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Las abejas y otros insectos polinizadores juegan un papel crucial en la 

producción de alimentos, alrededor de un tercio de los cultivos 

alimentarios del mundo dependen directamente de la polinización 

natural de las  abejas y otros insectos. A ello debe añadirse su función 

de mantenimiento de la biodiversidad, el asentamiento de población en 

zonas desfavorecidas y otros muchos aspectos beneficiados por la 

presencia de abejas. 

Lamentablemente y desde comienzos de esta centuria se ha apreciado 

a nivel mundial una notable y creciente  disminución del número de 

individuos y colmenas, este fenómeno, conocido  inicialmente como 

“Síndrome de Despoblamiento de las Colmenas” o “Trastorno del 

Colapso de las Colmenas”, ha dado origen a una gran preocupación 

socioeconómica y medioambiental, habiéndose propuesto numerosos 

estudios y dado numerosas opiniones para explicarlo y, en su caso, 

tratar de revertir la situación que realmente es alarmante. Este tipo de 

situaciones propicia la aparición de diversas teorías con bandos muy 

enfrentados que, en muchos casos, obedecen a razones económicas, 

políticas u otras en su mayoría no  asentadas sobre base científica. Han 

sido pues  muchas las causas que se han indicado para explicar dicho 

fenómeno, tales como la sequía, el estrés provocado por el 

desplazamiento de las colonias, la perdida de hábitat, distintas plagas, 

estrés nutricional,  los teléfonos móviles y un largo etcétera. Realmente 

hoy se admite por los científicos que es un fenómeno multifactorial entre 

los que se destaca la exposición de las abejas a pesticidas sistémicos 

como la imidacloprida así como a distintas infecciones que afectan a 

estos insectos, siendo el más destacado el microsporidio  Nosema 

ceranae; indicándose en este caso que aparece un efecto sinérgico 

entre ambos factores que conduce a un estado inmunodepresivo de los 

insectos que implica una muerte masiva de abejas melíferas. 
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Obviamente existen otros factores a tener en cuenta entre los que 

conviene destacar el tratamiento y manipulación inadecuada de las 

colmenas, al que no suele dársele importancia por razones poco 

convincentes o poco convenientes. También se trata de generalizar 

datos obtenidos en lugares donde la agricultura se realiza en grandes  

áreas y se precisa la fumigación aérea con el consiguiente riesgo para 

otras especies vegetales y animales, situación no habitual en España; 

donde tampoco se hace un cultivo extensivo de transgénicos que 

podrían contribuir a alterar el comportamiento, en fin muchas causas 

probables, muchas explicaciones, pero el hecho constatado es que en 

España en los últimos años se ha perdido más del 30% de las colmenas 

y las que sobreviven tienen una producción muy reducida. 

Ante esa situación alarmante hay una explicación que goza de 

numerosos adeptos: achacar el efecto a los plaguicidas y en especial a 

los nuevos insecticidas derivados de la nicotina- los neonicotinoides- el 

movimiento ha provocado que la Unión Europea,  en Julio de 2013, 

haya suspendido cautelarmente el uso de semillas tratadas tanto con 

fipronil como con imidacloprida, tiametoxan y clotianidina, regulación 

que entró en vigor a finales de 2013. En USA hay también una 

tendencia a atribuir el colapso de las colmenas a estos compuestos 

denominándoles genéricamente “neonics”. 

Obviamente para comprobar la incidencia de este factor debe 

disponerse de metodología analítica que permita el conocimiento de la 

cantidad de residuos posibles en los productos apícolas. Nosotros nos 

hemos centrado en el polen como alimento básico de la colmena y la 

cera como reservorio que podría liberar paulatinamente las cantidades  

aportadas, ambos serían buenos indicadores de la presencia y uso de 

esos insecticidas de 2ªy 3ª generación, a los que hemos añadido  otro 

insecticida, de creciente empleo por su condición de producto natural , 
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el espinosad, con mucha aceptación en la llamada agricultura orgánica 

(ecológica), y que parece ser que en Hispanoamérica están empezando 

a aparecer problemas después de su fumigación. 

Dadas las características físico-químicas de los compuestos 

involucrados  y las cantidades mínimas a evaluar hemos pensado que la 

cromatografía líquida con detección espectrométrica de masas podría 

ser una alternativa viable, por lo que se ha desarrollado la investigación 

conducente al análisis multirresiduo de un grupo numeroso de 

neonicotinoides, prestando posteriormente una especial atención a la 

imidacloprida por ser la más cuestionada en estos momentos, se ha 

aplicado a polen corbicular y a cera, sobre muestras dopadas para 

posteriormente analizar muestras provenientes de zonas donde podrían 

haberse empleado. Un tratamiento totalmente similar se ha realizado 

para el caso del espinosad. 

Por último y una vez puesto a punto el método analítico para 

neonicotinoides, se han desarrollado dos aplicaciones que permiten 

evaluar la persistencia de estos pesticidas en ceras y pólenes. La 

primera de ellas considera la necesidad que tiene la industria apícola de 

reutilizar, limpiar y blanquear cera de abejas para su posterior empleo 

como fundación o comercialización, por lo que se ha examinado la 

eficacia de los procedimientos de limpieza y blanqueamiento de ceras 

aplicados comúnmente por apicultores. En cuanto a la segunda 

aplicación, ésta ha consistido en evaluar la persistencia de 

neonicotinoides en ceras y pólenes almacenados bajo distintas 

condiciones de luz y temperatura. 
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II.1. INTRODUCCIÓN 

Las abejas son consideradas uno de los insectos más importantes de 

todo el mundo, esto es debido a que han sido identificadas como las 

principales y más eficaces polinizadores de una gran cantidad de 

cultivos y plantas silvestres,1 contribuyendo a la mejora de la calidad de 

cultivos, mayor producción de semillas, forraje y alimentos en general,2-4 

beneficios que además se pueden traducir en importantes cifras 

económicas que hacen que los cultivos polinizados tengan un valor 

mucho más elevado frente a aquellos que no dependen de la 

polinización.5 

En cuanto a la actividad productiva que se genera en torno a estos 

insectos, las abejas también cumplen un rol muy importante, ya que la 

apicultura contribuye con el desarrollo económico de zonas rurales, 

donde otras actividades no pueden prosperar, destacándose por la 

producción de miel, polen, cera, propóleo y jalea real, todos productos 

naturales cada vez más valorados por el consumidor, más aún si se 

piensa en que es uno de los pocos modelos de producción sostenible y 

respetuosa con el medio ambiente.4,6,7 

Lamentablemente a partir de las últimas décadas se ha detectado una 

importante disminución de abejas en todo el mundo,8,9 fenómeno que 

fue notificado por primera vez el año 2006, cuando Estados Unidos 

registró la pérdida de más de la tercera parte de sus colonias de 

abejas,10-12 caso al que además se suma Europa, que presentó una 

situación similar con pérdidas incluso mayores en diversos países del 

continente.13-15 Dicho fenómeno más conocido en inglés como Colony 

Collapse Disorder (CCD) o Síndrome de despoblamiento de las 

colmenas, se caracteriza porque las abejas obreras dejan la colmena y 
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no vuelven a ella, muriendo en las cercanías del lugar, mientras que el 

resto de la población, abejas adultas, crías y reina, permanecen en la 

colmena, de las cuales, las primeras presentan debilitamiento del 

sistema inmunológico y en cambio las dos últimas están aparentemente 

saludables,17 como consecuencia y una vez que la colmena está 

totalmente debilitada, ésta sufre, por ejemplo, la invasión de la polilla de 

la cera (Galleria mellonella), del pequeño escarabajo de la colmena 

(Aethina tumida) o cleptoparasitismo, que consiste en el robo parasitario 

de colmenas vecinas.18  

En cuanto a los factores a los que se atribuye tal fenómeno, hay 

estudios en los cuales se han considerado incluso más de 60 variables 

que pueden influir en la perdida de las abejas18, con factores tan 

variados que van desde estudiar la presencia de ácaros19 y 

microorganismos como bacterias, virus y distintas especies de 

microsporidios ,20-23 hasta mala nutrición de la colmena, exposición a 

pesticidas,24-27 malas prácticas apícolas, cambios climáticos,28 sequías o 

lluvias extremas29 entre otros, donde la mayoría de dichos estudios, 

concluye que el despoblamiento de las colmenas se debe 

principalmente a una suma de factores o sinergismo entre ellos.15,18,24-30   

A pesar de que la hipótesis más aceptada es aquella que considera 

múltiples variables, uno de los factores que más relevancia tiene a juicio 

de determinados grupos, organizaciones e incluso países, es la 

exposición a los pesticidas, indicando que aunque las abejas no están 

expuestas a dosis letales, estos compuestos causan importantes 

efectos, tanto a las abejas adultas, como a las crías en desarrollo.  

Baste señalar la información aparecida en EU Times el 10/05/2013 

donde se indica: Rusia advierte a Obama: la batalla global sobre el 

“apocalipsis de la abeja “se acerca, mostrando una extrema indignación 

http://es.wikipedia.org/wiki/Aethina_tumida
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con la protección continua hacia los gigantes mundiales de la 

biogenética, Syngenta y Monsanto. En el centro de la disputa se 

encuentra la “indiscutible evidencia” de que un tipo de insecticidas 

neuro-activos relacionados con la nicotina está destruyendo la población 

de abejas de nuestro planeta. 

Ese mismo mes en Le Monde (03/05/2013) se da cuenta de la “victoria” 

para el mundo apícola y las organizaciones de defensa del medio 

ambiente, lograda tras la suspensión cautelar, por dos años a partir de 

Diciembre de 2013, del empleo de Gaucho, Cruiser y Poncho (nombres 

comerciales para productos con neonicotinoides), incluso indican que la 

decisión es tardía y pusilánime. Contrasta obviamente con las 

investigaciones, en este caso de grupos franceses, que indican que no 

es la causa más probable ni la más importante. 

Existe y se mantiene pues una controversia al respecto y que para bien 

de todos es de esperar se consiga al fin resolver el problema sin 

importar quien tiene más razón. 

 

II.2. LOS NEONICOTINOIDES 

Uno de los grupos de pesticidas que más interés ha generado los 

últimos veinte años y ha sido señalado como uno de los principales 

factores responsable del despoblamiento de las colmenas ha sido la 

familia de los neonicotinoides, dentro de los cuales la imidacloprida ha 

llegado a ser el insecticida más utilizado en todo el mundo, que desde 

su introducción en el mercado el año 1991 hasta la fecha, se encuentra 

registrado en 120 países con más de 140 usos agrícolas distintos y con 

ventas cercanas a los $1091 millones de dólares el año 2009.31 Pero 

este no es el único compuesto exitoso, ya que en los siguientes diez 
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años se han introducido al mercado otros seis neonicotinoides: 

acetamiprida y nitenpyram en el año 1995, tres años más tarde el 

tiametoxam, tiacloprida en el año 2000, clotianidina y dinotefuran, en los 

años 2001 y 2002, respectivamente.32 

Según su estructura, estos se clasifican en tres generaciones distintas, 

la primera, formada por acetamiprida, imidacloprida, nitenpyram y 

tiacloprida, cuya característica estructural es un anillo heteroclico 6-

cloro-3-piridilo, la segunda generación compuesta por clotianidina y 

tiametoxam, que contienen un anillo 2-cloro-5-tiazolil mientras que la 

tercera generación dinotefuran presenta un anillo 3-tetrahidrofuranil.33 

Su gran consolidación en el mercado se debe a que presentan un 

amplio espectro de eficacia controlando parásitos chupadores, como 

áfidos, moscas blancas, arañuelas, algunos microlepidópteros y una 

serie de plagas de coleópteros. Presentan una acción sistémica y 

translaminar, con una pronunciada actividad residual y un modo de 

acción único.32,34  

Otra de las ventajas a las que se atribuye su éxito, es la versatilidad en 

sus formas de aplicación, ya que pueden ser aplicados con irrigación de 

agua por goteo, en cultivos hidropónicos, en suelos húmedos, por 

inyección en troncos o en la base de estos, por inyección al suelo, 

aplicación foliar con spray, dispersión de aceites o una de las últimas 

técnicas que consiste en el tratamiento de semillas formando un 

recubrimiento o película sobre el grano, que puede llegar a ser incluso 

una multicapa.32  

Con respecto a las formas de aplicación y la biodisponibilidad de estos 

insecticidas en la planta, también existen muchos estudios acerca de la 

capacidad de traslocación dentro de ésta, lo que hace que estén 

disponibles en distintas zonas, independientemente de la forma de 
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aplicación. En este sentido, uno de los neonicotinoides más estudiados 

ha sido la imidacloprida, 35 cuyos metabolitos activos son encontrados 

en el resto de la planta después de su aplicación36 y para el cual se han 

desarrollado nuevas tecnologías que favorecen su movilidad dentro de 

la planta.37  

Pero dichas ventajas en el control de plagas, también pueden 

transformarse en desventajas, ya que la exposición de insectos 

polinizadores a este tipo de compuestos puede verse aumentada 

dependiendo de la aplicación. Esto queda demostrado en diversos 

estudios que indican que la imidacloprida es transportada por la planta 

hasta el polen de las flores38 aumentando así la posibilidad de 

exposición de abejas al compuesto, concentraciones que según algunos 

autores no son perjudiciales, 39 pero que para otros lo son si se 

transforman en un riesgo para los insectos.40  

Así lo demuestra una serie de estudios realizados frente a un proceso 

natural de las plantas conocido como gutación, que consiste en la 

excreción de gotas de agua desde el interior de la planta hasta la 

superficie de las hojas, gotas que además transportan los 

neonicotinoides desde las semillas tratadas previamente. Un estudio 

realizado a semillas de maíz tratadas con imidacloprida, clotianidina y 

tiametoxam demostró tener incluso concentraciones mayores que 

cuando los pesticidas se aplican en forma de spray. En este 

experimento las abejas murieron en pocos minutos después de 

consumir las gotas de agua.41 Contrariamente a esto, otro estudio 

realizado a semillas de maíz y triticale (cereal hibrido entre trigo y 

cebada) mostró concentraciones bajas que decrecían en el tiempo y 

cuyas gotas de agua no fueron consumidas por las abejas durante los 

muestreos, por lo que no se detectaron daños perjudiciales.42  
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En cuanto a los efectos que estos insecticidas pueden tener sobre 

insectos polinizadores como las abejas, también existen muchas 

controversias,43,44 ya que hay estudios que demuestran que  las abejas 

no se ven afectadas por este tipo de compuestos,45,46 mientras que hay 

otros que demuestran su alta toxicidad,43,47-52 efectos subletales como 

pérdida de memoria olfativa y alteraciones en el metabolismo cerebral,53 

falta de actividad y capacidad de comunicación,54 baja actividad 

pecoreadora y dentro de la colmena,55 son algunos de los efectos más 

descritos. Pero estas controversias también se dan a la hora de estudiar 

los efectos sobre abejorros y abejas solitarias, con trabajos que indican 

que no hay efectos significativos para estos44 y otros que atribuyen la 

baja tasa de reproducción o poca actividad cuando estos insectos están 

expuestos a dichos compuestos, especialmente imidacloprida.56 

Contradicciones que  muchas veces están relacionadas con las distintas 

formas de realizar un estudio, con experimentos que van desde el 

laboratorio hasta invernaderos, semi-campo o condiciones de campo, 

con tiempos de exposición a veces muy prolongados, sometiendo a los 

insectos a condiciones muy extremas o que realmente no reflejan las 

condiciones reales de exposición.57   

Por otro lado, además de la toxicidad y los efectos subletales para las 

abejas, es necesario mencionar que existe otro efecto asociado a los 

neonicotinoides, que consiste en el sinergismo entre estos compuestos 

y la infección por Nosema, suma de factores que hacen que las 

colmenas sean más susceptibles al despoblamiento. Así lo demuestra 

un estudio llevado a cabo en presencia de dosis subletales de 

imidacloprida y esporas de Nosema, que con respecto al control hay 

una clara disminución de la glucosa oxidasa, enzima que permite a las 

abejas esterilizar la colmena y sus alimentos, por lo que en ausencia de 

dicha enzima, la colonia es fácilmente atacada por el microsporidio.58 
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Otro estudio realizado con abejas expuestas a dosis subletales de 

imidacloprida demostró que la Nosemosis fue significativamente mayor 

en colonias tratadas con el pesticida al comparar los resultados con el 

control sin tratamiento,59 en cuanto a la exposición a dosis subletales de 

otros neonicotinoides, también hay un trabajo que muestra el efecto 

sinérgico entre N. ceranae y tiacloprida, con una alta mortalidad para las 

abejas infectadas cuando fueron expuestas a dicho insecticida.60  

Los efectos sinérgicos de los neonicotinoides no se dan solamente con 

los microsporidios de Nosema, sino que también se ha registrado 

sinergismo con otros pesticidas. Este es el caso del efecto sinérgico 

entre piperonil butoxido y dos fungicidas (triflumizol y propiconazol) que 

incrementan la toxicidad aguda de acetamiprida, tiacloprida e 

imidacloprida en abejas, o la toxicidad de acetamiprida que también se 

ve aumentada por la presencia de los fungicidas triadimefon, 

epoxiconazol y uniconazol-P.48  

Aunque existen enormes ventajas para la agricultura, son muchas las 

opiniones que relacionan a los neonicotinoides con el despoblamiento 

de las colmenas, razones que han llevado a la creación de nuevas 

líneas de investigación enfocadas en descubrir nuevos pesticidas, tanto 

o más efectivos que los neonicotinoides, con modo de acción similar al 

de este grupo de compuestos y que además sean más amigables con 

los insectos polinizadores, dando origen a la nueva línea de 

biopesticidas.   
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II.3. LAS ESPINOSINAS COMO BIOPESTICIDAS 

