). O resultado das determinacdes das
concentracbes dos metais revelou que em geral as amostras que passaram por uma
digestao total apresentaram as maiores concentragdes dos metais, como esperado,
pois todo material é digerido até mesmo os silicatos onde alguns metais ficam

aderidos.



53

Tabela 4. Resumo da ANOVA entre os metais (mg Kg™) avaliados em diferentes

amostras de geopropolis para extracdo acida e digestéo total.

QM dos elementos-tracos (mg kg™)

Fv Gt Cd Pb Zn Cu Cr

Amostras 4 1,42* 11,91* 56,92** 18,38** 419,32**
Digestao 1 5,08** 104,87** 581,77** 0,22" 161,24**

Amostras*Digestéo 4 0,40** 9,80** 109,92** 5,54** 43,14*

Erro 20 0,02 0,28 3,19 0,33 13,75

Total 29
CV (%) 11,20 8,52 13,49 12,47 10,53
Média Geral 1,21 6,25 13,25 4,64 35,22

" Nao significativo a 5% de significAncia pelo teste F; **altamente significativo a 1% de significancia
pelo teste F; FV = Fonte de Variacdo; Quadrado médio (QM); Coeficiente de Variagdo (CV).

Tabela 5. Comparacdo da concentracdo média de metais entre amostras de
Geopropolis produzida por Melipona scutellaris em relacdo a digestao total (DT) e

extracdo acida (EA).

_ Digestbes
Metais p-value teste T
DT EA
Cd 1,62 a 0,80 b 0,0002
Cu 4,56 a 4,73 a 0,8079
Pb 8,12 a 4,38 b 0,0000
Cr 37,53 a 329a 0,1561
Zn 17,65 a 8,85 b 0,0001

Médias seguidas pela mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste T a 5% de probabilidade.

Quando comparada a concentracdo dos metais Cr e Cu para os diferentes
métodos de processamento da amostras, observa-se que para estes metais a
concentracdo nao diferiu estatisticamente. No entanto, houve diferenca para o0s
demais metais, sendo possivel verificar na Tabela 5 que as amostras submetidas ao
processo de digestao total apresentaram as maiores concentracdes de metais que
as submetidas a extracao acida.

O estudo de recuperacdo dos metais, com material de referéncia (San
Joaquin Soil, 2709) pelo método USEPA 3050b revelou exatiddo para indicacdo do
meétodo na digestdo de geopropolis (Tabela 6), onde todos os metais em estudo

apresentaram concentracdes no intervalo da amostra certificada, obtendo 100% de
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recuperacdo, apenas o Zn ficou abaixo do intervalo dos valores certificados,
resultado semelhante foi apresentado por Navarro et al. (2011).

Tabela 6. Determinacdo de metais em amostra de Solo referéncia (San Joaquim Soil

2709) para validacdo do método.

Concentragdo metais em mg kg'l

LD - 0,005 0,002 0,005 0,01 0,002 0,002 0,01 0,002
Bario Cadmio Cromo Cobre Ferro  Molibdénio Niquel Chumbo Zinco

Metais (Ba) (Cd) ) Cu  (Fe) (Mo) (Ni) (Pb) (zn)

Amostra

RE** 393,7000 2,1050 71,9500 28,3500 2,1* 2,3550 69,5800 12,4800 67,6000

IVRA-RE 392 - 400 0 60-115 26-40 22-3,2* - 65-90 12--18 87-120

*Fe= concentracdo expressa %; LD = limite de detecgdo; **RE = amostra referéncia (San Joaquin Soil, 2709); IVRA-RE=
Intervalo dos valores certificados de recuperacéo na amostra referencia.

Considerando que a técnica utilizada, extracdo acida pelo método da USEPA
3050b, teve o objetivo neste trabalho de determinar metais biodisponiveis no
ambiente os resultados obtidos sao importantes, principalmente por tratar-se de uma
técnica de digestdo acida da amostras mais simples. De acordo com Silva et al.
(2014) os metais presos na estrutura de minerais silicatados ndo sao considerados
madveis no meio ambiente e, portanto, excluidos de muitos processos de transporte e
poluicéo.

O uso do método USEPA 3050b é bastante significativo para extracdo de
metais em geopropolis pelo fato de ser uma técnica simples e de menor risco. O
método de digestdo total emprega os acidos fluoridrico e cloridrico que sao mais
perigosos (SILVA et al., 2014).

4. CONCLUSAO

O método de digestdo total apresentou 0s maiores valores para
concentracbes dos metais avaliados na geoprépolis. No entanto, a extracdo acida
USEPA 3050b é um procedimento mais simples para a avaliacdo do teor de Cd, Cu,
Pb, Cr e Zn em amostras de geopropolis e também apresentou valores que podem
satisfazer a necessidade de utilizagdo na avaliagdo deste produto da colmeia como
bioindicador. O método de extracdo acida USEPA 3050b em combinacdo com a

deteccado de ICP OES mostrou eficiéncia para analise de metais em geopropolis.
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METAIS EM GEOPROPOLIS DA COLMEIA DE Melipona scutellaris EM
AMBIENTE URBANO