Las espinosinas son un grupo de compuestos que junto a los 

neonicotinoides se caracterizan por un particular modo de acción sobre 

los receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChR), interfiriendo en la 

transmisión química durante la sinápsis en el sistema nervioso de los 

insectos.61 Esta razón hace que dichos compuestos sean una buena 

alternativa al uso de neonicotinoides, no sólo por su eficaz modo de 

acción, sino también por su origen natural, ya que se producen durante 

la fermentación de la bacteria Saccharopolyspora spinosa.62  Dicho 

producto de la fermentación recibe el nombre de espinosad, que 

consiste en una mezcla de las espinosinas A y D y que se caracteriza 

por su gran eficacia sobre insectos como lepidópteros, dípteros y 

arañuelas.63 Es también eficaz contra algunas especies de coleópteros 

y ortópteros que consumen grandes cantidades de follaje,64 presenta un 

amplio espectro de aplicación y además tiene grandes beneficios 

medioambientales por ser un biopesticida.65-67 Pero a pesar del éxito 

que este pesticida ha tenido en los últimos años, su toxicidad sobre 

insectos polinizadores, al igual que los neonicotinoides, también 

presenta controversias,64 ya que hay trabajos que indican que no son 

perjudiciales para abejas adultas y que los efectos transitorios que 

pueden tener sobre las crías, no afectan la viabilidad de la colmena, ya 

que se degradan rápidamente,65 otros indican que si el pesticida es 

aplicado en horas de baja actividad de las abejas, estas no se ven 

afectadas y que el producto seco es muy seguro para ellas, las crías y 

la reina,68-69 incluso hay un estudio realizado durante dos años 

consecutivos que tampoco evidenció impacto negativo o mortalidad de 

abejas.70 De manera contraria a esto, existen trabajos que demuestran 

su toxicidad en avispas chaqueta amarilla, que aunque en algunos 

casos pueden ser plaga, también es un polinizador y agente de control 
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biológico,71 en el caso de insectos más benéficos, hay estudios que 

demuestran que la exposición oral de abejorros a espinosad, tiene 

efectos perjudiciales en la reproducción72 y otros indican que la 

exposición de abejas al pesticida durante el desarrollo larvario provocó 

una disminución de la actividad pecoreadora.73 Una comparación entre 

tres pesticidas asociados con la mortalidad y generación de efectos 

adversos en las abejas, demostró que espinosad es el más toxico para 

ellas provocando la mayor inhibición de dos enzimas fisiológicas 

(acetilcolinesterasa y adenosintrifosfatasa), generando interrupción de la 

transmisión nerviosa de los insectos.74 Por último, un review del año 

2012, indica que aunque espinosad es un biopesticida, se deben tener 

en cuenta las controversias que existen en torno a este, ya que la 

aplicación de distintas formulaciones comerciales, con sus diversas 

concentraciones pueden hacer que un pesticida pase de ser inofensivo 

hasta altamente tóxico para insectos como las abejas.75 

 

II. 4. ABEJAS: BIOINDICADORES AMBIENTALES 

Son tres los factores que han influido en la idea de considerar a las 

abejas como bioindicadores medioambientales, primero porque son 

sensibles a un gran número de compuestos químicos, hecho 

demostrado en los dos apartados anteriores, donde se relaciona la 

muerte y los efectos subletales de las abejas con el uso de pesticidas 

sintéticos o naturales, segundo porque las abejas son capaces de visitar 

grandes áreas cultivadas diariamente y tercero, porque son los insectos 

más eficientes en la recolección de néctar, polen y agua desde las 

flores, productos que pueden ser considerados como muestras 

representativas.74-78  
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Por otro lado, hay dos productos de la colmena que también son 

indicadores de contaminación ambiental, ya que en ellos se acumulan 

los residuos generados de las prácticas agrícolas y apícolas,79 dichos 

productos son la cera y el polen, que cumplen funciones tan importantes 

como material de construcción de las colmenas80,81 y alimento de las 

larvas,82 respectivamente, por lo que están en constante contacto con la 

abeja en todas sus etapas de desarrollo, desde que esta es un huevo 

hasta abeja adulta. Generándose así, un gran interés a la hora de 

analizar residuos de pesticidas, realizar seguimientos sobre la 

contaminación de productos apícolas, evaluar la persistencia de los 

pesticidas a lo largo del tiempo o estudiar la difusión a otros productos 

de la colmena,82 como la miel.83,84 

En este contexto en que existe la necesidad de detectar residuos de 

pesticidas de uso en todo el mundo y cuyos efectos sobre las colmenas 

están en permanente discusión, nuestra actividad ha sido desarrollar 

metodologías analíticas para la determinación de residuos de 

neonicotinoides y espinosinas en cera de abejas y polen corbicular. 

Dada la necesidad de apreciar mínimas cantidades de residuos, se ha 

buscado una metodología que permita llegar a límites de detección de 

los µg/kg, necesidad resuelta con el uso de la cromatografía líquida 

acoplada a espectrometría de masas (LC-MS). 
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El objetivo general de la investigación desarrollada  ha sido la puesta a 

punto de metodología para análisis de residuos de insecticidas de 

nueva generación- neonicotinoides y espinosinas-  y su aplicación a 

muestras de polen corbicular y cera de abejas.  

Para conseguirlo se han establecido los siguientes objetivos parciales: 

• Desarrollo de una metodología analítica para evaluar 

simultáneamente trazas de siete neonicotinoides en cera de 

abejas y polen corbicular.  

• Estudio particular para trazas de imidacloprida 

• Evaluación de la persistencia de siete neonicotinoides en cera 

de abejas y polen corbicular a lo largo de cuatro meses. 

 

• Estudio de la eficacia de los métodos de limpieza de ceras 

aplicados en la industria apícola.  

 

• Desarrollo de una metodología analítica para evaluar trazas de 

espinosad (espinosinas A y D) en cera de abejas y polen 

corbicular. 

 

 

 

 

 

 



IV. Parte experimental 
 
 

22 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. Parte experimental 
 
 

23 
 

 

 

 

 

 

IV. PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. Parte experimental 
 
 

24 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV. Parte experimental: equipo cromatográfico 
 

25 
 

IV.1. EQUIPO CROMATOGRÁFICO 

En el desarrollo de este trabajo, se utilizó un equipo de cromatografía 

líquida de alta resolución (HPLC), marca Agilent Technologies, modelo 

1100, con detección de diodos alineados (DAD) y espectrometría de 

masas (MS). Este último, equipado con dos fuentes de ionización, una 

de Electrospray (ESI) y otra de Ionización química a presión atmosférica 

(APCI). El software controlador del equipo es un HP Chemstation. 

Figura 1. 

  

 

Figura 1: Equipo de HPLC-ESI-MS  

El equipo está constituido por los siguientes módulos: 

• Desgasificador: constituido por un contenedor de vacío de cuatro 

canales, que incluye una membrana tubular plástica y una bomba 

que genera un leve vacío que actúa en las cuatro cámaras del 



IV. Parte experimental: equipo cromatográfico 
 

26 
 

contenedor. De manera que los gases disueltos en  la fase móvil, 

quedan eliminados al atravesar dicha membrana. 

• Bomba de gradiente cuaternario: que incluye una cabeza de 

bomba con una válvula de entrada activa con un cartucho y una 

válvula de salida. Adicionalmente, contiene una unidad de 

amortiguación conectada entre las dos cámaras de los émbolos y 

un sensor de fugas con desconexión automática del equipo. 

• Inyector automático: controlado electrónicamente con un rango 

de inyección que va desde 0,1μL a 100 μL y una bandeja para 

viales con capacidad para 100 muestras. 

• Compartimento de columna termostatado: consiste en un 

sistema de calentamiento y refrigeración Peltier, que permite 

trabajar entre 10 y 80°C, con gran velocidad de variación entre las 

temperaturas máximas y mínimas. 

• Detector de Diodos alineados (DAD) que incluye los siguientes 

componentes: 

a) Lámparas de Deuterio y Wolframio de larga duración con un rango 

de longitud de onda entre 190 y 950nm. 

b) Rendija programable entre 1 y 6nm para la optimización de la 

sensibilidad, linealidad y resolución espectral. 

c) Control de temperatura para una mejor estabilización la línea base 

d) Filtro de óxido de holmio para una rápida verificación de la 

longitud de onda. 

• Detector de Masas (MS) formado por las siguientes partes: 
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a) Sistema de vacío, formado por una bomba mecánica y dos 

bombas turbo moleculares enfriadas por aire. 

b) Generador de N2 gaseoso, formado por un sistema que 

transforma el aire comprimido, mediante una mezcla de filtros y 

membranas de separación. 

c) Sistema de introducción de muestra, que en este caso 

corresponde al equipo de HPLC. 

d) Sistema de ionización. En este caso, el equipo utilizado dispone 

de dos  fuentes diferentes para realizar el proceso: Ionización por 

Electrospray (ESI) e Ionización Química a Presión Atmosférica 

(APCI), ambas con características muy importantes como: 

 Autocalibración y sintonización, que permite detectar iones 

positivos y negativos en un mismo análisis. 

 Capacidad multiseñal, que permite medir en modo SIM (para la 

determinación cuantitativa) y en modo SCAN (para la 

determinación cualitativa). 

 Programación de hasta cuatro señales simultáneas por análisis. 

 Control electrónico del flujo y temperatura de la corriente del gas 

de secado. 

 Nebulizador ortogonal situado a 90º de la entrada del capilar. 

 Sistema de drenaje por gravedad 

a) Analizador cuadrupolar hiperbólico de Molibdeno. 

b) Detector de dínodo de alta energía (HED) de 10Kv. 
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Para la detección de los compuestos se utilizó el último detector, que 

como se indicó anteriormente, cuenta con dos interfases , ESI y APCI 

que tienen por finalidad transformar los analitos que se encuentran en la 

disolución en iones en estado gaseoso y además, eliminar la fase móvil 

utilizada en la separación de los analitos por HPLC. 

Las dos interfases presentan un campo de aplicación dependiendo de la 

polaridad y peso molecular de los analitos, esta diferencia se puede 

observar en la figura 2, que además muestra como ambas interfases 

son complementarias, ya que ESI es aplicable a compuestos de 

polaridad media a alta y en cambio APCI es más adecuada para 

compuestos de polaridad media a baja. 

 

Figura 2. Campo de aplicación de las interfases ESI y APCI. 
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IV.2. MÉTODO MULTIRESIDUO PARA NEONICOTINOIDES 

IV.2.1 INTRODUCCIÓN 

Los neonicotinoides también llamados neonicotilínicos, cloronicotinas o 

cloronicotilínicos, son un grupo de compuestos relativamente nuevo85, 

que presentan una selectiva y potente acción sobre el sistema nervioso 

de los insectos, por lo que se utilizan como potentes insecticidas para el 

control de diversas plagas, en una gran cantidad de cultivos en todo el 

mundo y con una amplia versatilidad de formas de aplicación32-37que, 

como se mencionó en la introducción, dependiendo del tipo de 

exposición, pueden presentar toxicidad y efectos subletales para 

especies polinizadoras como las abejas.  

Estos compuestos presentan una estructura base derivada de la 

nicotina, de donde deriva su nombre, pero con ciertas variaciones que 

marcan la diferencia entre las distintas generaciones, clasificados 

como33. 

• Primera generación, subclase cloronicotilínicos, a este grupo 

pertenecen imidacloprida, nitenpyran, acetamiprida y tiacloprida. 

Todos ellos con un átomo de cloro en la posición 6 del anillo 

piridilo. 

• Segunda generación, subclase tianicotilínico, grupo al que 

pertenecen tiametoxam y clotianidina, que se caracterizan por un 

cloro en la posición 2 del anillo tiazolil. 

• Tercera generación, neonicotinoide que conserva una parte de 

la primera generación y otra parte de la segunda generación, 

cuya característica es un anillo furano, donde se encuentra el 

dinotefuran.  
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En la figura 3 se muestran las estructuras químicas de cada compuesto. 

 

Figura 3: Estructura química de los siete neonicotinoides 

A continuación se presentan las características de los neonicotinoides a 

estudiar: 

1. Imidacloprida es un polvo cristalino de color blanco muy soluble en 

diclorometano y con solubilidad media en hexano, isopropanol y 

agua. El método de análisis recomendado para el producto 

comercial, con un 99% de pureza, es la cromatografía líquida sobre 

fase estacionaria C18 y fase móvil formada por una mezcla de 

acetonitrilo/agua al 0,5% de ácido fosfórico en relación 2:1, con 

detección a 205 nm. 

 

2. Nitenpyram es un compuesto sólido cristalino de color anaranjado-

amarillo, que presenta alta solubilidad en metanol,  cloroformo y 

agua, con solubilidad mucho más baja en acetona. El método de 

análisis recomendado para el producto comercial con un 98,6% de 

pureza es la cromatografía líquida sobre fase estacionaria C18 y 

fase móvil formada por una mezcla de metanol/agua al 0,5% de 

ácido fosfórico en relación 2:1, con detección por UV a 220 nm. 
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3. Acetamiprida es un compuesto cristalino de color blanco muy 

soluble en cloroformo, diclorometano y acetona, con menos 

solubilidad en agua y muy baja solubilidad en hexano. Su método 

de análisis recomendado es la cromatografía gaseosa con 

detección por captura de electrones (ECD), con columna DB-5 y 

una rampa de temperatura que va desde 110ºC por 5 minutos hasta 

320ºC por 8 minutos, con gradiente de 5ºC por minuto. 

 

4. Tiacloprida es un polvo cristalino de color blanco con alta 

solubilidad en diclorometano, acetona y acetonitrilo. El método de 

análisis para el producto con un 98,5% de pureza es la 

cromatografía líquida sobre fase estacionaria C18 y fase móvil 

formada por una mezcla de acetonitrilo/agua (1:1), con detección 

por UV a 205 nm. 

 

5. Tiametoxam, es un polvo cristalino blanco muy soluble en 

diclorometano y con menor solubilidad en acetona y agua. El 

método de análisis recomendado para el producto comercial con un 

98,5% de pureza es la cromatografía líquida sobre fase estacionaria 

C18 y fase móvil formada por una mezcla de metanol/agua en 

relación 4:1, con detección por UV a 275 nm. 

 

6. Clotianidina es un polvo cristalino de color blanco con buena 

solubilidad en acetona y menos soluble en diclorometano y agua. El 

método de análisis sugerido por el laboratorio comercial para el 

producto con un 99,5% de pureza es la cromatografía líquida con 

una columna con relleno C18 y fase móvil formada por una mezcla 

de acetonitrilo/agua (2:1), con una longitud de onda máxima de 

absorción a 205 nm a la cual se realizan las medidas. 
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7. Dinotefuran es un polvo muy fino de color amarillo pálido, soluble 

en diclorometano, acetona, metanol y agua. Cuyo método de 

análisis recomendado para el producto comercial con un 98% de 

pureza es la cromatografía líquida sobre fase estacionaria C18 y 

fase móvil formada por una mezcla de acetonitrilo/agua al 0,5% de 

ácido fosfórico (4:1), con detección por UV a 205 nm.  

En cuanto al análisis de estos compuestos, las investigaciones se han 

visto incrementadas los últimos años debido al auge que han tenido los 

neonicotinoides en la agricultura. Así, se puede encontrar una amplia 

variedad de matrices estudiadas, donde destacan trabajos en frutas y 

verduras85-106, leche y tejido bovino107,108, agua y suelos91,109-116, aire117, 

vinos118, algodón y sus semillas119,120, granos121,122, aceites123,124, hojas 

de café125, té98,126, zumos127, carnes y huevos128, polen y néctar en 

flores129,130, abejas y productos de la colmena.131-141.  

En lo que se refiere a la metodología analítica, la mayoría de las 

investigaciones han sido realizadas utilizando LC,86-99,101,103-105,107-123,126-

129 con muy pocos trabajos que emplean GC,125,130,137 la técnica de 

ELISA100,134 o  electroforesis.102,106 Dentro de los detectores más 

utilizados, los que llevan la delantera son los espectrómetros de 

masas87-89,92,96,98,99,101,106,110,112,113,116,118,123-131,133,135-139,141 y por absorción 

UV88,93-95,97,102,103,105,107,109,111,114-116,119-123,140 con un trabajo que utiliza la 

detección electroquímica.132 

En cuanto a las columnas cromatográficas utilizadas en LC, en el 90% 

de los trabajos se utilizan columnas en fase reversa del tipo C18 y cabe 

destacar que en los últimos tres años han surgido publicaciones donde 

se emplea la técnica cromatográfica de UHPLC (Ultra High Performance 

Liquid Chromatography), que se caracteriza por la utilización de 

columnas mucho más cortas, con tamaños de partícula más pequeños y 
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por lo tanto, tiempos de retención menores, lo que trae consigo, menor 

tiempo de análisis y menor gasto de disolventes.101,121,128,129,140 

Con respecto a la etapa de preparación de muestra, es importante 

destacar que de los casi cien artículos publicados donde se analiza uno 

o más neonicotinoides en distintas matrices, el 20% de los métodos 

analíticos ha utilizado las tierras de diatomeas, ya sea en cartuchos 

para la extracción y limpieza o como sólido que retiene el agua en la 

etapa de filtrado.  

Las tierras de diatomeas, también conocidas como “celita” o “diatomita” 

son uno de los materiales químicos más utilizados en diversas áreas, su 

composición consiste en una combinación de restos silíceos 

provenientes de innumerables plantas acuáticas microscópicas 

fosilizadas, que presentan propiedades tales como tamaño 

microscópico de las partículas, un alto grado de porosidad, baja 

densidad, material químicamente inerte y resistente a las altas 

temperaturas, que hacen que sea un material  muy adecuado para la 

filtración de soluciones, entre otras aplicaciones.142 

Considerando que el objetivo de esta investigación es el análisis 

multirresiduo de siete neonicotinoides en dos matrices apícolas, nos 

planteamos analizar los trabajos relacionados con la determinación 

simultánea de los siete analitos,93,103,121,128,139,141 donde sólo dos se 

dedican al análisis de miel139,141 y no existen trabajos que los analicen 

en cera o polen.  Por otro lado, se ha tenido también en cuenta la 

preparación de muestra descrita en dos trabajos  en los que se analizan 

menos analitos pero en matrices como polen y cera.136,137 A 

continuación se mencionan las etapas más significativas de la 

preparación de muestra de estos cuatro trabajos. 
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a) Kamel el año 2010 es uno de los primeros en analizar 

simultáneamente cuatro neonicotinoides y ocho metabolitos en polen, 

miel y abejas.136 Dicho tratamiento involucra una extracción y limpieza 

de 15g de muestra con la metodología QuEChERS, extrayendo con12 

mL de agua y  15 mL de  trietilamina al 2% (TEA) en ACN con agitación 

durante 3minutos, posterior adición de 6g de MgSO4 y 1,5g de acetato 

de sodio, seguido de agitación por 2 minutos a 1200rpm y centrifugación 

por 5minutos a 2500rpm.  Una vez centrifugado, se separa el 

sobrenadante y a este se añaden 0,5g de MgSO4 y una alícuota de 

12mL de la disolución es posteriormente percolada a través de un 

cartucho de relleno C18, que ha sido previamente acondicionado con 

3mL de solución de trietilamina al 2% en ACN. La elución se realiza 

luego con 10mL de la misma disolución, el eluato es evaporado a 

sequedad bajo corriente de N2 y posteriormente reconstituido en 1mL de 

una mezcla de agua/metanol (75:25 v/v) para su análisis por LC-

MS/MS. Las recuperaciones de este método para todas las matrices 

analizadas se encuentran entre un 70% y 120% y límites de detección 

(LOD) de 0,2 µg/kg.  

 

Del método, hay que señalar que es largo, además de la metodología 

QuEChERS con la que se realiza  extracción y limpieza de las 

muestras, es necesaria otra etapa de “clean up” con cartuchos C18. Por 

otro lado y aunque se consiguen límites de detección bastante buenos 

con respecto a los demás estudios publicados, la cantidad de muestra 

necesaria para cada análisis es bastante alta, considerando que se 

desea analizar trazas de pesticidas, masas que muchas veces son 

difíciles de conseguir, caso del polen , más aún si es necesario  obtener 

resultados fiables con más de una réplica.  
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b) Un segundo estudio del mismo año, realizado por Mullin,137 en el 

cual se analizan 121 pesticidas, entre ellos cuatro noenicotinoides, en 

polen, abejas y cera, emplea un tratamiento de muestra muy similar al 

de Kamel con metodología QuEChERS, con algunas adaptaciones 

como el uso de 3g de muestra que son extraídos con 27mL de una 

mezcla de agua/ACN/ácido acético glacial (44:55:1). Antes de adicionar 

las sales, la mezcla de polen es finamente dividida por 1 minuto con 

mezclador de alta velocidad y la cera es calentada en baño maría a 

80°C. A continuación a ambas matrices se les adiciona igual cantidad 

de sales que el estudio antes descrito, seguido de agitación por 1minuto  

y centrifugación, del sobrenadante, se toma sólo un 1mL y es 

transferido a otro tubo que contiene 0,05 g de amina primaria y 

secundaria (PSA), 0,05 g C18 y 0,15 g MgSO4 con agitación por 1 minuto 

y centrifugación. Finalmente el sobrenadante es trasferido a un vial para 

ser analizado por LC-MS/MS. Los límites de detección de los analitos 

son entre 1 y 5ppb; no se informan las recuperaciones del 

procedimiento.  

Del análisis de este tratamiento de muestra hay que mencionar que el 

estudio no tiene como objetivo la puesta a punto de un método analítico, 

sino más bien es un análisis de una gran cantidad de muestras de 

apiarios norteamericanos llevados a cabo por el Laboratorio Nacional de 

Ciencias (NSL) de Carolina del Norte, USA. Estudio que no es exclusivo 

para neonicotinoides y en el cual no se especifican tiempos y velocidad 

de centrifugación, condiciones cromatográficas, condiciones de 

detección, ni recuperaciones, por lo que es una metodología difícil de 

reproducir. 

c) Otro estudio que merece la pena analizar, es el de Tanner del 

año 2011,139 donde se analizan los siete neonicotinoides de interés junto 

a un octavo pesticida sintético de la misma familia en mieles austriacas. 
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Dicho estudio realiza una comparación entre el uso de cartuchos 

ChemElut (tierras de diatomeas) y el método QuEChERS, el primero 

consiste en la extracción de 1 g de miel con 10 mL de agua en baño de 

ultrasonido por 2 min, luego se adicionan 20mL de MeOH que se 

homogenizan por 1min en Ultra-Turrax. A continuación la mezcla es 

filtrada  en papel que contiene 2,5 g de Celita (tierras de diatomeas) y el 

filtrado es lavado con 20 mL de MeOH/agua (75:25 v/v), para ser 

concentrado a 50ºC y transferido a un cartucho ChemElut 1020. 

Después de 15 minutos, es eluido con 80 mL de ciclohexano/ acetato de 

etilo (AcEt) (50:50 v/v). El eluato es evaporado a sequedad en 

evaporador rotatorio a 50ºC. El residuo fue redisuelto en 2 mL de 

methanol, evaporado a sequedad con flujo de N2 y redisuelto 

nuevamente con  1 mL de MeOH/agua (20:80 v/v) para ser analizado 

por LC-MS/MS.  

 

La metodología QuEChERS, es muy similar a las ya mencionadas y 

consiste  en la extracción de 5g de miel con 10 mL de agua y 10 mL de 

ACN vigorosamente agitados para homogenizar. A la mezcla se le 

agregan 4 g de MgSO4  anhidro, 1 g de NaCl, 1 g de citrato de sodio 

dihidratado y 0,5 g de citrato de sodio ácido sesquihidratado, con 

posterior agitación manual por 1 minuto y centrifugación por 5 minutos a 

3000rpm a 10ºC. Una alícuota de 6 mL de fase orgánica es transferida a 

otro tubo que contiene 900 mg de MgSO4 anhidro y 150 mg de PSA, 

mezcla que es agitada vigorosa y manualmente por 30 segundos y 

centrifugada por 5 minutos a 3000rpm a 10ºC.  Finalmente 2 mL del 

sobrenadante son evaporados a sequedad bajo flujo de N2 a 30ºC, 

residuo que es redisuelto en 1 mL de mezcla MeOH/agua (20:80 v/v) y 

analizada por LC-MS/MS. Los límites de detección para todos los 

analitos están entre 0,6 y 5 μg/kg y recuperaciones entre 60 y 114%.   
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Del análisis de estas metodologías, hay que mencionar que con los 

cartuchos ChemElut se obtienen muy malas recuperaciones para 

dinotefurano y nitenpyram. En las discusiones del trabajo se menciona 

que los analitos si son retenidos en el cartucho, pero que por su 

carácter hidrofílico, no son eluidos con la mezcla de disolventes utilizada 

(ciclohexano/AcEt (50:50 v/v). En este sentido entonces, merece la 

pena realizar más pruebas para lograr eluir con otros disolventes o 

mezclas de ellos, para así favorecer las recuperaciones 

 

En cuanto a la metodología QuEChERS, con esta técnica se obtienen    

buenos límites de detección, pero las recuperaciones aún están por 

debajo de los límites permitidos por la Guía de Validación de la UE para 

el análisis de residuos, el documento SANCO/825/00143 que indica 

recuperaciones entre 70 y 120% para todos los niveles de 

concentración estudiados. 

 

d) El último de los trabajos publicado en 2013,141 analiza siete 

neonicotinoides en miel y empleando como tratamiento de muestra una 

microextracción líquido-líquido dispersiva donde se extraen 5 mL de 

miel con 2 mL diclorometano y 0,5 mL ACN como disolvente dispersivo, 

la mezcla es agitada por 1 minuto en Vortex,  sonicada por 10 minutos 

en baño de ultrasonidos y agitada nuevamente por 1 minuto en vortex. 

Una vez que se ha centrifugado por 5 minutos a 2500 rpm, el 

sobrenadante es evaporado  bajo flujo de N2  y el  residuo final es 

reconstituido con 0,2 mL de fase móvil y agitada en vortex por 2 min. El 

extracto es transferido a un vial para su análisis por LC-MS/MS. Los 

límites de detección para esta metodología están entre 0,5 -1 µg/ kg, 

con recuperaciones entre 74-113%. 
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Como resumen de esta metodología, hay que destacar que se requiere 

muy poco volumen de extractante para una gran cantidad de muestra, lo 

que se traduce en los buenos límites de detección obtenidos, bajo 

impacto medioambiental y bajo costo asociado al uso de disolventes. Si 

bien, los resultados obtenidos para esta matriz son buenos, el 

tratamiento de la cera de abejas requiere una etapa de limpieza, debido 

a las impurezas propias del proceso de recolección y a la gran cantidad 

de compuestos presentes en ella, que dificultan su análisis.  

 

Finalmente y como recopilación de los antecedentes bibliográficos para 

la determinación de siete neonicotinoides en cera y polen de abejas, se 

puede señalar que: 

 

• Existe muy poca bibliografía que relacione los siete analitos con 

matrices apícolas. 

• No existen estudios que determinen los siete analitos en polen, ni 

en cera de abejas. 

• La técnica más empleada en matrices apícolas es la LC con 

detección por MS. 

• Las tierras de diatomeas o también llamada celita, es el producto 

más empleado en la filtración y relleno de cartuchos debido a  la 

retención selectiva de estos analitos. 

• Aunque también se aplica la metodología QuEChERS para análisis 

de cera y polen, la metodología requiere grandes cantidades de 

muestra, carece de información para reproducir el método y no se 

dan a conocer las recuperaciones de éste. 
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IV.2.2. MATERIALES Y REACTIVOS 

IV.2.2.1. Columna cromatográfica 

En la realización de este trabajo, se ha utilizado una columna Kinetex 

(fused core) C18 de 150mm x 4,60mm de diámetro interno y tamaño de 

partícula 2,6µm de Phenomenex (Torrance,CA,USA).  

IV.2.2.2. Reactivos y disolventes 

• Patrones dinotefuran, nitenpyran, tiametoxam, clotianidina, 

imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida. suministrados por Dr. 

Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania). 

• Agua ultrapura purificada por sistema Milli-RO y Milli-Q de Millipore 

(Bedford, MA, USA). 

• Acetona al 99,8% Pestican suministrado por Labscan. (Polonia). 

• Acetonitrilo grado HPLC-UV suministrado por Labscan Ltd. (Dublín, 

Irlanda). 

• Ácido fórmico 98-100% pureza. P.A. suministrado por Sigma 

Aldrich. 

• Alcohol isopropílico 99,8% para análisis de residuos, suministrado 

por Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, España). 

• Amoniaco, solución de amonio 32%v/v. suministrado por Sharlab 

(Barcelona, España). 

• Cloroformo Pestiscan suministrado por Lab Scan, (Polonia). 

• Diclorometano grado HPLC suministrado por Lab Scan, (Polonia). 

• Hexano al 95% Pestiscan, suministrado por Lab Scan, (Polonia). 

• Metanol grado gradiente HPLC suministrado por Panreac 

(Barcelona,España) 
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IV.2.2.3. Equipos y material adicionales 

Los equipos adicionales utilizados en el desarrollo del método fueron los 

siguientes: 

• Balanza analítica de precisión Mettler AE-240. Mettler Instrumente 

G1987 (Suiza). 

• Agitador magnético y calefactor, Agimatic-N. P. Selecta  S.A. 

• Centrifuga 5810R de Eppendorf (Hamburg, Alemania) 

• Baño de ultrasonidos, Ultrasons. P. Selecta S.A.  

• Baño termostatado, Precis-term. P. Selecta S.A. 

• Sistema de extracción sólido-líquido con vacío, Waters Corporation 

(Milford, MA, USA). 

• Rotavapor RE 111 Büchi, baño de agua Büchi 461 y bomba de 

vacío Vacuubrand GMBH+CO KG (Alemania). 

• Cartuchos de extracción sólido-líquido Oasis HBL 3cc (60mg) de 

Waters (Milford, MA, USA). 

• Cartuchos de extracción sólido-líquido Strata-X 33u, 200mg/6mL 

Polimeric Reversed Phase. 

• Cartuchos de extracción líquido-líquido ISOLUTE HM-N 10mL con 

relleno de  tierras de diatomeas. Biotage (Suecia) 

• Micropipetas: 

• Filtros de nylon de 0,45µm. 
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IV.2.3. ENSAYOS PRELIMINARES 

Se ha realizado un estudio de los distintos parámetros cromatográficos 

y de detección para encontrar las mejores condiciones que permitan la 

correcta determinación de dinotefurano, nitenpyram, tiametoxam, 

clotianidina, imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida en muestras. En 

dicho estudio se procedió a modificar una variable manteniendo el resto 

de ellas constante. A continuación se describe el proceso de selección 

de manera detallada para cada una de las variables.  

 

IV.2.3.1.Condiciones para la detección 

En esta etapa del trabajo se ha utilizado el detector de espectrometría 

de masas (MS) descrito en el apartado IV.1. 

Considerando las características físico-químicas de los analitos, los 

cuales tienen pesos moleculares entre 200 y 300 g/mol con polaridades 

medias, se realizaron las pruebas con las dos fuentes de ionización que 

dispone el grupo de investigación (APCI y ESI), con el fin de seleccionar 

la fuente de ionización más adecuada para llevar la correcta 

cuantificación de los mismos. El empleo de electrospray como fuente de 

ionización conducía a la obtención de mejores resultados, obteniéndose 

en todos los casos mayores señales que en el caso de emplear APCI. 

Seleccionándose esta fuente de ionización para llevar a cabo el estudio 

de cuantificación de los analitos. 

En cuanto a la detección de los iones, los analitos pueden presentar 

ionización positiva y negativa, lo que significa que estos se protonan o 

desprotonan, respectivamente. En este sentido entonces, fue necesario 

evaluar la variación de las señales con ambos modos para así 
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seleccionar el que condujera a los resultados más satisfactorios. De los 

resultados obtenidos se dedujo que el empleo de la fuente de ionización 

en modo positivo proporcionaba señales mucho más altas para la 

mayoría de los analitos, por lo que fue este el seleccionado para el 

análisis de los siete neonicotinoides. 

A continuación con el fin de alcanzar la máxima sensibilidad para cada 

uno de los siete analitos, se llevó a cabo una optimización de los 

diferentes parámetros mediante un análisis por inyección de flujos (FIA). 

Los parámetros a optimizar son aquellos que afectan directamente la 

respuesta del detector, como voltaje del fragmentador, la presión del 

nebulizador, flujo y temperatura del gas secante (N2), y voltaje del 

capilar. Dichos factores se estudiaron de manera independiente y los 

valores óptimos se muestran en la tabla 1.  

Tabla 1. Resultados obtenidos a partir del análisis por inyección de flujo (FIA) 

para los parámetros MS- ESI (+)I. 

Parámetros MS 
Intervalo 

estudiado 
Valor óptimo 

Voltaje del fragmentador (V) 20-380 
100 

140 (tiacloprida) 

Temperatura (°C) del gas secante (N2) 10-350 340 

Presión (psi) del gas nebulizador (N2) 10-60 60 

Flujo (L/min) del gas secante (N2) 2-12 9 

Voltaje del capilar (V)   2000-5000 2500 
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Una vez fijadas las condiciones óptimas del detector MS se 

seleccionaron los iones más abundantes para trabajar en modo SIM. 

Para esto, se hizo un barrido en modo SCAN entre las relaciones m/z 

50 y 500 unidades m/z de una disolución de patrón de cada uno de los 

compuestos.. 

La figura 4 muestra los espectros de masas en modo SCAN de los 

compuestos, cada uno con un ión mayoritario correspondiente al ión 

molecular protonado [M + H+] que se utilizó para la cuantificación de los 

analitos y dos iones menos abundantes pero muy característicos de 

cada compuesto, que se utilizaron para la confirmación. Dichos iones se 

pueden ver en la tabla 2 junto con la masa molecular y las abundancias 

relativas de cada analito.  