RESUMO. A geoprépolis, um tipo diferente de prépolis, apresenta uma mistura de
resina e exsudatos, contendo cera, silte e particulas de areia. Este produto tem sido
objeto de interesse de pesquisa por suas propriedades fisico-quimicas, importancia
econdmica e probabilidade de uso no monitoramento ambiental. A determinacao de
metais tdéxicos em produtos da colmeia tem sido relatada como uma ferramenta
eficiente para monitoramento ambiental. Como a producdo de mel € comum em
ambientes urbanos, este estudo teve como objetivo determinar a concentracdo de
metais toxicos na geopropolis de Melipona scutellaris da Regido Metropolitana de
Salvador, Bahia. Amostras de geopropolis e solo foram coletadas em sete colmeias
entre junho de 2015 e julho de 2016. Apds o procedimento de digestao acida, pelo
método EPA 3050b, os metais foram determinados por ICP OES. Como a
geopropolis é parcialmente constituida do solo, os valores de Cr e Fe foram mais
relevantes do que os valores relatados em prépolis, cera e mel encontrados em
outros estudos mundiais. As caracteristicas diferentes deste produto dependem da
localizacdo da colmeia e apontam que este € um eficiente indicador integrador da
poluicdo do solo. Utilizando-se o fator de enriquecimento, verificou-se que 0s solos
ao redor dos meliponarios ndo sao ou estdo apenas ligeiramente poluidos por Cu,
Cr, Ni, Pb e Zn. No entanto, houve uma mudanc¢a no tamanho das particulas, sendo
mais arenosa na geopropolis e menos arenosa no solo circundante. Nesse caso, um
teor mais alto de metal poderia ser esperado, embora nenhum enriquecimento de
metal na geopropolis tenha sido encontrado, foi notada uma diminuicdo no zinco,
possivelmente devido a exclusdo de metais por abelhas. No entanto, os resultados
sobre as proporgdes de metal litogénico e metal antropogénico indicam que alguns
metais tém uma origem externa (cerca de 20% para Ni e Cu). A geoprépolis pode
ser considerada como um bom indicador ambiental mesmo em éareas de baixa

contaminacgao.

Palavras-chave: metal, geoprépolis, abelhas sem ferrdo, contaminacéo, indicador

ambiental
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METALS IN GEOPROPOLIS FROM BEEHIVE OF Melipona scutellaris IN URBAN
ENVIRONMENTS

ABSTRACT. Geopropolis, a different type of propolis, presents a mixture of resin
and exudates, containing wax, silt, and sand particles. This product has been the
subject of research interest for its physicochemical properties, economic importance,
and likely for environmental monitoring. The determination of toxic metals in hive
products has been reported as an efficient tool for environmental monitoring. As the
honey production is now common in urban environments, this study aimed to
determine the concentration of toxic metals in the Melipona scutellaris geopropolis of
the Metropolitan Region of Salvador, Bahia. Geopropolis and soil samples were
collected from seven important beehives between June 2015 and July 2016. After
EPA 3050b acid digestion procedure, metals were determined by ICP OES. As the
geopropolis is partially made from soil, the values of Cr and Fe were extremely more
important than the values reported in propolis, wax, and honey found in other
worldwide studies. It gives different characteristics to this product depending on the
location of the hive and characterizes it as an efficient integrating indicator of soil
pollution. Using the enrichment factor, we determined that the soils around the
meliponary are not or only slightly polluted by Cu, Cr, Ni, Pb and Zn. However, there
was a shift in the particle size of geopropolis, being loamier and less sandy than the
surrounding soil. In such case, a higher metal content could be expected, though no
metal enrichment in the geopropolis was found, even a decrease in zinc, possibly
due to the exclusion of metals by bees, was noted. Nevertheless, the results on the
proportions of lithogenic metal and anthropogenic metal indicate that some metals
have an external origin (about 20% for Ni and Cu). Geopropolis can be considered as

a good environmental indicator even in low contaminated areas.

Keywords: Metals, Geopropolis, Stingless bees, Contamination, Environmental

indicator
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1. Introducéao

As abelhas tém papel fundamental no ambiente, uma vez que s&o
responsaveis por grande parte da polinizacdo de espécies vegetais em areas
naturais e agricolas das regides tropical e subtropical, com impacto na producédo de
frutos e sementes (SOUZA et al., 2013; NICHOLLS; ALTIERI, 2013; ORFORD et al.,
2016).

Muitas espécies de abelhas apresentam comportamento social e suas colénias
séo instaladas em colmeias para serem manejadas, tanto para a polinizagdo em
culturas, como para a producdo de mel, pélen, prépolis, entre outros produtos da
colmeia (SINGH et al., 2014; ALVES-DOS-SANTOS et al., 2016). Dentre as abelhas
sociais, as sem ferrdo, também conhecidas por meliponineos, sdo criadas em
colmeias (meliponicultura), cujo conjunto forma os meliponarios, que podem ser
instalados nos mais diferentes ambientes, naturais, agricolas e urbanos (SERRA &
CAMPOS, 2010; CARVALHO & DEL LAMA, 2015).

Os produtos da colmeia tém recebido atencdo especial devido as suas
propriedades biolégicas (BANKOVA & POPOVA, 2007; CARPES et al., 2008).
Normalmente as suas propriedades estéo relacionadas com a origem boténica e sédo
de interesse para as industrias farmacéuticas e de alimentos, tanto na formulacéo de
medicamentos e agentes profilaticos, como em suplementos dietéticos e alimentares
(RIBEIRO et al., 2009).