 

 

 

Figura 4: Espectros de masas obtenidos en modo SCAN de los 

neonicotinoides (A) dinotefuran 
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Figura 4: (continuación) Espectros de masas obtenidos en modo SCAN de los 

neonicotinoides, (B) nitenpyram y (C) tiametoxam. (D) clotianidina 
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Figura 4 (continuación).  Espectro de masas obtenido en modo SCAN de los 

neonicotinoides  (E)  imidacloprida y (F) acetamiprida. (G) tiacloprida. 
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Tabla 2: Iones mayoritarios y de confirmación obtenidos por MS-ESI(+) de los 

siete patrones. 

Compuesto 
Masa 

molecular 
(g/mol) 

Ion de 
cuantificación 

(m/z) 

Iones de 
confirmación 

(m/z) 

Abundancia 
relativa de 

iones 

Dinotefuran 202 203 204/205 100/10/1 

Nitenpyram 270 271 272/273 100/13/34 

Tiametoxam 291 292 293/294 100/11/37 

Clotianidina 249 250 251/252 100/10/20 

Imidacloprida 255 256 256/258 100/33/38 

Acetamiprida 222 223 224/225 100/12/32 

Tiacloprida 252 253 254/255 100/13/39 

 

IV.2.3.2. Condiciones para la separación 

Una vez fijadas las condiciones de detección de los analitos, se 

procedió a establecer las condiciones cromatográficas para separar e 

identificar los compuestos. Para llevar a cabo la separación de los 

analitos se utilizó una columna Kinetex C18 150X4.6mm 

IV.2.3.2.1. Composición  y flujo de fase móvil 

Para comenzar el estudio de la composición de la fase móvil, se preparó 

una disolución patrón de los siete compuestos a una concentración de 1 

mg/L en una mezcla acetonitrilo:agua (50:50), posteriormente se realizó 

una serie de experiencias manteniendo constantes un flujo de fase 

móvil de 0,5mL/min, un volumen de inyección de 20μL de la disolución y 
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trabajando a 25ºC con la finalidad de conocer la variación de la 

retención de los compuestos en función de la composición de la fase 

móvil.  

A partir de la bibliografía consultada donde se determinan 

neonicotinoides en distintas matrices, se seleccionó como punto de 

partida una fase móvil constituida por una mezcla de agua y metanol, 

variando las proporciones iniciales desde 95:5 hasta 50:50 los 

resultados obtenidos no fueron satisfactorios, ya que las señales de los 

analitos clotianidina e imidacloprida no proporcionaban resoluciones 

adecuadas. Se optó por trabajar en régimen de gradiente con el cual se 

consiguió la separación de estos dos analitos. Pero las señales 

presentaban una mala simetría, con picos muy anchos y distorsionados 

que imposibilitaban su correcta cuantificación, por lo que el siguiente 

paso fue  intentar mejorar la calidad de las señales. 

La primera opción fue modificar el pH, acidificando la fase móvil. De 

esta manera se cambió el agua por ácido fórmico al 0,1%, lo que dio 

como resultado una mejora en la simetría de las señales, pero fue 

perjudicial ya que hubo solapamiento de la señal de nitenpyram con la 

del siguiente analito (tiametoxam), por lo que las siguientes pruebas se 

realizaron intentando mantener la buena simetría conseguida pero 

lograr la separación de ambos analitos.  

En este siguiente estudio, se consideró cambiar la naturaleza del 

modificador orgánico, pasando a utilizar ácido fórmico 0,1% con 

acetonitrilo. Como este último tiene más fuerza que el metanol, la 

elución fue más rápida, con picos más definidos y además se obtuvo la 

separación de los siete analitos, que antes no se lograba. Después de 

algunas pruebas de gradiente para obtener la óptima separación de los 

siete analitos en el menor tiempo posible, con una limpieza final de la 
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columna para evitar contaminación de ésta, se seleccionó la fase móvil 

con ácido fórmico 0,1% en agua y acetonitrilo en modo gradiente como 

se muestra en la tabla 3.  

Tabla 3: Gradiente seleccionado para la separación de los siete 

neonicotinoides empleando ácido fórmico 0,1% en agua (A) y acetonitrilo (B). 

Tiempo (min) % A % B 

0 90 10 

8 65 35 

13 60 40 

17 0 100 

21 0 100 

23 90 10 

 

Considerando que el flujo de la fase móvil es un parámetro que influye 

en los tiempos de retención de los analitos, se realizó el  estudio de este 

parámetro variándolo entre 0,3 y 1 mL/min. A partir de los resultados 

obtenidos se seleccionó un flujo de 0.5 ml/min ya que se consiguieron 

tiempos de retención de los analitos aceptables con una buena 

resolución entre los mismos, un aumento de dicho parámetro disminuye 

los tiempos pero se produce una pérdida de resolución entre los picos 

de analitos consecutivos y una disminución del mismo provoca un 

aumento de los tiempos de retención innecesarios. Además el hecho de 

emplear como sistema de detección espectrofotometría de masas el 

empleo de flujo de fase móvil de 0,5 mL/min es favorable para una 

correcta eliminación de la fase móvil en la fuente de ionización.  

Una vez seleccionada la composición y flujo de la fase móvil, se realizó 

el estudio del tiempo necesario para la estabilización de la columna 
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entre cada inyección (post time) evitando así las variaciones en los 

tiempos de retención de cada analito. 

Debido a una pequeña, pero no menos importante variación en los 

tiempos de retención (Tr) de los analitos en inyecciones sucesivas, fue 

necesario estudiar un tiempo de estabilización de la columna después 

de que finalizara el análisis. De esta manera se estudiaron cuatro 

tiempos que permitieran la estabilidad de la columna manteniendo los Tr 

entre tres inyecciones consecutivas. La tabla 4 muestra el coeficiente de 

variación del tiempo de retención de tres inyecciones consecutivas 

obtenidas al variar el tiempo de estabilización de la columna entre dos 

inyecciones consecutivas entre 2 y 10 min. 

Tabla 4 Influencia del tiempo de estabilización de la columna en la variación de 

los tiempos de retención de los analitos CV(%) 

 

Se puede observar que para 7 y 10 minutos de estabilización de la 

columna los tiempos de retención se mantienen sin mayores variaciones 

después de las tres inyecciones consecutivas, con coeficientes de 

Compuesto o 
Tiempo (min) 

2 4 7 10 

Dinotefuran CVTr (%) 14,1 12,6 0,08 0,08 

Nitenpyram CVTr (%) 7,6 5,5 0,1 0,07 

Tiametoxam CVTr (%) 4,7 3,1 0,06 0,05 

Clotianidina CVTr (%) 3,1 2,9 0,03 0,02 

Imidacloprida CVTr (%) 2,6 2,1 0,05 0,05 

Acetamiprida CVTr (%) 2,9 2,1 0,09 0,09 

Tiacloprida CVTr (%) 2,8 2,2 0,1 0,1 
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variación menores al 0,1%, el tiempo de estabilización de la columna 

seleccionado fue de 7 minutos.  

 

IV.2.3.2.2.Temperatura de la columna 

 

Para estudiar la influencia de la temperatura de la columna sobre la 

separación se realizaron ensayos variando dicho parámetro entre 25 y 

40°C, en intervalos de 5°C. Los resultados obtenidos se muestran en la 

tabla 5, donde se puede apreciar que el aumento de la temperatura no 

mejora de modo significativo los diferentes parámetros cromatográficos. 

Se observaba como es lógico, que a medida que aumentaba la 

temperatura de la columna los analitos sufrían una menor retención. Se 

seleccionó una temperatura de 35ºC, con buenos tiempos de retención 

para cada analito sin perjudicar la calidad de las señales. 
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Tabla 5. Influencia de la temperatura en los parámetros cromatográficos (n=3). 

Compuesto Parámetro cromatográfico 
Temperatura (°C) 

25 30 35 40 

Dinotefuran 

Tiempo de Retención (min) 7,2 7 7 6,4 

Anchura (min) 0,16 0,17 0,16 0,17 

Simetría 0,90 0,92 0,97 0,93 

Nitenpyram 

Tiempo de Retención (min) 8,6 8,4 8,2 8,0 

Anchura (min) 0,16 0,16 0,15 0,17 

Simetría 0,85 0,89 0,97 0,95 

Tiametoxam 

Tiempo de Retención (min) 10,4 10,2 10 9,8 

Anchura (min) 0,16 0,15 0,15 0,16 

Simetría 0,90 0,93 0,95 0,94 

Clotianidina 

Tiempo de Retención (min) 11,7 11,5 11,3 11,1 

Anchura (min) 0,15 0,15 0,15 0,15 

Simetría 0,95 0,96 0,98 0,91 

Imidacloprida 

Tiempo de Retención (min) 12,2 12 11,8 11,6 

Anchura (min) 0,16 0,15 0,15 0,16 

Simetría 0,93 0,92 0,93 0,89 

Acetamiprida 

Tiempo de Retención (min) 13 12,8 12,6 12,5 

Anchura (min) 0,16 0,16 0,16 0,16 

Simetría 0,88 0,96 0,96 0,88 

Tiacloprida 

Tiempo de Retención (min) 15 14,7 14,5 14,2 

Anchura (min) 0,17 0,17 0,16 0,16 

Simetría 0,91 0,89 0,91 0,91 
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IV.2.3.2.3. Volumen de inyección 

Considerando que se desea analizar neonicotinoides a nivel de trazas y 

que a mayores volúmenes de inyección se podrían obtener límites de 

detección más bajos, el siguiente parámetro a estudiar fue el volumen 

de inyección. De esta manera se ensayaron distintos volúmenes de 

inyección entre 10 y 20 µL, donde es importante mencionar que se 

evitaron volúmenes superiores pues a mayores cantidades se podría 

producir un ensanchamiento de los picos y cuando se inyectaran 

muestras en vez patrones, la fuente de ionización podría presentar 

acumulación de impurezas propias de una matriz grasa como la cera.  

Al analizar los resultados experimentales se puedo observar que las 

relaciones Señal/ruido son levemente superiores para la mayoría de los 

analitos cuando se inyectan 20 µL, pero es importante destacar que con 

este volumen de inyección la señal de imidacloprida es más ancha y se 

pierde simetría del pico, por lo que el volumen seleccionado fue de 15 

µL priorizando la inyección de un volumen mayor sin que se deformen 

los picos y se pierda su simetría.  

 

IV.2.3.3.Condiciones cromatográficas seleccionadas 

Como resultado de la experimentación realizada, las condiciones 

cromatográficas seleccionadas para determinar los siete 

neonicotinoides, corresponden a una fase móvil constituida por ácido 

fórmico 0,1% en agua y acetonitrilo en régimen de gradiente (ver tabla 

5), con un flujo de 0,5 mL/min a una temperatura de 35°C y un volumen 

de inyección de 15 µL. La identificación y cuantificación de los 

compuestos se llevó a cabo mediante espectrofotometría de masas 

utilizando un cuadrupolo y como fuente de ionización ESI(+).  
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En la figura 5 se muestra un cromatograma de una disolución de los 

siete analitos obtenido con las condiciones cromatográficas descritas 

anteriormente. 

 

Figura 5. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolución con 500 µg/L de 

dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam (3), clotianidina (4),imidacloprida 

(5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7) con las condiciones seleccionadas. 

 

IV.2.3.4. Estabilidad de los compuestos en disolución. 

Se evaluó la estabilidad de los compuestos en disolución agua/ACN 

(50:50 v/v), mezcla utilizada como disolvente de los patrones. Para ello 

se prepararon disoluciones de los siete analitos a una concentración de 

1000µg/L. Dichas disoluciones fueron inyectadas de manera regular 

durante 30 días con las condiciones cromatográficas seleccionadas en 

el apartado anterior. Estas disoluciones se conservaron a distintas 

condiciones de luz y temperatura. Dos disoluciones se mantuvieron a 

25ºC una en presencia de la luz y otra en ausencia. Además una fue 

guardada en frigorífico a 4°C, y otras dos en estufa a 35ºC y 60ºC 

respectivamente. Cada día se preparó una disolución de referencia de 

la misma concentración para contrastar los resultados.  

Los resultados obtenidos durante los 30 días que duró el estudio se 

muestran en la figura 6, donde se representa el % de la señal de cada 
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compuesto con respecto al patrón de referencia durante el tiempo que 

duró el estudio en ausencia y presencia de radiación. 

 

 

 

 

Figura 6. Gráficas correspondientes al estudio de la influencia de la  radiación 

para el dinotefuran y nitenpyram. 
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Figura 6 (continuación). Gráficas correspondientes al estudio de la influencia 

de la radiación para el tiametoxam, clotianidina y imidacloprida. 
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Figura 6 (continuación). Gráficas correspondientes al estudio de la influencia 

de la  radiación para acetamiprida y tiacloprida. 

De los resultados que se muestran en la figura se deduce que los siete 

neonicotinoides son estables en ausencia de radiación a lo largo de los 

30 dias. Destacar el caso del nitenpyran, el cual en presencia de la luz 

sufre una pérdida del 40% a lo largo de los 30 días. El resto de los 

analitos sufren una pérdida como máximo del 15% a  lo largo del 

periodo de tiempo estudiado debido a la radiación. Del estudio se 

deduce que las disoluciones patrón deben de ser conservadas en viales 

topacio.  
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A continuación en la figura 7 se muestran los resultados obtenidos 

durante los 30 días que duró el estudio a distintas temperaturas, donde 

se representa el % de la señal de cada compuesto con respecto al 

patrón de referencia durante 30 días.  

 

 

 

 

Figura 7. Gráficas correspondientes al estudio de la influencia de la 

temperatura para el dinotefuran y nitenpyram. 
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Figura 7 (continuación). Gráficas correspondientes al estudio de la influencia 
de la temperatura para el tiametoxam, clotianidina y imidacloprida 
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Figura 7 (continuación). Gráficas correspondientes al estudio de la influencia 

de la temperatura para acetamiprida y tiacloprida. 

Al observar los resultados que quedan reflejados en la figura 7 se puede 

afirmar que todos los analitos son estables en disolución cuando 

permanecen almacenados en frigorífico (4°C) y que el aumento de la 

temperatura provoca una disminución en la concentración. A destacar 

de nuevo en este caso el comportamiento anómalo del nitenpyram 

frente al resto de analitos, cuya perdida a lo largo del tiempo es mucho 

mayor. 
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Una vez finalizado el estudio de estabilidad de los siete neonicotinoides 

en disolución, se puede concluir que en períodos largos de tiempo (30 

días), los analitos son más estables en ausencia de radiación y a 4ºC. 

Por lo que es aconsejable guardar las disoluciones patrón en estas 

condiciones.  
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IV.3.DETERMINACION DE SIETE NEONICOTINOIDES EN 
CERA 
 

IV.3.1.TRATAMIENTO DE MUESTRA 

Es bien sabido que los productos de la colmena presentan una 

composición muy variada, donde la  cera es una de las más complejas 

en la que además se encuentran impurezas propias de la colmena, tales 

como restos de larvas, abejas, polen y miel, entre otros. Por esta razón 

es necesario disponer  de un procedimiento adecuado de tratamiento de  

la muestra. 

Para desarrollar el procedimiento se trabajó con ceras proporcionadas 

por el Centro Apícola Regional (CAR) de Marchamalo, en las que 

previamente se comprobó la ausencia de neonicotinoides.  

En una primera etapa, fue necesario estudiar la adición de los siete 

analitos a la cera para conseguir una mezcla homogénea. Dichos 

estudios se realizaron en condiciones mínimas de luz y protegiendo la 

cera de radiación, así y después de varios estudios, la cera fue fundida 

en un recipiente de aluminio a baño maría a 65º C, luego se adicionó 

una disolución de los siete neonicotinoides en acetona, posteriormente 

se homogenizó la mezcla y se esperó 3 minutos a la evaporación del 

disolvente. Una vez transcurrido este tiempo, se sacó la cera del baño 

maría y se dejó a temperatura ambiente para que solidificara y así 

continuar con los estudios. Dicho procedimiento se muestra en la figura 

8 . 
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Figura 8. Esquema del procedimiento de adición de patrones a la cera 
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Una vez adicionados los compuestos a la cera, fue necesario realizar 

unos primeros estudios para establecer la cantidad de cera a extraer. 

De esta manera con el fin de obtener siempre los mejores límites de 

cuantificación y debido a los conocimientos obtenidos por el grupo en  

trabajos anteriores con esta matriz se estudiaron distintas masas de 

cera entre 0,5 y 2,5 g, empleando volúmenes de disolvente aceptables 

para después poder eliminar de manera fácil. Se fijó como masa de cera 

para trabajar de 2 g. 

El siguiente paso fue efectuar ensayos de disolución y extracción con 

distintos disolventes, que deben facilitar la solubilidad de la cera para 

así favorecer la salida del analito  

Primero se pensó en aquellos disolventes donde los siete analitos 

presentan mayor solubilidad como diclorometano, acetona y acetonitrilo. 

Además, considerando la experiencia en trabajos previos realizados en 

nuestro grupo de investigación para la extracción de otros pesticidas 

desde la cera, también se pensó en el uso de cloroformo y n-hexano, 

pero los resultados no fueron satisfactorios para ninguno de los 

disolventes o mezcla de estos, ya que con todos ellos la cera 

permanece insoluble a temperatura ambiente, dificultando la extracción 

del analito.  

A continuación, con la idea de facilitar la disolución de la cera con los 

distintos disolventes y facilitar la extracción del analito, se realizaron 

pruebas de agitación en Vortex, agitador magnético con calefactor y 

baño de ultrasonidos, a distintas temperaturas y tiempos, los resultados 

de estas pruebas se muestran en la tabla 6. 
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Tabla 6. Pruebas de solubilidad de 2 g cera en 5 mL de distintos disolventes, 

con agitación, ultrasonidos y a diferentes temperaturas. 

Disolvente Agitación 
Tiempo 
(min) 

Temperatura 
(°C) 

Solubilidad 

Acetonitrilo 

- - 20 Insoluble 

Vortex 5 20 Insoluble 

A. magnético 20 50 Parcial 

Ultrasonido 20 30 Parcial 

Acetona 

- - 20 Insoluble 

Vortex 5 20 Insoluble 

A. magnético 20 50 Soluble 

Ultrasonido  20 30 Parcial 

Acetonitrilo/Acetona 

(50:50 v/v) 

- - 20 Insoluble 

Vortex 5 20 Insoluble 

A. magnético 20 50 Parcial 

Ultrasonido  20 30 Parcial 

Diclorometano 

- - 20 Insoluble 

Vortex 25 20 Parcial 

A. magnético 5 50 Soluble 

Ultrasonido 20 30 Soluble 

 

Cloroformo 

- - 20 Insoluble 

Vortex 15 20 Parcial 

A. magnético 3 50 Soluble 

Ultrasonido 20 30 Soluble 

n-hexano 

- - 20 Insoluble 

Vortex 15 20 Parcial 

A. magnético 3 50 Soluble 

Ultrasonido 20 30 Soluble 

- : Sin agitación 
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Como se puede observar en la tabla 6 los ultrasonidos ayudan a 

solubilizar la cera, pero los tiempos son muy elevados, evaporándose 

casi la totalidad del disolvente en el caso de los más volátiles. Para el 

caso de acetonitrilo, acetona y la mezcla de ambos, estos no solubilizan 

totalmente la cera, incluso incorporando agitación y temperatura, por lo 

que se requieren tiempos demasiado altos para conseguir una  

disolución total.  

Los mejores resultados se obtuvieron para los disolventes más apolares 

como diclorometano, cloroformo y n-hexano. Para los tres casos se 

descarta el uso del baño de ultrasonidos porque los tiempos son muy 

largos considerando que ésta es sólo la etapa de disolución de la cera, 

a lo que habría que sumarle los demás pasos del tratamiento de 

muestra. Por otro lado, el uso de agitador magnético, es favorable para 

todos los disolventes desde el punto de vista de tiempo asociado a la 

disolución, pero diclorometano y cloroformo se evaporaron muy 

fácilmente ya que presentan puntos de ebullición de 40°C y 61°C, 

respectivamente, por lo que su uso tampoco sería conveniente. Si a 

esto además le sumamos la desventaja que son disolventes 

organoclorados, entonces el disolvente seleccionado es n-hexano, ya 

que disuelve la cera, favoreciendo la extracción líquido-líquido.  

Una vez seleccionado n-hexano como disolvente para la cera se 

procedió a realizar las extracciones líquido-líquido para separar los 

analitos de interés. Se observó cuando se empleaba como extractante 

agua que las señales obtenidas para los analitos, imidacloprida y 

nitenpyram eran demasiado bajas, ello podría ser debido a que el 

primero de ellos presenta una baja solubilidad en n-hexano, en el caso 

de nitenpyram, se ha descrito con anterioridad este problema cuando se 

emplea n-hexano como extractante.93 Debido a lo cual se planteó la 

posibilidad de aumentar la polaridad del disolvente de la cera. Se 
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realizaron pruebas empleando como disolvente de la cera la mezcla n-

hexano/isopropanol, variando su composición desde 5:5 a 9:1 (v/v) y 

como extractante se empleó agua. Los porcentajes de extracción 

obtenidos para cada uno de los siete neonicotinoides se muestran en la 

tabla 7.  

Tabla 7 % de recuperación obtenidas después de disolver 2 g de cera con los 

siete neonicotinoides a 1mg/kg con diferentes mezclas n-hexano/isopropanol 

empleando como extractante agua (n=3). 

Compuesto 
Mezcla 

n-hexano/isopropanol 
5:5 6:4 7:3 8:2 9:1 

Dinotefuran 16 11 76 76 65 

Nitenpyram 10 11 35 64 24 

Tiametoxam 59 47 71 76 59 

Clotianidina 92 83 50 79 42 

Imidacloprida 56 56 67 78 67 

Acetamiprida 59 49 62 77 64 

Tiacloprida 74 62 79 84 68 

 

Los mejores resultados se obtuvieron cuando se empleó la mezcla n-

hexano/isopropanol en porporción 8:2( v/v), donde se lograron 

porcentajes de recuperación en todos los casos superiores al 75% salvo 

en el caso del nitenpyram que no superaba el 65%.  

Con el fin de aumentar en la medida de lo posible estos porcentajes a 

continuación se estudiaron otros extractantes que fueran inmiscibles 

con  la mezcla n-hexano-IPA y que además extrajeran los analitos 

desde la matriz. En cuanto a los resultados obtenidos es necesario 
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indicar que el agua proporcionó mejor separación de las fases y por lo 

tanto una mejor extracción, que se vio reflejada en mejores 

recuperaciones, motivo por el cual fue elegido como disolvente 

extractante. A continuación, se estudiaron los distintos volúmenes de 

mezcla de disolvente y extractante para una óptima extracción líquido-

líquido. Estos resultados se pueden ver en la tabla 8 

Tabla 8. % de recuperaciones obtenidas después de disolver y extraer 2g de 

cera con los siete neonicotinoides a 1 mg/kg empleando distintas proporciones 

de ambos (n=3). 

Compuesto 
Volumen 

n-hexano/isopropanol - Agua (mL) 
15 – 15 10 - 15 15 - 10 

Dinotefuran 82 89 91 

Nitenpyram 58 59 70 

Tiametoxam 76 91 93 

Clotianidina 64 84 88 

Imidacloprida 62 74 83 

Acetamiprida 66 58 69 

Tiacloprida 70 88 93 

 

Como se puede observar, en general los mayores porcentajes de 

recuperación se obtuvieron cuando los 2 g de cera eran disueltos en 15 

mL de la mezcla n-hexano:IPA (8:2) y empleando 10 mL de agua como 

extractante con  porcentajes de recuperación superiores al 83%, salvo 

para nitenpyram y acetamiprida que no se logró superar el 70% de 

recuperación.  
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Una vez seleccionados los volúmenes más adecuados de disolventes 

para disolver y extraer, el trabajo se centró en estudiar la  influencia de 

la  temperatura y el tiempo de extracción sobre la recuperación. En 

cuanto a la temperatura de extracción se comprobó que al añadir el 

extractante a temperatura ambiente sobre la cera disuelta a 50ºC en     

n-hexano:IPA, ésta  se solidificaba parcialmente formándose una 

solución pastosa. Por este motivo se seleccionó trabajar a 60ºC, 

temperatura que presentaba una serie de ventajas: por un lado permite 

que la cera permanezca fundida, no se llegaba a la temperatura de 

ebullición del n-hexano (69°C) por lo que éste no se evapora durante el 

proceso y además a esta temperatura los analitos eran estables durante 

corto periodo de tiempo 

A pesar de que las extracciones realizadas hasta ahora se habían 

efectuado con un tiempo de extracción de 5 minutos, fue necesario 

estudiar la influencia sobre la extracción del tiempo de agitación. Para 

ello se hicieron una serie de ensayos variando el tiempo desde 0 a 5 

minutos. Los resultados obtenidos de estos ensayos se pueden 

observar en la tabla 9. En este caso se llevó a cabo el estudio a tres 

niveles de concentración. 

Como se puede ver en dicha tabla, la agitación durante la extracción es 

un factor necesario para mejorar las recuperaciones de los analitos, ya 

que esto mejora el contacto de los analitos con el extractante. En cuanto 

a los dos tiempos estudiados, los 5 minutos proporcionan porcentajes 

más altos de recuperación para todos los neonicotinoides. Tiempos de 

extracción mayores no fueron beneficiosos para la extracción ya que se 

favorece la evaporación del n-hexano/isopropanol, dificultando la etapa 

posterior de separación de fases en el embudo de decantación. 
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Una vez efectuada la extracción líquido-líquido, fue necesario separar 

ambas fases, por lo que la mezcla fue depositada rápidamente y en 

caliente en un embudo de decantación, para separar la cera disuelta 

(fase orgánica) del agua que contenía los analitos.  

Tabla 9. Recuperaciones obtenidas después de realizar la extracción de 2g de 

cera a tres niveles de concentración de neonicotinoides (µg/kg) sin agitación y 

con distintos tiempos de agitación. 

Compuesto 
Sin agitación  

Con agitación 
(3 min.) 

 
Con agitación 

(5 min.) 

125 250 500  125 250 500  125 250 500 

Dinotefuran 62 61 60  83 84 81  85 84 86 

Nitenpyram 48 51 52  54 57 56  71 74 78 

Tiametoxm 70 65 68  82 83 84  92 85 87 

Clotianidina 61 59 63  83 85 81  94 96 91 

Imidacloprida 65 61 67  74 63 76  89 93 91 

Acetamiprida 58 54 63  87 95 86  86 90 89 

Tiacloprida 57 55 62  65 58 63  82 83 86 

 

Hasta esta etapa, las recuperaciones de todos los analitos eran 

superiores al 70%, pero los cromatogramas obtenidos presentaban un 

gran número de picos, lo que implicaba que las muestras inyectadas 

contenían una serie de compuestos (hidrocarburos, ésteres…) que 

además podían producir una mala ionización de los iones para su 

detección por MS y ensuciaban la fuente de ionización. Para solucionar 

estos problemas se decidió emplear cartuchos de extracción en fase 

sólida para llevar a cabo la concentración del extracto líquido en vez de 

evaporador rotatorio el cual había sido empleado hasta al momento.  

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 



IV. Parte experimental: determinación de siete neonicotinoides en cera 

70 
 

En esta etapa se probaron  el cartucho Florisil® relleno con silicato de 

magnesio y un cartucho muy utilizado en la detección de 

neonicotinoides en distintas matrices, Isolute HM-N, relleno con tierras 

de diatomeas. 

Es importante destacar que el cartucho Isolute HM-N no cumple con el 

fundamento de la SPE, sino más bien funciona como una extracción 

líquido-líquido ya que las tierras de diatomeas se hidratan reteniendo el 

agua y cualquier analito contenido en la fase acuosa, para que 

posteriormente dichos analitos sean eluidos con cualquier disolvente 

orgánico. Este procedimiento presenta algunas ventajas con respecto a 

los otros sorbentes de SPE porque no necesita pre acondicionamiento y 

además para el tamaño de cartucho seleccionado para un volumen de 

muestra (10 mL) se emplea un volumen de eluyente (20 mL) definido en 

las especificaciones por lo que tampoco fue necesario realizar estudios 

de dichos parámetros. 

En estudio de los cartuchos de Florisil®, se efectuó el pre 

acondicionamiento con 5 mL de metanol y agua. Para a continuación 

pasar los 10 mL de agua utilizados como extractante. Se evaluó la 

posibilidad de secar el cartucho, para ello se estudiaron tres tiempos de 

secado con flujo de nitrógeno entre 5 y 30 minutos, para los cuales no 

se observaron diferencias significativas en las recuperaciones, por lo 

que se seleccionaron los 5 minutos priorizando menores tiempos en 

dicha etapa. En este caso el volumen de elución empleado fue de 5 mL. 

En ambos cartuchos se ensayaron cinco disolventes como eluyentes 

considerando la buena solubilidad de los analitos en cada disolvente, de 

esta manera se empleó cloroformo, acetato de etilo, diclorometano, 

acetonitrilo y acetona en cantidades de 5 mL para los cartuchos Florisil® 

y 20 mL para los Isolute HM-N como ya se ha indicado anteriormente  
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Otra variable que se consideró ensayar, fue la concentración de los 

analitos en las muestras, para así evaluar si las recuperaciones eran 

reproducibles a distintas concentraciones. De esta manera se 

ensayaron tres niveles de concentración de cada neonicotinoide en 

cera, entre 125 y 500 μg/kg. Los resultados de las recuperaciones 

obtenidas para cada cartucho, disolvente y concentración ensayada se 

pueden ver en la tabla 10. 
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Tabla 10. Recuperaciones obtenidas después de las etapas de extracción de 2g de cera a tres niveles de concentración y 

limpieza con distintos disolventes para los dos cartuchos propuestos (n=3). 

*Isolute HM-N eluido con 20 mL y Florisil® con 5 mL.

Cartucho* Isolute HM-N e Florisil® Isolute HM-N Florisil® Isolute HM-N Florisil® 

Disolvente Cloroformo Acetato de etilo Diclorometano 

Concentración 
(μg/kg) 

125 200 500 125 200 500 125 200 500 125 200 500 125 200 500 125 200 500 

Dinotefuran 63 65 64 11 15 12 42 41 46 12 13 11 49 47 48 9 10 11 

Nitenpyram 49 56 51 18 20 19 19 22 21 6 10 6 35 33 33 12 12 12 

Tiametoxam 65 59 65 16 13 15 44 46 45 21 16 18 56 54 54 13 10 12 

Clotianidina 48 48 47 19 16 17 49 48 47 14 15 11 55 55 54 10 16 14 

Imidacloprida 40 37 38 29 33 34 50 51 55 28 30 34 57 58 54 25 27 28 

Acetamiprida 29 29 30 46 48 47 41 49 51 40 38 43 59 61 59 35 38 33 

Tiacloprida 27 24 26  55 49 45 45 42 48 47 50 62 63 59 40 46 42 
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Tabla 10 (continuación). Recuperaciones obtenidas después de las etapas de extracción de 2g de cera a tres niveles de 

concentración y limpieza con distintos disolventes para los dos cartuchos propuestos (n=3). 

*Isolute HM-N eluido con 20 mL y Florisil® con 5 mL. 

Cartucho* Isolute HM-N Florisil® Isolute HM-N Florisil® 

Disolvente Acetonitrilo Acetona 

Concentración 
(μg/kg) 

125 200 500 125 200 500 125 200 500 125 200 500 

Dinotefuran 94 95 97 21 20 23 101 103 102 18 18 19 

Nitenpyram 81 88 85 14 16 14 97 99 98 26 24 27 

Tiametoxam 78 84 80 11 14 10 93 91 96 14 17 16 

Clotianidina 89 91 92 13 17 15 97 98 95 25 23 21 

Imidacloprida 78 87 80 27 28 27 90 96 94 47 42 48 

Acetamiprida 81 85 85 30 35 36 90 94 95 50 54 57 

Tiacloprida 81 82 81 58 54 56 84 89 85 72 70 74 
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Como puede observarse, los mejores resultados se obtuvieron para los 

cartuchos Isolute HM-N con recuperaciones muy superiores a las 

obtenidas con los cartuchos Florisil®  para todos los analitos y 

disolventes más polares (diclorometano, acetonitrilo y acetona). 

Tiacloprida y acetamiprida fueron los únicos analitos que dieron 

recuperaciones mayores usando los cartuchos Florisil® con disolventes 

apolares (cloroformo y acetato de etilo). En cuanto al mejor eluyente, los 

resultados fueron superiores con acetona para todos los analitos y 

concentraciones, por lo que este disolvente fue el seleccionado para 

esta etapa, obteniéndose en todos los casos recuperaciones superiores 

al 85%. Además los cromatogramas obtenidos en todos los casos eran 

muchos más limpios que los  que se obtenían antes de llevar a cabo 

una limpieza empleando los cartuchos. 

Con respecto a los tres niveles de concentración ensayados, las 

recuperaciones no presentan diferencias significativas entre cada 

concentración, por lo que se puede concluir que los resultados son 

repetibles a las distintas concentraciones de analitos estudiadas. 

A la vista de los resultados de la tabla 10, se seleccionó el cartucho 

Isolute HM-N para la extracción-limpieza en fase sólida y como eluyente 

acetona, en un volumen de 20 mL.  

Es importante mencionar que durante todos los ensayos, cada extracto 

ha sido concentrado en evaporador rotatorio a 40º C, el residuo 

obtenido ha sido reconstituido en 1 mL de fase móvil y posteriormente 

filtrado con filtro de jeringa de 0,45 µm. 

Aunque en todos los ensayos efectuados el reconstituyente ha sido fase 

móvil y se han obtenido buenas recuperaciones para la mayoría de los 

analitos empleando los cartuchos Isolute HM-N, fue necesario mejorar 

la disolución del residuo que queda después de la evaporación, ya que 
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se observa una pequeña cantidad de material insoluble que nos hace 

pensar que podríamos aumentar las recuperaciones de aquellos 

analitos que están por debajo del 85%. En este sentido se estudió el 

disolvente para la reconstitución. Para ello se probó la redisolución con 

la fase móvil inicial (90:10 fórmico0.1%: acetonitrilo), agua, acetonitrilo y 

mezcla de estos dos últimos. Los resultados de dichos ensayos se 

muestran en la tabla 11. 