Dentre esses produtos, a prépolis se encaixa neste perfil pelo seu potencial na
formulacdo de medicamentos, uso como agente profilatico, suplemento dietético e
alimentar (BERTELLI et al., 2012; GONG et al., 2012; THIRUGNANASAMPANDAN
et al., 2012; ISIDOROQV et al., 2014; LOPEZ et al., 2014; POPOQV et al., 2017). Trata-
se uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico coletado pelas
abelhas em ramos, flores, pdlen, brotos, botbes florais e exsudados de plantas, a
qual as abelhas adicionam secrecdes salivares, cera e polen, para a elaboracdo do
produto final (ALVES & KUBOTA, 2013).

De uma forma geral, a propolis possui coloracdo e consisténcia variada e é
utilizada pelas abelhas para reparar os favos de mel, embalsamar insetos mortos,
bem como proteger a colmeia contra a invasdao de microrganismos (CABRAL et al.,
2012). Esse produto das colbnias contém resinas e balsamos, ceras, Oleos
essenciais, grdo de podlen, além de microelementos e pequenas quantidades de
vitaminas (LUSTOSA et al., 2008; DAUGSCH et al., 2008; SANTOS et al., 2017).
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Algumas espécies de abelhas sem ferrdo adicionam solo a resina vegetal,
formando a geopropolis, um produto da colmeia ainda pouco conhecido na literatura
e com estudos escassos acerca de sua composi¢cado quimica e atividade biologica
(ARAUJO et al., 2015; BATISTA et al., 2016). Com caracteristicas da vegetacao, do
solo e da propria espécie de abelha sem ferrdo, a geoprépolis tem cor variada, além
de apresentar aroma caracteristico e propriedades adesivas (SILVA et al., 2013).

A geopropolis apresenta uma mistura de resina e exsudados, originada de
varias fontes vegetais, misturado com cera, silte e particulas de areia (CUNHA et al.,
2013). Devido a grande quantidade de minerais, algumas amostras de geopropolis
podem apresentar uma menor maleabilidade quando comparadas com amostras de
prépolis, agindo como uma cola nas colmeias e evitando danos mecanicos, além de
funcionar como um termorregulador, evitando a exposi¢cdo as correntes de ar e as
infestacdes na colonia (FREITAS et al., 2013).

A geoprépolis possui potencial para exploracdo e geracdo de renda com
sustentabilidade de forma similar a producédo de propolis, uma vez que a criacao
dessas abelhas normalmente é encontrada em comunidade de agricultores com
base de economia familiar e em ambientes naturais ou agricolas (CARVALHO et al.,
2003). No entanto, a falta de certificacdo e controle de qualidade da sua producéo e
comercializacao constitui uma barreira para a insercéo deste produto no mercado.

No Brasil, os parametros para a analise da geopropolis de abelhas sem ferréo
baseiam-se na Instru¢do Normativa 3/2001 do Ministério da Agricultura (ARAUJO et
al., 2013). Este produto vem sendo objeto de interesse da pesquisa, tanto pelas
suas propriedades fisico-quimicas, geracao de renda ao nivel de agricultura familiar
(PERUGINI et al., 2011; CUNHA et al., 2013; SILVA et al., 2013), com possibilidades
do seu uso no monitoramento ambiental, fortalecendo as atividades sustentaveis em
areas de preservacdo ou em seu entorno. A determinacdo de metais toxicos em
produtos da colmeia tem sido relatada em literatura como uma ferramenta eficiente e
vantajosa para o monitoramento ambiental (PORRINI et al., 2003; PERUGINI et al.
2011; ROMAN et al., 2011; MATIN et al., 2016).

Considerando que a composicado basica da geopropolis é o solo (mistura de
resina e barro) (DUTRA et al., 2008; CUNHA et al., 2013) e que a meliponicultura
cada vez mais é também desenvolvida em ambientes urbanos (MAIA et al., 2015;
JAFFE et al.,, 2015), é possivel que esse produto possa ser utilizado no

monitoramento ambiental.
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Neste contexto, este trabalho teve por objetivo determinar a concentracdo de
metais na geopropolis de Melipona scutellaris, de forma a validar esse produto da

colmeia como indicador de qualidade ambiental.

2. Material e Métodos

2.1. Localizacédo e descricao da area de origem das amostras

As areas dos meliponarios se caracterizam pelo alto grau de desenvolvimento
urbano-industrial com dispersao de poluentes na atmosfera, 4gua e no solo. Estes
poluentes sdo de varias fontes, dentre elas, as emissfes de automoveis, fabricas de
produtos quimicos e aterro sanitario, em trés areas especificas: Polo Industrial de
Camacari (PIC), Centro Industrial de Aratu (CIA) e Aterro Sanitario de Salvador
(ASS).