 

Tabla 11. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de cera con los 

siete analitos a 500 µg/kg y reconstituidos en 1 mL de distintos disolventes. 

Compuesto 

Recuperaciones (%) 

Fase móvil Agua Acetonitrilo 
Agua/acetonitrilo 

(50:50) 

Dinotefuran 98 102 97 110 

Nitenpyram 96 97 70 94 

Tiametoxam 95 96 81 95 

Clotianidina 94 101 94 107 

Imidacloprida 92 94 108 111 

Acetamiprida 95 83 97 98 

Tiacloprida 85 92 106 103 
 

Como se puede observar en la tabla las recuperaciones son ligeramente 

más altas al emplear como disolvente la mezcla agua/acetonitrilo 

(50:50), la cual fue seleccionada, además al emplear dicha mezcla las 

relaciones señal/ruido obtenidas fueron más altas generando límites de 

detección y cuantificación más bajos. 
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De esta manera y habiendo optimizado todos los parámetros antes 

mencionados, el extracto resultante fue transferido a un balón de fondo 

redondo de 25 mL para ser evaporado a sequedad a 40°C en el 

rotavapor. A continuación el residuo fue reconstituido en 1 mL de 

agua/acetonitrilo (50:50 v/v), y pasado a través de un filtro de jeringa de 

0,45 µm, para finalmente inyectar una alícuota de 15 μL en el equipo de 

LC-ESI-MS con las condiciones mencionadas en el apartado anterior. 

Un resumen del tratamiento de muestra se muestra la figura 9. 
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Figura 9. Esquema del tratamiento de muestra de cera

Elución  20mL 
acetona 

Separación de 
fases Ext. 10mL agua 

Extracción x 5`  

Disolver en 1mL               
agua/ACN (50:50) 

Fase 
acuosa 

Disolver a 60ºC 

Inyección 
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IV.3.2. VALIDACION DEL MËTODO 

La validación del método se realizó siguiendo las directrices marcadas 

por el documento SANCO/825/00,143 la guía ICH Tópico Q2144 y el 

informe técnico de la IUPAC del 2002.145 Determinándose la 

selectividad, la linealidad y efecto matriz, límites de detección y 

cuantificación y repetitividad para el método LC-ESI-MS. 

 

IV.3.2.1 Selectividad 

Para la evaluación de la selectividad del método propuesto se 

compararon los cromatogramas de extractos de cera tratados que no 

contenían neonicotinoides (figura 10, A) con extractos de cera tratados 

a los que se les había añadido una mezcla de los siete patrones (figura 

10, B). Como se observa en la figura no hay coelución con 

componentes de la matriz por lo tanto no hay interferencias a los 

tiempos que eluye cada analito. 

 

 



IV. Parte experimental: determinación de siete neonicotinoides en cera 

79 
 

 

Figura 10. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) de (A) cera 

tratada y (B) cera con 250 µg/kg de dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam 

(3), clotianidina (4),imidacloprida (5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7). 

 

IV.3.2.2. Límite de detección y cuantificación 

En una primera etapa, se inyectaron una serie de extractos de cera 

libres de neonicotinoides, denominados extractos blancos, a los cuales 

se les midió el valor del ruido de la respuesta analítica al tiempo que 

eluye cada uno de los neonicotinoides  y en una segunda etapa, se 

inyectaron extractos de cera con los siete analitos adicionados 

previamente y realizando diluciones sucesivas hasta obtener una señal.  

Una vez obtenido el ruido y las señales, se calcularon los límites de 

detección (LOD) y cuantificación (LOQ), correspondientes a aquellas 

concentraciones que proporcionaban 3 y 10 veces la relación 

señal/ruido, respectivamente.  

Los valores de LOD y LOQ calculados para el método propuesto se 

muestran en la tabla12.  
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Tabla 12 . Límites de detección y cuantificación de cada compuesto en cera. 

 

Compuesto LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) 

Dinotefuran 2,0 6,0 

Nitenpyram 0,4 1,5 

Tiametoxam 0,9 3,0 

Clotianidina 2,3 7,0 

Imidacloprida 2,0 6,0 

Acetamiprida 0,6 2,0 

Tiacloprida 1,2 4,0 

 
IV.3.2.3. Linealidad y efecto matriz 

Para llevar a cabo el estudio de la linealidad se preparó una línea de 

calibrado de patrones en disolución y otra de ceras sometidas al 

tratamiento, a las cuales se les adicionó una alícuota de solución de los 

siete analitos enrasada a 1mL en un intervalo de concentración del 

límite de cuantificación a 1000 µg/kg. El intervalo lineal para cada 

compuesto se puede observar en la tabla 13, junto con los resultados 

obtenidos para cada ecuación de la recta, obtenida utilizando el método 

de patrón externo y ajustando con mínimos cuadrados.  

Para verificar la tendencia de la regresión se aplicó la prueba t, En este 

caso se cumple que la texp > ttab para todos los analitos, por lo tanto se 

acepta que el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de 

determinación (r2), se puede deducir el buen ajuste de los calibrados, ya 

que sus valores se encuentran entre 0,992 y 0,999 en todos los casos. 

Para verificar el efecto matriz, se realizó la comparación de las 

pendientes de las líneas de calibrado de cada analito en disolución y las 
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pendientes de las líneas de calibrado de ceras tratadas a las cuales se 

les adicionó los analitos después del tratamiento (tabla13). De esta 

manera se pudo evaluar que existe un efecto matriz entre un 21 y 39%, 

por lo que la cuantificación de los siete neonicotinoides debe ser 

realizada sobre un calibrado en ceras.  
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Tabla13  Intervalo analítico y parámetros de la línea de calibrado para cada compuesto (n=6) 

Compuesto Calibrado Concentración (µg/kg) a (x103) Sa (x103) b (x103) Sb (x103) R2 Sy/x (x103) 

Dinotefuran 
Disolución 

6 – 1.000 
259,6 52,8 22,3 0,22 0,999 133,7 

Cera 215,6 42,2 20,2 0,17 0,996 131,1 

Nitenpyram 
Disolución 

1,5 – 1.000 
306,8 88,1 47,4 0,37 0,999 223,2 

Cera 288,1 69,9 41,4 0,29 0,998 216,9 

Tiametoxam 
Disolución 

3,0 – 1.000 
100,5 19,1 13,2 0,08 0,999 48,3 

Cera 71,9 25,3 9,3 0,10 0,998 78,4 

Clotianidina 
Disolución 

7,0 – 1.000 
24,9 9,1 11,6 0,04 0,999 23,2 

Cera -80,1 10,1 7,6 0,04 0,996 31,2 

Imidacloprida 
Disolución 

6,0 – 1.000 
-21,4 16,1 12,4 0,07 0,999 40,7 

Cera 25,9 12,0 8,1 0,05 0,998 37,2 

Acetamiprida 
Disolución 

2,0 – 1.000 
17,6 24,1 23,1 0,10 0,999 61,1 

Cera 444,4 30,1 16,4 0,12 0,998 93,1 

Tiacloprida 
Disoluicón 

4,0 – 1.000 
4,5 19,5 16,8 0,08 0,999 49,4 

Cera -145,1 17,3 12,1 0,07 0,992 53,7 
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IV.3.2.4. Precisión y Exactitud 

La precisión del método se estableció en términos de repetitividad y 

precisión intermedia. Para ello se procedió a inyectar por sextuplicado 

tres muestras de cera a las cuales se adicionó una disolución de los 

siete patrones a tres niveles de concentración y que fueron sometidas al 

tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluación de 

repetitividad, las inyecciones se hicieron el mismo día, mientras que 

para el estudio de la precisión intermedia, dichas inyecciones fueron 

realizadas en tres días consecutivos. Los resultados que se obtuvieron 

se detallan en la tabla14. 

Como se puede observar en dicha tabla, los coeficientes de variación no 

superan el 8%, valores que se ajustan a la precisión cuando se analizan 

trazas, según lo establecido por la Comisión Europea en su documento 

SANCO/825/00.143 

Para evaluar la exactitud se sometió al tratamiento de muestra 

seleccionado a cinco muestras y a tres niveles de concentración, 

determinado en cada uno de los casos de los porcentajes de 

recuperación. De los resultados de la tabla se  puede concluir que el 

método puesto a punto conduce a resultados exactos puesto que se 

obtienen en todos los casos porcentajes superiores al 85%, lo cual 

supondrían errores inferiores a un 15% en el análisis de muestras 

Valores aceptables para este tipo de analitos en muestras de cera a 

nivel de trazas. 
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Tabla 14  Estudios de precisión y exactitud del método. 

 
Compuesto 

 
Concentración 

(µg/kg) 

Estudios de precisión (n=6) 
Estudios de Exactitud (n=5) 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

 

Dinotefuran 

10 9,9 5,2 9,7 5,1 9,9 100 7,0 

200 203 5,9 203 5,9 204 102 5,3 

1000 1045 4,1 1041 5,2 1049 105 4,2 

 

Nitenpyram 

4 3,4 2,8 3,5 2,9 3,7 93 4,1 

200 196 4 199 4,9 198 99 5 

1000 1012 7,2 1008 5,0 1010 101 5,3 

 

Tiametoxam 

4 3,7 8,3 3,8 6,9 3,5 87 6,1 

200 183 4,4 185 5,9 180 90 5,3 

1000 856 7,2 860 7,2 854 85 6,1 
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Tabla 14 (continuación). Estudio de precisión y exactitud del método.  

 
Compuesto 

 
Concentración 

(µg/kg) 

Estudios de precisión (n=6) 
Estudios de exactitud (n=5) 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

 

Clotianidina 

10 10,5 5,1 9,9 3,9 10,4 104 4,9 

200 196 6,0 195 2,9 194 97 5,9 

1000 1018 8,0 1022 4,8 1023 102 5,3 

 

Imidacloprida 

 

10 9,5 7,1 9,1 3,9 9,1 91 6,3 

200 190 6,9 187 5,9 188 94 5,2 

1000 982 7,9 984 7,0 984 98 5,2 

 

Acetamiprida 

4 3,8 2,9 3,7 6,0 3,8 95 6,1 

200 187 5,3 190 7,3 186 93 5,1 

1000 984 7,9 985 3,1 981 98 4,9 

 

Tiacloprida 

10 9,1 5,1 9,0 3,1 9,1 91 5,1 

200 177 6,4 174 5,2 176 88 5,1 

1000 921 8,0 925 7,0 923 92 5,9 
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IV.3.3. APLICACIÓN DEL MÉTODO 
 

El método propuesto se ha aplicado al análisis de ceras provenientes de 

distintos apiarios cercanos a zonas agrícolas con árboles frutales de la 

región de Murcia.  

Antes de llevar a cabo el tratamiento de muestra fue necesario separar 

de los trozos de colmena las distintas matrices, miel, polen, cera e 

incluso restos de abejas y larvas muertas. Una vez separadas como 

puede verse en la figura 11 cada muestra de cera fue almacenada en 

tubos de centrifuga, en oscuridad y a 4°C.  

Para el análisis de residuos de neonicotinoides en cera, las muestras 

fueron sometidas al tratamiento de muestra puesto a punto y validado 

en los apartados anteriores. Los resultados obtenidos en dichos análisis 

se muestran en la tabla 15 

 

Destacar que de las 30 muestras de cera analizadas en ninguna de 

ellas se encontraron residuos de los neonicotinoides dinotefuran, 

nintenpyram, clotiadina ni tiacloprida por encima de los límites de 

detección. En una de las muestras se cuantificaron residuos de 

imidacloprida (39 µg/Kg). En ocho muestras se encontraron cantidades 

de tiametoxam entre 25-153 µg/kg, en tres de estas ocho además se 

cuantificaron residuos de acetamiprida entre 11-61 µg/Kg. Una muestra 

dio positiva solo en este último neonicotinoide. Destacan que tanto el 

tiametoxam como la acetamiprida pueden emplearse en el cultivo de 

frutales. 
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Figura 11. Trozo de panal y productos obtenidos después de la separación. 
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Tabla15. Concentraciones (µg/kg) de cada neonicotinoide en muestras de cera obtenidas de distintas colmenas. 

Muestra Compuesto 
Dinotefuran Nitenpyram Tiametoxam Clotianidina Imidacloprida Acetamiprida Tiacloprida 

1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
2 <LOD <LOD 153 <LOD <LOD <LOD <LOD 
3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
4 <LOD <LOD 139 <LOD <LOD <LOD <LOD 
5 <LOD <LOD 115 <LOD <LOD <LOD <LOD 
6 <LOD <LOD 14 <LOD <LOD <LOD <LOD 
7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 

10 <LOD <LOD 39 <LOD <LOD 11 <LOD 
11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
13 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
14 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 36 <LOD 
15 <LOD <LOD 25 <LOD <LOD <LOD <LOD 
16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 23 <LOD 
17 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
18 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
19 <LOD <LOD 33 <LOD <LOD 61 <LOD 
20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
21 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
22 <LOD <LOD 58 <LOD <LOD <LOD <LOD 
23 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
24 <LOD <LOD <LOD <LOD 39 <LOD <LOD 
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25 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
26 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
27 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
28 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
29 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
30 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
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IV.3.4. PERSISTENCIA DE NEONICOTINOIDES EN CERA DE 
ABEJAS 

IV.3.4.1. Introducción 

La persistencia de los plaguicidas en la cera de abejas es una 

problemática de interés no sólo para los apicultores, sino también para 

el mundo científico y sanitario, ya que como se mencionó anteriormente, 

este preciado producto es un bioacumulador77-79 de contaminantes que 

podrían estar afectando a la población de abejas. Acumulación que 

además tiene otro efecto sobre la colmena, ya que hay estudios que 

han demostrado su migración desde la cera a otros productos, como la 

miel82-84. Incluso se han aplicado modelos predictivos para explicar la 

difusión de algunos contaminantes dentro  de la colmena, concluyendo 

que los compuestos efectivamente difunden y que ambas matrices son 

capaces de  retener pesticidas por largo tiempo.146  

Este fenómeno es bien conocido por la industria argentina, que el año 

2004 se vio enfrentada a una de las pérdidas económicas más grandes 

de la historia apícola debido a la contaminación de sus mieles por 

nitrofuranos, compuestos empleados en el tratamiento de las colmenas 

para el control de enfermedades bacterianas y parasitarias.147 Estudios 

que posteriormente demostraron que los metabolitos de dichos 

contaminantes persisten en la cera por lo menos durante siete años, 

que la movilización de los contaminantes se genera por intercambio de 

cuadros que los apicultores realizan  dentro de la colmena y que las 

mismas abejas transportan contaminantes desde cuadros contaminados 

a cuadros nuevos, facilitando su movilización.148,149 

En lo que se refiere a la persistencia de neonicotinoides en distintas  

matrices, se han encontrado algunos estudios que investigan la 

degradación de estos compuestos por efectos de la radiación solar en 
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suelos,150 en grasas y cutículas de plantas151 o un trabajo más reciente 

que estudia la disipación de tiametoxam y tiacloprida en aguas 

residuales, lodos de depuradoras y soluciones surfactantes 

(tensoactivas), donde concluyen que bajo las mismas condiciones, 

tiametoxam degrada más fácilmente y  tiacloprida es más resistente  a 

la fotodescomposición.152 

Otros estudios importantes de mencionar, son aquellos que evalúan los 

efectos de la radiación sobre neonicotinoides153 o sus metabolitos154 

(degradación fotolítica) y aquellos que además de luz, utilizan un 

catalizador (TiO2), reacción conocida como degradación 

fotocatalítica.153-155  Trabajos que indican que los neonicotinoides 

estudiados generan una gran variedad de metabolitos o productos de 

degradación,154-156 que dichas degradaciones siguen cinéticas de primer 

orden154,155 y donde por primera vez se informa que clotianidina es un 

producto de transformación de tiametoxam.154 

En este contexto y considerando los estudios antes expuestos, nos 

planteamos el examinar la persistencia de los neonicotinoides en cera 

de abejas, evaluando la variación de la concentración de cada uno de 

ellos en cera sometida a distintas condiciones ambientales, durante  un 

período de 120 días.  

 

IV.3.4.2. Evaluación de la persistencia. 

 Los ensayos se llevaron a cabo adicionando los analitos, disueltos en 

acetona, a la cera fundida. Se evaluó el efecto que tiene la temperatura 

y la radiación sobre la persistencia de los siete neonicotinoides en la 

cera de abejas. Para ello el trabajo se dividió en tres etapas con 

distintas condiciones ambientales cada una.  
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• Primer estudio: Se fijaron las condiciones ambientales que se 

tienen dentro de la colmena, es decir una temperatura media de 

35°C y ausencia de la luz.  

• Segundo estudio: Con la idea de evaluar el efecto de la 

temperatura, el experimento se realizó a temperatura ambiente y en 

ausencia de luz.  

• Tercer estudio: Para evaluar el efecto de la luz, se consideró 

realizar el estudio a temperatura ambiente y en presencia de luz.  