O PIC se localiza em uma é&rea densamente povoada, situado proximo a
grandes corpos de agua, anel florestal, areas de preservacdo com matas e
comunidades rurais. O CIA esta situado proximo a cidade de Salvador com grande
circulacdo de automdveis e area densamente povoada onde também se localiza
areas de protecdo ambiental como o Parque S&o Bartolomeu. O ASS mantém
limites com o CIA e o PIC, estando também localizado em meio a uma area
densamente povoada, com grande circulacdo de automoveis e presenca de muitas
comunidades no entorno. Seis meliponarios foram selecionados nessa regido e
outro foi selecionado fora dessa é&rea, distante a aproximadamente 80 km, para a

coleta das amostras (Fig. 1).
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Fig. 1. Origem das amostras de geopropolis de Melipona scutellaris (Hymenoptera:
Apidae) de sete meliponarios (G) localizados dentro e fora de uma regido urbano-
industrial, Estado da Bahia, Brasil.

2.2. Amostragem e preparagado das amostras de geopropolis e solo

As coletas das amostras de geopropolis foram realizadas mensalmente entre
junho de 2015 e julho de 2016, sendo uma amostra de cada um dos sete
meliponarios (locais de amostragem), totalizando 12 amostras em cada ponto de
amostragem. As amostras de cada meliponario (ng=12) foram homogeneizadas
obtendo-se uma amostra composta para cada ponto amostral, totalizando sete
amostras compostas de geopropolis (ne,g=7). Também foram coletadas 10 amostras
de solo no entorno de cada um dos meliponario, a uma profundidade de 0-20 cm,
gue em seguida foram homogeneizadas obtendo uma amostra composta por local
(Nes=7).

A geoproépolis que estava depositada na parte interna da colmeia foi coletada
com o uso de luvas de nitrila para ndo contaminar as amostras. Para coleta das
amostras de solos foi utilizado um trado. As amostras foram acondicionadas em
sacos plasticos estéreis com as devidas identificagcbes, em seguida foram
encaminhadas para analise. Utilizou-se pistilo e almofariz de ceramica para
maceracdo das amostras de geoprépolis, em seguida foram peneiradas em malhas
de nylon de 500 um. As amostras de geoprépolis e solo foram digeridas seguindo
método EPA 3050b.
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2.3. Aparelho

Um Espectrometro de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado
(ICP OES - iCAP™ 6300 Duo, Thermo, Alemanha) foi empregado para
determinacdes de bario, cobre, chumbo, cromo, ferro, molibdénio, cadmio, niquel e
zinco. As determinagBes metdlicas foram realizadas sob condigbes recomendadas
pelo fabricante para poténcia (1150 W), fluxo de gas de plasma (15,0 L min™), fluxo
de gas auxiliar (0,5 L min™) e fluxo de gas nebulizador (0,70 L min™), integracéo e
tempo de medigdo 15 s, padrédo interno de itrio. As linhas de emiss&o para anélise
pelo ICP OES foram escolhidas de acordo com estudos anteriores de interferéncia.
Os comprimentos de onda (nm) escolhidos foram: Ba Il 455,403, Cd Il 226,502, Co II
228,616, Cr 11 267,716, Cu | 324,754, Fe 1l 259,940, Ni Il 231,604, Pb Il 220,354 e Zn
| 213,858, Mo 1l 202,030. Um bloco de aquecimento (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil)
foi utilizado para a extragdo acida dos metais.

2.4. Reagentes e solugbes

As solugdes e padrbes foram preparados com agua 18,2 MQcm (sistema Milli-
Q, Millipore, MA, EUA). Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau
analitico. Toda a vidraria utilizada foi descontaminada em acido nitrico (HNO3, 10%)
por 24 h antes do uso. Os reagentes HNO; (65%), HCI (37%) e perdxido de
hidrogénio (H,O,, 30%) foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Solucbes padrdo das espécies quimicas utilizadas para calibracdo foram produzidas
por diluicdo de uma solucéo estoque de 1000 mg L™ de cada espécie quimica da

Sigma Chemicals Co. (St Louis, Missouri, EUA).

2.5. Avaliacéo da poluicao

A distribuicdo granulométrica das amostras foi avaliada pelo meétodo
densimétrico, que é baseado na sedimentacao de particulas. A presenca de carbono
organico no solo foi determinada segundo Mendonca e Matos (2005).

O indice de geoacumulacdo (Muller, 1981; Ruiz, 2001) e o fator de
enriquecimento (Loska et al., 1997) foram calculados de acordo com as Egs. (1) e

(2). Também foi calculado o percentual (%) de metal geogénico (Eg. (3)).
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Igeo = log; (—[T;:F;:]Sr::) (1)
Onde
lceo € o indice de geoacumulacéo
[M]amostra cONcentracdo do metal M no solo da amostra, em mg kg™
[M].ef concentracdo do metal M na solo referencia, em mg kg™ (Tabela 1)
Mlamostra
EF :=i5%ﬁi§§ﬂi 2
[Felrer

Onde,

EF é o fator de enriqguecimento

[M]amostra cONcentragéo do metal M no solo da amostra, em mg kg'l

[M],er concentracdo do metal M na solo referencia, em mg kg™ (Tabela 1)

[Felamostra € [F€lret S@0 concentracdes de Fe na amostra de solo e no solo referencia

(Tabela 4), respectivamente, em mg kg™

M]geoP

__ [Fe]
EFGEoP = Mieore (3)

[FelsoLo

Onde,

EFceop € o fator de enriquecimento da geopropolis

[Mlceor € [M]soo s@o concentracdes do metal M na geopropolis e no solo,
respectivamente, em mg kg™

[Feleceor € [Felsoo sé@o concentracbes de Fe na geopropolis e no solo,

respectivamente, em mg kg™

F
[Mlso [Felgeop

L FelsoLo
.100 4
MlgeoP )

[M]rith =

Onde,

[M]utn € a proporgédo da concentragdo do metal M de origem litogénica, em %.
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Tabela 1. Concentracdes de metais na propolis em varios estudos em comparacao com a geopropolis de colmeias urbanas avaliadas

no presente estudo (em mg kg™).