La persistencia de los analitos fue evaluada durante 120 días, y a tres 

niveles de concentración (50,100 y 250 µg/kg)·para lo cual se procedió 

a tomar periódicamente una muestra representativa que se sometió al 

tratamiento y análisis por LC-MS. Cada día de medición se prepararon 

las disoluciones de referencia de las mismas concentraciones para 

contrastar los resultados. En las siguientes figuras se agrupan las 

gráficas de cada analito para una fácil comparación de los efectos de 

cada variable estudiada. 

En la figura 12 se muestra la persistencia del dinoterufan en la cera a lo 

largo de los tres meses en condiciones citadas.  

DINOTEFURAN:

 

0
20
40
60
80

100
120

0 15 30 60 90 120

50

100

250

DINOTEFURAN 

Tiempo (días) 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

 

(A) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas 

93 
 

 

 

Figura 12. Gráfico que muestra la persistencia de dinotefuran en cera en 

ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la radiación 

(C) a tres niveles de concentración. 

A la vista de los resultados se pueda afirmar que el dinotefuran 

permanece en la cera durante los primeros 15 días independientemente 

de las condiciones ambientales y al final de estudio éste ha reducido su 

presencia en la cera del orden del 50% para la tres concentraciones y 

condiciones estudias. 

En cuanto a la influencia de la luz, se puede decir que la persistencia de 

dinotefuran es más alta en los estudios realizados en ausencia de luz 
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(B) con respecto al estudio en presencia de luz (C), durante el primer 

mes ya que al finalizar el estudio la pesencia del analito en la cera no se 

ve influenciada por la radiación. Lo que podría indicar que el compuesto 

es menos estable y se descompone cuando la cera está expuesta a la 

radiación.  

En este sentido y aunque no existen datos acerca de la fotodegradación 

de dinotefuran en cera de abejas, es importante mencionar que estos 

resultados son similares a los suministrados por estudios realizados en 

otras matrices.150,152 

En lo que respecta a la temperatura, si se comparan las gráficas (A) y 

(B) de la figura 12, se puede observar que este factor no influye 

signifcativamente en la persistencia del pesticida, llegando en ambos 

casos  a valores  del orden de 50%. 

Los resultados obtenidos para el estudio de la persistencia del 

nitenpyram en cera se muestran en la figura 13.  
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Figura 13. Gráfico que muestra la persistencia de nitenpyram en cera en 

ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la radiación 

(C) a tres niveles de concentración. 

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que en el caso del 

nitenpyram la persistencia de este analito al cabo de 15 dias en la cera 

es practicamente nula en cualquier condición. Disminuyendo 

rápidamente durante los primeros 15 días, llegando a una persistencia 

promedio del 4% el día 30 y cercana al 0% el día 90. Como se ha 

indicado este efecto se observa a las tres concentraciones estudiadas y 

a las dos temperaturas y condiciones de luz establecidas, por lo que es 

difícil atribuir dicho comportamiento a uno de los dos factores.  

0
20
40
60
80

100
120

0 15 30 60 90 120

50

100

250

NITENPYRAM 

Tiempo (días) 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) (B) 

0

20

40

60

80

100

120

0 15 30 60 90 120

50

100

250

NITENPYRAM 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

Tiempo (días) 

(C) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas 

96 
 

Aunque no existen estudios acerca del efecto de la temperatura sobre 

nitenpyram, si se ha descrito el efecto de la radiación en un estudio 

sobre disoluciones acuosas del compuesto, que demuestra la 

fotodegradación y degradación fotocatalítica en presencia de TiO2. 153 

En la figura 14 quedan reflejados los resultados obtenidos para el 

tiametoxam. 
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Figura 14. Gráfico que muestra la persistencia de tiametoxam en cera a 35ºC 

en ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la 

radiación (C) a tres niveles de concentración. 

En la figura 14 se puede observar que la disipación de tiametoxam tiene 

un comportamiento muy similar a lo largo de 120 días de 

experimentación, a las tres condiciones y concentraciones estudiadas.  

Si se comparan los resultados obtenidos al variar la temperatura se 

observan lígeras diferencias, donde la persistencia es del orden del 10% 

menor a mayor temperatura, quedando residuos del analito del 20% 

inicial en ambas temperaturas estudiadasal cabo de 120 días.   

En cuanto al efecto de la luz, es necesario comparar la gráfica (B) y (C), 

donde se aprecia una persistencia menor para el experimento realizado 

con luz (gráfica C), lo que indica que tiametoxam disipa más fácilmente 

de las ceras cuando el producto está expuesto a la luz. Estos resultados 

coinciden con los obtenidos en el estudio de Peña el 2011, que aunque 

las matrices son distintas (agua residual, lodo y solución con 

tensoactivos), tiametoxam también se degarada más lentamente en 

condiciones anaeróbicas y sin luz.152  

  

0
20
40
60
80

100
120

0 15 30 60 90 120

50

100

250

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

Tiempo (días) 

TIAMETOXAM 
 (C) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas 

98 
 

En la figura 15 se muestra el % de persistencia para la clotianidina en 

diferentes condiciones de temperatura y luz a lo largo de 120 dias.  

CLOTIANIDINA: 
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Figura 15. Gráfico que muestra la persistencia de clotianidina en cera a 35ºC 

en ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la 

radiación (C) a tres niveles de concentración. 

La figura 15 muestra que la persistencia de clotianidina en cera tiene un 

comportamiento muy similar en las distintas condiciones, comienza a 

disminuir a partir de los 30 días, para las tres concentraciones y a todas 

las condiciones estudiadas.  

Al evaluar el efecto de la temperatura se puede observar que cuando 

ésta es más alta, el pesticida es menos persistente (30 días), efecto que 

se hace menos evidente al cabo de 120 días, donde las persistencias 

son muy similares para ambos experiementos a las tres 

concentraciones estudiadas. 

Al comparar las gráficas (B) y (C), las persistencias son muy similares 

una vez transcurridos los 120 días, donde parece ser que, en ausencia 

de luz, el último mes de experimentación, clotianidina se estabiliza o 

disipa más lentamente con respecto a los meses anteriores. Dicho 

fenómeno se podría relacionar con la transformación de tiametoxan en 

clotianidina, como producto de degradación, informado por primera vez 

en el estudio de Zabar el año 2012.155 

0
20
40
60
80

100
120

0 15 30 60 90 120

50

100

250

CLOTIANIDINA 
Pe

rs
is

te
nc

ia
 (%

) 

Tiempo (días) 

(C) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas 

100 
 

Los resultados obtenidos para el estudio de la persistencia de la 

imidacloprida en cera se muestran en la figura 16 
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Figura 16. Gráfico que muestra la persistencia de imidacloprida en cera a 35ºC 

en ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la 

radiación (C) a tres niveles de concentración. 

La figura 16 muestra que, en general, la persistencia de imidacloprida 

en cera va decayendo a lo largo del tiempo de un modo más o menos 

ligero llegando a una peristencia promedio cercana al 55% el día 120 

del experimento. Dicho comportamiento se evidencia a todas las 

concentraciones y condiciones estudiadas.  

En cuanto al efecto de la temperatura, gráfica (A) y (B), se puede 

observar que a mayor temperatura el día 30 del experimento, 

imdacloprida disipa más rápidamente, mientras que en el transcurso de 

los 120 días, la persistencia es menor, por lo que esta temperatura no 

es un factor determinante en la disipación del analito. 

Al comparar la gráfica (B) y (C), es posible observar como imidacloprida 

disipa más rápidamente en presencia de luz a partir del día 15, mientras 

que en oscuridad parece ser más estable, con una disipación más lenta 

a partir del día 30. Dichas diferencias iniciales se mantienen una vez 

transcurridos los 120 días de medición con una persistencia superior en 

un 10% para el experimento en la oscuridad, lo que coincide con 
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estudios que indican que imidacloprida se degrada más fácilmente en 

presencia de luz.151,156  

Aunque no existe evidencia bibliográfica de la persistencia de este 

pesticida en cera, se pueden citar como referencia los tiempos de vida 

media indicados por el Departamento de Regulación de Pesticidas de 

California (DPR),152 que  establecen una vida media en campo entre 27 

y 229 días, dependiendo del tipo de suelo, presencia de fertilizantes 

orgánicos, luz y vegetación, donde la ausencia de estos últimos dos 

factores aumenta la persistencia del pesticida.156 

Los resultados de la ecetamiprida quedan reflejados en la figura 17. 
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Figura 17. Gráfico que muestra la persistencia de acetamiprida en cera a 35ºC 

en ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la 

radiación (C) a tres niveles de concentración. 

De la figura 17 se desprende que la persistencia de acetamiprida en 

cera, en el transcurso de 120 días de experimentación, es muy variable 

ya que va desde un 36% a mayores temperaturas hasta un 72% en 

condiciones menos extremas. 

Si se analizan los factores por separado, al evaluar el efecto de la 

temperatura, gráfica (A) y (B), se puede observar que a mayor 

temperatura el pesticida es menos persistente, disipando rápidamente 
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entre el día 30 y 60, el efecto parece estabilizarse hasta el día 120 

cuando llega al mínimo de persistenca  con un  36% promedio para las 

tres concentraciones estudiadas. Esto significa casi un 50% más bajo, 

que  en la cera a 25°C. 

Por otro lado, si se compara el gráfico (B) y (C), hay una leve diferencia 

aproximada del 6% entre la disipación en presencia de luz, con respecto 

a la cera en oscuridad. Aunque esta diferencia es mínima, podría servir 

de antecedente el trabajo de Gupta del 2008, que estudia la disipación 

de este analito en suelo, revelando que acetamiprida es fotolabil y que 

su degradación en suelo se ve acelerada en presencia de luz UV y luz 

solar.150 

Y por último los resultados del estudio de la persistencia de tiacloprida 

en cera quedan reflejados en la figura 18. 
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Figura 18. Gráfico que muestra la persistencia de tiacloprida en cera en 

ausencia de radiación a 35ºC (A) y 25ºC (B) y a 25ºC expuesta a la radiación 

(C) a tres niveles de concentración. 

Si comparamos la persistencia de tiacloprida y los demás 

neonicotinoides en cera, se puede decir que este analito es el menos 

persistente  (ver figura 18), con valores promedio finales  de 36% para 

los tres experimentos y a todas las concentraciones estudiadas. 

Para evaluar el efecto de la temperatura, es necesario comparar la 

gráfica (A) y (B), donde se puede observar que a mayor temperatura el 

pesticida es menos persistente, con una rápida disipación a partir de los 
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15 días y una persistencia del 34% a los 120 días de transcurrido el 

experimento.  

En cuanto al efecto de la luz, las gráficas (B) y (C) muestran que 

durante los primeros 30 días, la luz no parece ser un factor 

determinante en la persistencia del analito, disipando más rápido incluso 

en la oscuridad, situación que se revierte a partir de este día, ya que la 

cera en presencia de luz presenta una rápida disipación de tiacloprida 

llegando incluso a persistencias del 23,6% el día 120 de medición. 

Resultados que coinciden con los de Gupta el año 2008 ya comentados.
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IV.3.5. EFICACIA DE LOS PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA Y 
BLANQUEAMIENTO DE CERA DE ABEJAS 

IV.3.5.1. Introducción 
 

Como se mencionó en apartados anteriores, la cera de abejas es el 

material de construcción de las celdas de la colmena,81 pero además 

tiene otras diversas aplicaciones, como materia prima para la 

fabricación de velas, esculturas y figuras artísticas, en la elaboración de 

alimentos, confitería y panadería, uso farmacológico en la fabricación de 

píldoras, cápsulas y ungüentos, uso cosmético en la elaboración de 

cremas y labiales, como impermeabilizante de pinturas, barniz y 

abrillantadores e incluso en la cubierta de instrumentos musicales.80  

En cuanto a la legislación que regula el uso de cera de abejas, se puede 

encontrar normativa con respecto al uso alimentario en Europa. Así lo 

indica el Reglamento (UE) Nº 1147/2012 de la comisión del 4 de 

diciembre de 2012 que establece que la cera de abejas es considerada 

un aditivo alimentario, destinado al tratamiento exterior de frutas de las 

que no se consumen las pieles. Permitiendo el uso de cera de abeja (E 

901), sobre las frutas que se importan principalmente de países de 

clima tropical, es decir, plátanos, mangos, aguacates, granadas, 

papayas y piña.157 

Pero dicha normativa, no sólo se queda en Europa, ya que la FAO 

(Food and Agriculture Organization) y la OMS (Organización Mundial de 

la Salud), también tienen normativa al respecto, lo que se ve reflejado 

en el CODEX alimentarius,158 que establece que la cera de abeja es 

considerada un aditivo alimentario y que por lo tanto, puede estar 

presente en diversos productos alimenticios, incluso se establece el 

nivel máximo de cera permitido en bebidas, datos que pueden 

observarse en la tabla 16. 
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Tabla 16. Uso de cera de abejas en productos alimenticios 

Categoria de alimentos Nivel máx. Nota 

Aperitivos listos para el consumo  Tratamiento superficial 

Bebidas a base de agua aromatizadas, incluidas las bebidas para deportistas, 

bebidas energéticas o bebidas electrolíticas y bebidas con partículas añadidas 

 

200mg/kg 

Como vehículo de 

sabor 

Café, sucedáneos del café, té, infusiones de hierbas y otras bebidas calientes 

a base de cereales y granos, excluido el cacao 
 Sólo en café en grano 

Complementos alimenticios  Tratamiento superficial 

Decoraciones (p. ej., para productos de pastelería fina), revestimientos (que 

no sean de fruta) y salsas dulces 
  

Dulces, incluidos los caramelos duros y blandos, los turrones, etc., distintos de 

los indicados en las categorías de alimentos 05.1, 05.3 y 05.4 
 Tratamiento superficial 

Frutas frescas tratadas en la superficie   

Goma de mascar   

Hortalizas (incluidos hongos y setas, raíces y tubérculos, legumbres y 

leguminosas y áloe vera), algas marinas y nueces y semillas frescas tratadas 

en la superficie 
 Sólo en nueces 

Productos de cacao y chocolate  Tratamiento superficial 

Productos de imitación y sucedáneos del chocolate  Tratamiento superficial 

Productos de panadería fina (dulces, salados, aromatizados) y mezclas  Tratamiento superficial 

 

http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/foods/details.html?id=75
http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/foods/details.html?id=75
http://www.codexalimentarius.net/gsfaonline/foods/details.html?id=75
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Según la EFSA (European Food Safety Authority) la cera de abejas 

además de ser un agente de recubrimiento como se indica en las dos 

normativas citadas anteriormente, actúa como portador de sabores. En 

dicho dictamen, además se establecen cantidades máximas de 

consumo de cera de abeja, valor que sorprendentemente puede llegar a 

los 1290 mg/diario/persona.159   

En cuanto al uso en cosmética, existe mucha bibliografía que habla 

acerca de estos usos,7,80,160,161 incluso hay una gran cantidad de 

información en internet para la fabricación casera de estos productos, 

pero existe muy poca información legal al respecto. En este sentido, se 

puede citar el Reglamento (CE) No 1223/2009 del Parlamento 

Europeo162 que establece el listado de sustancias prohibidas en 

productos cosméticos, en el cual la única cera prohibida es la cera de 

parafina (hulla), producto derivado del petróleo y que es utilizada 

comúnmente para reemplazar la cera de abejas, que es más costosa. 

También se pueden encontrar distintos trabajos patentados acerca del 

uso de la cera de abejas en cosméticos, destacando, por ejemplo, sus 

beneficios como protector contra la luz UV.163 

En relación a los usos en farmacología, una de las principales funciones 

de la cera es actuar como vehículo del principio activo, que además  

actúa estabilizando los fármacos que son susceptibles a la hidrólisis y/u 

oxidación,164 área donde existen distintos estudios patentados acerca de 

la cera de abejas formando parte de cápsulas,165,166 cremas de 

aplicación externa167 y otras formas farmacéuticas donde la cera puede 

llegar a ocupar, incluso, el 46% del peso total del fármaco.168 

Con respecto a la recuperación y reutilización de las ceras en la 

industria apícola, una de las aplicaciones más importantes es la cera 

estampada, que se obtiene después de la limpieza de la cera por 
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decantación, posterior formación de las láminas y estampado para 

conseguir las formas hexagonales de las celdas. Dicho proceso es 

realizado por industrias dedicadas al procesamiento de la cera169 o por 

distintas cooperativas y organizaciones apícolas,170 que muchas veces 

realizan la labor mezclando ceras de distintos apicultores sin tener la 

precaución de la posible contaminación que esto implica. Así ha 

quedado demostrado en el estudio publicado por Jennifer Berry el año 

2009,171 quien en su búsqueda de cera libre de pesticidas, no tuvo 

resultados positivos, ya que todas las ceras recolectadas de distintos 

apiarios que nunca habían aplicado tratamiento químico, incluso 

colmenas supuestamente orgánicas, presentaban residuos de dichos 

pesticidas, estudio que concluyó en que el proceso de mezcla y 

estampado de ceras es desordenado y poco saludable para las 

colmenas porque existe contaminación de un producto a otro.171 Si a 

esto además le sumamos los resultados de persistencia obtenidos en el 

apartado anterior, donde queda demostrado que la persistencia de la 

mayoría de los neonicotinoides supera los 120 días a distintas 

condiciones ambientales, se hace necesario estudiar la efectividad de 

los procesos de limpieza de cera que se aplican actualmente en la 

industria apícola. 