Local Preparacdo da amostra As Cd Cr Cu Fe Ni Pb  Zn Fonte
Argentina Analise direta com calcinagéo da 0,26 2,93 742 54,9 Cantarelli et al. (2011)
amostra

Pol6nia HNO;— micro-ondas 0,66 0,19 6,95 5,74 48,1 Roman et al. (2011)

China HNOg; - microondas + H,0, 0,60 1,19 199 161  Gong et al. (2012)

Brasil HNO3;— micro-ondas 1,01 0,81 120 1,37 65 Korn et al. (2013)

Espanha HNO; - microondas + H,0, 0,09 0,07 142 345 572 1,99 147 779  Bonvehi e Bermejo
2013

Poldnia HNO;-90°C 28 55 490 1,70 39,8 I(:ormi)cki et al. (2013)

Brasil Calcinagéo e dissolugdo com HNO; 0,13 5,53 9,85 20 Finger et al. (2014)

Turquia HNO;- 110 °C + H,0, 0,16 20,6 0,36 Matin et al. (2016)

Geopropolis Extracéo acida 0,80 32,8 5,10 13,200 5,60 520 7,30 (Presente estudo)
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2.6. Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado para os ensaios foi 0 inteiramente
casualizado com trés triplicatas para cada tratamento. Os tratamentos constituiram
de sete amostras de geopropolis e sete de solo. Primeiramente, realizou-se a
andlise estatistica descritiva para as varidveis analisadas. O teste de normalidade de
Shapiro-Wilks foi realizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram agrupadas usando o teste de comparacdo multipla
Bootstrap (RAMOS & FERREIRA, 2009), ao nivel de 5% de significancia, com
10.000 simulagBes. Além disso, utilizou-se a analise de componentes principais
empregando a matriz de correlagdo X’X para verificar a relagdo entre as variaveis e
as amostras. O coeficiente de correlacao de Pearson foi calculado para determinar a
associacdo entre a quantidade de um metal especifico presente no solo com o seu
respectivo teor na geopropolis e o teste de Mantel para verificar a correlacao entre
as duas matrizes de dados. As andlises estatisticas foram efetuadas com o
programa R (verséo 3.3.2) (R CORE TEAM, 2016).

3. Resultados e Discussao

3.1. Concentracdo de metais na geopropolis

Como esperado, o Fe foi 0 metal que apresentou a maior concentracdo média
(13.200 + 3800 mg kg™) e 0 Cd a menor (0.8 + 0.3 mg kg™) (Tabela 2). Korn (2013),
em seu estudo com propolis, verificou que o Fe foi encontrado em maiores
concentracdes entre os metais estudados (120 mg kg?). As concentracbes mais
altas de Fe na geoprépolis relatadas neste estudo podem ser atribuidas a sua
abundéancia natural no solo incorporado na geopropolis. O comportamento do Cr
confirma essa afirmagao, pois nota-se que a concentracdo de Cr geralmente foi 10
vezes maior em geoprépolis que em prépolis (32,8 mg kg™ para geoprépolis, 1,0 a
5,5 mg kg™ para prépolis, Tabela 2), e o Cr foi encontrado particularmente alto no
solo (30,7 mg kg*, Tabela 3). Por outro lado, a concentracdo de Zn foi
particularmente baixa na geopropolis (7,3 mg kg™*) em comparacédo a encontrada na
prépolis mundial (15 a 779 mg kg™?). As concentracdes dos demais metais foram

semelhantes para geopropolis e propolis.



68

A composicao da propolis e do mel esté relacionada principalmente ao tipo de
vegetacdo e solo. Deste modo, resulta em grandes diferengas no contetudo do
elemento entre produtos apicolas de diferentes locais (Formicki et al., 2013). Roman
et al. (2011) relataram que a propolis possui concentracdes meédias muito superiores
de elementos téxicos (Cd: 0,194, Cu: 6,50, Pb: 5,74, Zn: 48,08 mg kg™) do que mel
multifloral (Cd: 0,052, Cu: 1,18, Pb: 0,98, Zn : 3,58 mg kg™). Da mesma forma,
Formicki et al. (2013) encontraram maiores concentracdes de Cd, Fe, Mg, Ni, Pb e
Zn em amostras de propolis em comparacdo com amostras de mel. Roman et al.
(2011) observaram que tanto a prépolis quanto o mel podem ser usados como
indicadores para avaliar o grau de poluicdo ambiental, dependendo da concentracéo
de metais toxicos acumulados. O mel e polen de abelhas também foram relatados
por Lambert et al. (2012) como indicadores de contaminacdo por chumbo.

A geoprépolis também pode ser um indicador de poluicdo. No presente
estudo, verificou-se maiores concentracdes de metais toxicos na geopropolis obtida
na area urbana do que nas amostras desse produto provenientes de areas nao
urbanas (Tabela 2). O Zn foi uma excecao, a baixa concentracdo nas amostras G4,
G5 e G6 pode ser explicada pela baixa extracdo de Zn na agua régia (<10% do total
de Zn), o que significa que o Zn é encontrado principalmente em particulas minerais
derivadas do solo. Os maiores valores para Fe, Cd, Ni e Cr foram encontrados na
amostra G6, obtida nas areas proximas ao aterro sanitario de Salvador (ASS). As

amostras G2 e G5 foram mais semelhantes e tiveram maiores valores para Ba.

Tabela 2. Composicdo quimica e tamanho da particula em geoprépolis (G) de
Melipona scutellaris.

Fe Ba Cd Cr Cu Mo Ni Pb  Zn M.0. Areia Silte Argila
(mg kg™) % gkg' gkg' gkg®
G1 15500 272 10 391 42 25 61 24 14 93 636 208 156
G2 8100 1035 04 309 34 10 52 70 11 90 684 172 144
G3 14200 145 08 390 35 18 46 31 15 90 659 134 207
G4 14500 31,5 - 324 84 1,7 59 89 12 98 615 199 146
G5 9000 461 05 216 60 10 48 69 15 90 673 181 146
G6 17.700 482 1,2 340 48 19 68 26 12 90 562 200 238
Média 13.200 452 08 328 5.1 1,7 56 52 73 92 638 182 173
SD 3800 312 03 65 19 06 08 28 67 33 45 27 40
G7° 5300 356 02 144 46 07 31 16 21 - - - -

# Matéria organica.

® Referencia - longe de centros industriais e rodovias.
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Tabela 3. Composi¢cdo quimica e tamanho de particulas do solo (S) do torno das

colmeias de Melipona scutellaris.

Amostra  Fe Ba Cd Cr Cu Mo Ni Pb Zn  M.0.% Areia Silte Argila
(mg kg™ %  gkg' gkg! gkg®
s1 12600 95 08 27,1 3.3 1,5 3,0 22 128 160 755 114 131
S2 17.300 70,0 1,1 47,7 6,0 0,7 38 139 133 50 595 73 332
S3 11.400 12,9 0,7 47,0 1.2 1,5 4,2 31 132 190 713 76 211
s4 6100 114 0,3 184 3,6 0,8 3,2 46 162 110 774 85 141
S5 4800 26,4 02 174 272 13 2,4 5,9 83 120 715 94 191
S6 11.200 140 06 26,7 1,5 1,4 48 <LD 7,4 140 792 77 131
Média 10.600 240 06 30,7 7,1 1,2 3,6 59 119 128 124 87 190
SD 4600 23,3 03 135 100 04 0,9 4,7 3,4 4,8 71 15 7
S7° 9000 10,1 0,7 425 37 0,8 56 41 1572 - - - -

:Ig/l;frgié)i?-é‘ Ir:)i?é].e de centros industriais e rodovias; LD = Limite de detec¢éo
As relacdes entre 0os metais na geopropolis sao verificadas na Analise de
Componentes Principais (ACP) (Fig. 2). Os dois primeiros componentes principais
representaram 77,6% da variancia total. Foi observado que Pb, Cu, Fe, Cd, Cr e Mo
tiveram um comportamento semelhante. Por outro lado, o Zn foi isolado
provavelmente devido a especiacdo na geoprépolis (associada ao mineral), como

apresentado anteriormente.

PC2 (27 4%)

PC1 (50.2%)

Fig. 2. ACP biplots da concentracdo de metais em geoprépolis de colmeias Melipona

scutellaris em uma regido urbano-industrial, Bahia, Brasil.
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3.2. Papel do solo na constituicdo da geopropolis

A geopropolis consiste em aproximadamente 90% do solo, portanto a analise
do solo é essencial. Os resultados das concentracfes de metais nos solos sao
apresentados na Tabela 3. O Fe foi o metal com maior concentracéo (10,6 g kg™)
nas amostras de solo, enquanto o Cd teve a menor concentracéo (0,6 mg kg™), bem
como na geoproépolis, este fato indica o solo como a principal fonte desses metais.
Semelhante aos resultados obtidos para as amostras da geopropolis, a
determinacdo da concentracdo de metais nas amostras de solo do entorno das
colonias revelou um amplo espectro desses valores. Considerando as
concentragbes de metais em ordem decrescente, temos 0 seguinte ranque na
geopropolis: Fe>Ba>Cr>Zn>Ni>Cu>Pb>Mo>Cd e no solo do entorno das colmeias:
Fe>Cr>Ba>Zn>Pb>Cu>Ni>Mo>Cd.

Como premissa para definir se 0 solo circundante estava contaminado no
ambiente urbano estudado, apresenta-se o valor de referéncia natural para os
ambientes geologicos onde as colmeias estavam estabelecidas (Tabela 1; 4).
Observou-se que as concentracdes de Fe (10,6 g kg™) e Cr (30,7 mg kg) estavam
proximas aos valores de referéncia obtidos na regido do Recdncavo Baiano por
Carvalho et al. (2010) (Fe = 10,1 g kg™ e Cr = 26,8 mg kg™?), Cu (7,1 mg kg™), Ni (3,6
mg kg™), Pb (5,9 mg kg™) e Zn (11,9 mg kg™) também foram encontrados dentro ou
proximo da faixa apresentada por Gloaguen e Passe ( 2017) e Dos Santos et al.
(2017) em solos sedimentares (Tabela 4). Nao houve sinais aparentes de poluigéo,
mas algumas amostras individuais de solo apresentaram maior concentracdo de
poluentes.

Posteriormente, comparou-se com amostras de solo de referéncia usando
indice de geoacumulago (Igeo) € fator de enriquecimento (EF) (Egs. ((1) e (2), Fig.
3). Cada solo foi comparado ao valor de referéncia no ambiente geoldgico
correspondente (Aquino, 2015; Carvalho et al., 2010; Gloaguen e Passe, 2017),
porém, como o Cd nédo esta disponivel nos solos de referéncia, estes indices foram
calculados para: Cr, Cu, Ni, Pb e Ni. Os dados do Igeo confirmaram a néo
contaminacgao ou baixa contaminacao (ndo poluido quando Igeo < 0) das amostras,
enquanto 25% das amostras foram levemente contaminadas e 11% moderadamente
contaminadas (Fig. 3). O indice de geoacumulagédo informa sobre o aumento ou
diminuicdo na concentracdo de metais em relacéo ao solo de referéncia. No entanto,
pode haver um aumento natural devido a alteracdes pedogénicas, como variacdes

mineraldgicas; assim, o fator de enriquecimento normaliza com o Fe para minimizar
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esse efeito. Os resultados sdo consistentes (Fig. 3) com os dados do Igeo; a
abordagem EF indicou que 36% das amostras estavam ligeiramente enriquecidas,
engquanto as outras (64%) ndo estavam enriquecidas. Resumindo, os solos usados
pelas abelhas para producéo da geopropolis ndo estavam contaminados ou estavam
moderadamente contaminados.

Pb Zn
Média

Solo1

Solo2

AN
=

Solo3

S B

Solo4

Solo 5

Solo 6

0O 8 @8 0O

Fig. 3. indice de geoacumulacéo (Iceo) em solos coletados préximo a colmeias de

Melipona scutellaris em uma regido urbano-industrial, Bahia, Brasil.

3.3. Em relacéo aos valores de referéncia

Dados de concentracdo de metais sdo capazes de fornecer informacdes
sobre a toxicidade em qualquer parte ambiental, como agua, solo e sedimentos
(Meira e Dias, 2017; Carvalho et al., 2015). Os valores de referéncia servem como o
limite que ndo deve ser excedido, pois se tornam toxicos para seres humanos e
animais, como os valores estabelecidos pelo CONAMA (Conselho Nacional do Meio
Ambiente) para a agua, NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration)
para sedimentos e VRQs (Valores de Referéncia de Qualidade) para o solo. Para
substancias alimentares produzidas por abelhas, apenas alguns desses parametros
estéo disponiveis, como o estabelecido em Mercosul 12/2012 (mel: As = 0,3 mg kg™,
Cd = 0,1 mg kg™, Pb = 0,3 mg kg*) e FAO CODEX STAN 193/1995 (gordura e 6leo
comestivel: As = 0,1mg kg, Pb = 0,1mg kg™). Ndo ha valores de referéncia para
prépolis ou geopropolis. Dessa forma, os resultados obtidos foram comparados com
os dados da literatura cientifica sobre propolis (Tabela 4). Estes valores séo
altamente variaveis, como no caso do Cd (0,19 a 28), as vezes mais baixos e, por
vezes, superiores aos valores da geopropolis registrados no presente estudo.
Apenas Fe e Cr apresentaram valores significativamente altos em relacdo aos
valores encontrados na prépolis. O valor para o Pb foi maior que o do estabelecido
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pelo Mercosul e FAO. Para uma avaliagcdo mais aprofundada e precisa da poluigéo,
€ necesséario definir os limiares especificos internacionais e nacionais para todos os

produtos de colmeia (Fig. 4).

Tabela 4. Concentragbes naturais de metais nos solos de referéncia em unidades
geoldgicas sedimentares, Bahia, Brasil.

Unidade geolégica Fe Cr Cu Ni Pb Zn Fonte
gkg® mg kg™
Barreiras 10,1 26,8 1,1 6,6 - 7,7 Carvalho et al. (2010)
Séao Sebastido 4,5 29,6 12,4 7,2 40 11,2 Gloaguen and Passe (2017)
Salvador-Esplanada 4,7 11,2 0,6 2,4 6,2 7,8 Aquino (2015)
llhas 4,5 29,6 124 7,2 4,0 11,2 Gloaguen and Passe (2017)
S&ao Sebastido 10,1 26,8 1,1 6,6 - 7,7 Gloaguen and Passe (2017)
Cr Cu Ni Pb Zn
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Fig. 4. Fator de enriqguecimento (EF) em solos coletados préximo a colmeias de

Melipona scutellaris em uma regido urbano-industrial, Bahia, Brasil.

3.4. Efeito do tamanho do gréo e novo fator de enriquecimento

O solo e a geopropolis tém um conteudo similar de argila; no entanto, a
geopropolis tem menor teor de areia e maior teor de silte (Tabelas 2, 3 e Fig. 5). O
aumento de silte é importante e sistematico para os seis locais de amostragem,
entre 1,8 e 2,6 vezes maior (média = 2,1), enquanto o teor de areia diminuiu 11% em
relacdo ao solo. Assim, conclui-se que as abelhas preferiram o silte em relacdo a
areia durante a coleta do solo para a producao da geopropolis. A quantidade alta de
matéria organica na geopropolis é proveniente da resina derivada de fontes vegetais

e da matéria organica no solo.
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Para evitar distor¢des na avaliagéo do teor dos metais causado pela mudanca
no tamanho dos gréos do solo no preparo da geoprépolis (silte € naturalmente mais
rico em metal que areia), foi necessario calcular um novo EF conforme descrito na
equacao 3. A geopropolis ndo foi enriqguecida com Cd, Cr e Ph, exceto algumas
amostras levemente enriquecidas (Fig. 3). Houve maior enriguecimento em Cu e Ni
(EF>2). Geralmente, o enriquecimento de metal ndo ocorre durante a preparacao da
geopropolis. Em alguns casos e especificamente no caso do Zn, observou-se até
mesmo uma reducdo na geoproépolis (EF<0,1), o que significa que ha um processo
eficiente de excluséo / estabilizacdo do Zn pelas abelhas. Um valor do EFz, fora do
limite estabelecido em um local especifico (EFz=1,9) pode refletir uma

contaminacdo pelo uso de ferramenta de zinco, comumente usada na apicultura
(Fig. 6).

silte

areia argila

Fig. 5. Diagrama ternario de tamanho de particulas de solo e geoprépolis.
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Fig. 6. Fator de enriquecimento em geoprépolis (Melipona scutellaris) comparando
com o solo do entorno da colmeia. Os pontos fora da linha vermelha (EF>1) séo

enriquecidos em metal.

As percentagens geogénicas (litogénicas) e antropogénicas dos metais (por
exemplo, Pb o vs. Pbantro) foram calculadas com base na Equacéo 4 (Fig. 7). Os
dados (baseados em Fe) confirmaram que houve uma pequena contribuicdo
antropogénica nas concentracdes de metais; para Cu e Ni, e cerca de 20% foram
oriundas de outras fontes além do solo. Observou-se que 97% do Pb na geopropolis
originou-se do solo.

Para confirmar os dados, considerando que 0s metais estdo relacionados
principalmente com as argilas (Acosta et al., 2009; Ajmone-Marsan et al., 2008; Dos
Santos et al., 2017; Gloaguen e Passe, 2017; Gomes et al. , 2016; Hardy e Cornu,
2006), o teor de argila também foi usado para obter sua contribuicdo (substituindo
[Fe] por [argila] na Eg. 4). Resultados semelhantes foram obtidos, validando este
tipo de protocolo tanto para % Fe quanto para % de argila (correlacdo em todo o

conjunto de dados de r=0,98).
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Fig. 7. Contribuicdo litogénica e antropogénica da concentracdo de metais na
geopropolis (Melipona scutellaris). Os célculos foram realizados com base na % Fe
(A) e % argila (B).

4. Concluséo

A geoprépolis produzida pela abelha M. scutellaris exibe um padrdo metalico
semelhante ao dos solos que circundam a colmeia, o que explica a semelhanca
tanto na concentracdo de metais quanto na estrutura fisica de ambas as matrizes.
Portanto, a geoprépolis pode ser um bom indicador ou marcador ambiental do solo
circundante e sua poluigdo onde as colonias de abelhas estéo instaladas.

Verificou-se que a maior parte do conteddo dos metais monitorados foram
provenientes do solo, mas existem outras fontes externas que contribuem para o seu
aumento na geopropolis. O uso do Igep € EF para analisar as fontes de
contaminacdo da geopropolis confirmou o potencial de uso dessa matriz como
indicador de qualidade ambiental. Outros métodos, como o rastreamento isotopico,
também poderiam confirmar essa observacdo. Embora a geoprépolis utilizada neste
estudo tenha sido obtida principalmente de uma regido urbano-industrial, as
concentracbes de metais tanto no solo quanto na geopropolis indicam a existéncia
de baixa contaminacdo. Tal abordagem aplicada em ambientes com alto grau de
contaminacao deve levar a uma avaliacdo integrativa da poluicéo do solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A geopropolis produzida pela abelha M. scutellaris exibe um padrdo metalico
semelhante ao dos solos que circundam a colmeia, 0 que explica a semelhanca
tanto na concentracdo de metais quanto na estrutura fisica de ambas as matrizes.
Portanto, a geoprépolis pode ser um bom indicador ou marcador ambiental do solo
circundante e sua poluicdo onde as colbnias de abelhas estéo instaladas.

Como se trata de um produto da colmeia com poucas informacdes, este
trabalho abre perspectivas para novas pesquisas com este produto em outros
ambientes e possibilita correlacionar com outras areas de estudo, como foi realizado
no presente estudo uma relacdo interdisciplinar envolvendo a meliponicultura e a
ciencia do solo. O geoprépolis carrega informacBes relevantes, dos solos
circundantes, vegetais visitados para coletas de resinas pelas abelhas para
elaboracdo deste produto, bem como, os particulados atmosféricos que esta em

contato com as abelhas e com a colmeia.