Para ello, fue necesario indagar acerca de los procedimientos más 

empleados en la industria apícola, donde cabe destacar  que existe una 

gran cantidad de información acerca de estos procesos,80 con 

publicaciones en distintos blogs apícolas que indican cómo realizar 

limpiezas, factores a controlar y que reactivos utilizar,172-174 

concluyéndose que las sustancias químicas más empleadas, son 

aquellas que oxidan los compuestos coloreados presentes en la cera 

para producir su blanqueamiento, tales como ácidos, peróxido de 

hidrógeno y bases.80   
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A pesar de la cantidad de información encontrada, no existe legislación 

que controle dichos métodos de limpieza, ni soporte científico que 

demuestre la efectividad de los reactivos actualmente empleados.  

En este sentido y después de recaudar información sobre prácticas 

apícolas y uso de algunos compuestos para favorecer el 

blanqueamiento, como el ácido oxálico, cítrico y sulfúrico, utilizados 

comúnmente por apicultores para tal efecto,80 nos hemos planteado 

evaluar la persistencia de los analitos objeto de estudio en este trabajo 

(neonicotinoides), después de someter las ceras contaminadas, a 

escala de laboratorio, a los tres métodos de limpieza, más comúnmente 

empleados. En los siguientes apartados se describen los materiales, 

reactivos y las condiciones de trabajo a las cuales se sometieron a las 

distintas muestras de cera de abejas.  

 
IV.3.5.2. Estudio de la eficacia de los procedimientos limpieza y 

blanqueamiento de ceras 
 

Un parámetro que fue necesario establecer fue la masa de cera a 

limpiar en cada procedimiento, en principio nos fijamos las mismas 

proporciones empleadas por los apicultores, 1:1 (v/m), que en nuestro 

caso fueron a escala de laboratorio (5 mL por cada 5g de cera), pero 

dichos resultados no fueron satisfactorios porque la cantidad de agua 

fue insuficiente incluso para cubrir la cera, por lo que nos fijamos una 

cantidad de 5 g de cera y 25 mL de agua asegurándonos de favorecer 

el contacto sólido líquido y facilitar de agitación en el procedimiento. 

 

Antes de comenzar con cada procedimiento de limpieza, se adicionaron 

los patrones a las ceras para obtener una concentración conocida. 
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A continuación, en la tabla 17, se muestran las condiciones empleadas 

en cada procedimiento de limpieza y que han sido tomadas de los 

procedimientos más utilizados por los apicultores. 
 
Tabla 17. Condiciones de limpieza y purificación de ceras 

Disolvente de limpieza Método 
Tiempo 

(minutos) 

Temperatura 

y/o Potencia 

Agua 

 

Agitación a 
700rpm 

 

10 

 

60ºC 

Ác. Sulfúrico (0,1% v/v) 

Ác. Oxálico (0,25% v/v) 

Ác. Cítrico (0,25% v/v) 

 

Agua 

 

Microondas 

4 70 W 

1 350 W 

0,5 700 W 

 

Agua 

 

Ultrasonidos 

40 40ºC/110W 

80 40ºC/110W 

 

Una vez que las muestras de cera fueron sometidas a los distintos 

procedimientos de limpieza, se tomaron muestras de 2 g de cada cera 

limpia y se sometieron al tratamiento de muestra para luego ser 

análizadas por LC-MS según el método validado anteriormente. Los 

resultados de los distintos procedimientos de limpieza se muestran en 

las siguientes figuras, donde se expresa la efectividad de cada 

procedimiento de limpieza (% de Limpieza) para cada neonicotinoide 

estudiado. 
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En la figura 19 se muestran los resultados obtenidos al someter a la 

cera a una limpieza o dos consecutivas empleando agua a 60ºC durante 

10 minutos y con agitación.  

 

Figura 19. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando con agua a 60ºC y agitación para una y dos limpiezas. 

 

En la figura 19 se puede observar que las diferencias son mínimas entre 

realizar una o dos limpiezas consecutivas en cuanto a la eficacia de la 

limpieza empleando agua a 60ºC ya que las diferencias entre una y dos 

etapas no difieren de porcentajes de limpieza superiores al 3%., razón 

por la cual, el siguiente procedimiento de limpieza se realizará una sola 

vez. 

Como se mencionó en la introducción de este apartado, la acidificación 

del agua es otra técnica de limpieza muy empleada en la industria 

apícola, por lo que el siguiente estudio consistió en utilizar tres ácidos 

diluidos y evaluar los efectos sobre la eliminación de residuos y 
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decoloración  de la cera. En la tabla 17 se pueden observar los ácidos y 

las concentraciones que se emplearon para cada uno, junto con el 

tiempo de limpieza, temperatura y condiciones de agitación. La figura 20 

muestra los resultados obtenidos de la eficacia de la limpieza 

empleando los ácidos asi como agua. 

 

Figura 20. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando agua y ácidos a 60ºC y agitación. 

Como se puede observar en la figura 20 no hay diferencias significativas 

en función del disolventes de limpieza utilizados, los porcentajes de 

residuos de neonicotinoides que se encuentran en la cera suponen 

eficacias de eliminación entre un 97 y 100%, por lo que se puede 

concluir que la limpieza es muy efectiva independientemente del agua o  

ácido empleado.  

En un tercer estudio se evaluó el efecto de las microondas en la 

eliminación de los residuos. Para ello se estudiaron tres potencias del 

microondas con tiempos variables determinados por la fundición total de 
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la cera. Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la figura 21, 

donde el número 1 corresponde a una limpieza y el 2 corresponde a dos 

limpiezas consecutivas. En este fue necesario realizar una segunda 

limpieza pues salvo en el caso del nitenpyram en el resto de los analitos 

la eficacia de la limpieza empleando un solo procedimiento con  

microondas era inferior al 50% a cualquier potencia, lo cual podría 

atribuirse a la no agitación , lo cual no favorece el contacto de la cera 

con el agua. 

 

Figura 21. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando agua y microondas a distintas potencias, una limpieza (1) y dos 

limpiezas consecutivas (2). 

En cuanto a los resultados obtenidos, en general la eliminación de los 

analitos de la cera se consigue a 350 W y con dos limpiezas (con 

porcentajes del orden del 80%), mientras que nitenpyram es el analito 
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menos persistente en las ceras ya que se elimina fácilmente con una 

sola limpieza y a las tres potencias estudiadas.   

En el último estudio se evaluó el efecto de los ultrasonidos en la 

limpieza de ceras. Dicho procedimiento consistió en una limpieza con 

agua en baño de ultrasonidos y temperatura máxima de este (~40°C) 

durante 40 y 80 minutos. Dichos resultados se pueden observar en la 

figura 22. 

 

 

Figura 22. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando agua a 40ºC en baño de ultrasonidos durante 40 minutos (1) y 80 

minutos (2). 

La figura 22 muestra que el único neonicotinoide eliminado de modo 

efectivo bajo las condiciones del experimento es nitenpyram, mientras 

que el resto de los analitos no se consiguen eliminar por efecto del agua 

y ultrasonidos. Dicha persistencia puede explicarse porque la 
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temperatura máxima alcanzada en el este caso es de 40ºC, temperatura 

a la cual la cera permanece en estado sólido, dificultando el contacto 

con el disolvente de limpieza, lo que dificultaría su eliminación.  

Una vez comprobada la eficacia de los procedimientos habituales de la 

cera en la eliminación de residuos de neonicotinoides, donde los 

mejores resultados de eficacia de los procedimientos basados en la 

eliminación de los residuos de los analitos, se obtuvieron empleando 

agua o ácidos a una temperatura de 60ºC con agitación durante 10 

minutos y en una sola etapa. Se estudió cuál de ellos producía un  

mayor blanqueamiento o decoloración de las ceras. Dichos resultados 

se muestran en la figura 23.  

 

Figura 23. Resultados de la decoloración de ceras con agua y ácidos. 

 

Se puede observar en la figura 23 que los mejores resultados se 

obtuvieron con el procedimiento de limpieza con ácidos oxálico y cítrico 

al 0,25% v/v.  

Considerando los buenos resultados que presenta el ácido oxálico en 

términos de eliminación de residuos de neonicotinoides y el 

blanqueamiento o decoloración que este compuesto genera en las 

ceras, la limpieza con este ácido se podría plantear como una buena 
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alternativa de limpieza de ceras contaminadas con estos compuestos, 

más aún si se considera que este compuesto está autorizado como 

producto natural alternativo para el control de algunas plagas que 

atacan a las colmenas,19,174,175 por lo que la posibilidad de que queden 

residuos del ácido en la cera podría ser incluso beneficiosa para la 

colmena.175  

Una vez seleccionadas las mejores condiciones que permiten una 

buena limpieza y blanqueamiento de cera a escala de laboratorio, el 

empleo de una disolución de ácido oxálico al 0.25% p/v a 60ºC y con 

agitación. Se realizaron estudios para verificar si los buenos resultados 

se mantienen al incrementar las cantidades de cera.  

En la figuras 24 se muestran los resultados obtenidos al aplicar a 50 g 

de cera el procedimiento de limpieza establecido como más adecuado 

para la eliminación de los posibles residuos de los pesticidas 

estudiados. 

Para ello 50g de cera a la cual se le habían adicionado los pesticidas se 

pusieron en contacto con 250 mL. de ácido oxálico al 0,25% a una 

temperatura de 60ºC y con agitación durante 10 minutos. Transcurrido 

este tiempo se determinan los posibles residuos de los analitos 

comprobándose la eficacia de la limpieza. Al aumentar la cantidad de 

muestra se decidió así mismo comprobar si existían diferencias entre 

llevar a cabo una o dos limpiezas. 
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Figura 24. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando ácido oxálico (0,25% p/v) a 60ºC y agitación para 50 g de cera.  

De los resultados obtenidos se desprende que para el caso de 

clotianidina, imidacloprida y sobre todo para acetamiprida y tiacloprida 

para conseguir eficacias similares a las conseguidas con menores 

cantidades de muestra se precisaban 2 limpiezas consecutivas.  

En la figura 25 se muestran los resultados para 200g de cera que fueron 

tratados con 1000 mL de agente de limpieza el ácido oxálico. 
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Figura 25. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras 

empleando ácido oxálico (0,25% p/v) a 60ºC y agitación .para 200g de cera.  

 

De los resultados se puede concluir al igual que en el resto de los casos 

que el disolvente seleccionado como agente de limpieza conduce a 

resultados satisfactorios para la eliminación de los pesticidas 

estudiados, superándose eficacias de limpieza superiores al 97%.  
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IV.4. DETERMINACION DE SIETE NEONICOTINOIDES EN 
POLEN APÍCOLA. 

IV.4.1. INTRODUCCIÓN 

Lo primero que debemos tener claro a la hora de hablar de polen, es 

que aunque el polen procede de las plantas, existen tres tipos de 

categorías de pólenes distintos.  

El primero y más conocido es el polen floral, que proviene de las flores 

y que no ha sido recolectado por las abejas. Cuando la abeja interviene, 

da origen a un segundo tipo de polen, el polen corbicular o apícola, 

que consiste en una mezcla de polen, miel regurgitada y saliva que la 

abeja amasa para formar bolitas y ser transportadas en el tercer par de 

patas traseras hasta la colmena. Este polen no logra entrar a la colmena 

ya que los apicultores lo cazan para su aprovechamiento. Y por último,  

el polen amasado y mezclado con néctar, saliva y miel regurgitada por 

la abeja, que al ingresar en la colmena, es depositado por ellas en las 

celdillas y sellado con miel para pasar por un proceso fermentativo, 

dando origen a una papilla que sirve de alimento para las crías, llamado 

pan de abeja, razón por la cual este producto es tan importante para la 

colmena.176  

En cuanto a la importancia que tiene este producto, es bien sabido que 

tiene un alto valor nutritivo, ya que en su composición se pueden 

encontrar proteínas, hidratos de carbono, aminoácidos esenciales, 

vitaminas y minerales,177 nutrientes aprovechados no sólo por la 

colmena, sino también por el hombre, quien consume cada vez más 

ente producto. Pero su importancia no se queda sólo en un suplemento 

alimentario, ya que este último tiempo han aumentado los estudios que 

indican a este producto como un potente antioxidante,178 cuyo alto 
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contenido de polifenoles y flavonoides,179 le confiere propiedades 

antibacterianas180 y antifúngicas.181 

En este contexto la presencia de pesticidas en pan de abeja y polen 

corbicular puede llegar a ser aún más peligrosa que la acumulación en 

ceras, ya que el pan de abeja sirve de alimento para la colmena y el, 

polen de abeja está siendo cada vez más utilizados para consumo 

humano. Por esta razón, surge la necesidad de estudiar la presencia de 

los neonicotinoides en polen corbicular y en pan de abeja . 

 
IV.4.2.TRATAMIENTO DE MUESTRA 

El polen recolectado de las colmenas además de presentar una variada 

composición de proteínas, vitaminas, aminoácidos y flavonoides, 

normalmente se encuentra con impurezas propias de la colmena, como 

restos de miel o cera. Por esta razón es necesario desarrollar un 

procedimiento que permita tratar la muestra para detectar los siete 

neonicotinoides de manera selectiva y conseguir límites de detección y 

cuantificación lo más bajo posibles.  

Para desarrollar este procedimiento se trabajó con polen comercial que 

fue analizado para verificar la ausencia de los analitos. Para comenzar 

con el tratamiento de muestra se aplicó una etapa de secado (12 horas 

a 45°C) para trabajar sobre muestra seca y otra etapa de molienda, 

procesos que favorecen la adición de los analitos generando muestras 

homogéneas con mayor superficie de contacto mejorando así la 

extracción de los compuestos desde la matriz. 

El siguiente paso fue adicionar los analitos al polen de tal manera que 

se lograra una mezcla homogénea. Para ello se agregó una disolución 

de los siete neonicotinoides en acetona, homogenizando con una varilla 
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de vidrio y favoreciendo la evaporación del disolvente durante 3 

minutos.  

El siguiente paso fue realizar estudios de extracción con distintos 

disolventes. A pesar de que más adelante se optimizarán todos los 

parámetros que influyen en la extracción, los estudios se realizaron 

empleando 2 g de polen extrayendo con 10 mL de distintos disolventes 

donde los analitos presentan mayor solubilidad. El proceso se realizó 

con agitación de 10 minutos en vibromatic y posteriormente se 

centrifugó a 9000 rpm durante 10 min. Los extractos se evaporaron y 

reconstituyeron según tratamiento de muestra optimizado para las 

ceras, se analizaron por LC-MS según metodología validada y se 

calcularon sus porcentajes de recuperación. En la tabla 18 se muestran 

los resultados de las recuperaciones obtenidas con los distintos 

disolventes y condiciones fijadas para el estudio. 

Tabla 18. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de polen, con los 

siete neonicotinoides a 500 µg/kg, con 10 mL de diferentes disolventes (n=3). 

Compuesto Acetona Acetato de 
etilo Acetonitrilo Diclorometano 

Dinotefuran 67 60 45 104 

Nitenpyram 67 63 42 106 

Tiametoxam 41 39 38 99 

Clotianidina 43 38 34 88 

Imidacloprida 36 37 35 97 

Acetamiprida 35 35 37 85 

Tiacloprida 41 36 36 87 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 



IV. Parte experimental: determinación de neonicotinoides en polen 

124 
 

Como se puede observar en la tabla, las mejores recuperaciones se 

obtuvieron para la extracción con diclorometano obteniéndose 

recuperaciones superiores al 85 % en todos los casos, por lo que una 

vez seleccionado el disolvente,  el siguiente parámetro que se estudió 

fue el volumen de diclorometano que permitiera obtener las mejores 

recuperaciones para todos los analitos. En la tabla 19 se muestran los 

resultados obtenidos de estos ensayos, pruebas que se realizaron 

variando el volumen de diclorometano de 5 a 15 mL. 

Tabla 19. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de , con los siete 

neonicotinoides a 500 µg/kg, con tres volúmenes de diclorometano (n=3). 

Compuesto Volumen (mL)  
5 10 15 

Dinotefuran 89 104 107 

Nitenpyram 90 107 107 

Tiametoxam 86 102 103 

Clotianidina 74 88 90 

Imidacloprida 87 95 96 

Acetamiprida 75 88 87 

Tiacloprida 72 85 86 

 

Como puede observarse en la tabla los porcentajes de recuperación 

incrementan al aumentar el volumen de extractante, pero no difieren 

significativamente empleando 10 o 15 mL, por lo tanto con el fin de 

utilizar menores volúmenes de diclorometano se seleccionó un volumen 

de 10 mL de este disolvente como extractante.  

Una vez seleccionado el disolvente y el volumen de este, y con la idea 

de reducir los tiempos y aumentar aquellas recuperaciones que dan por 

debajo del 90% como sucedía con acetamiprida y tiacloprida, se realizó 
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el estudio de la influencia sobre la recuperación del tiempo de agitación 

en vibromatic.  

Para ello se ensayó un tiempo menor y otro mayor que los 10 minutos 

empleados hasta ahora. En la tabla 20 se muestran  las recuperaciones 

obtenidas al extraer con 10 mL de diclorometano a los tres tiempos 

ensayados.   

Tabla 20. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de polen con los 

siete neonicotinoides a 500 µg/kg a tres tiempos diferentes (n=3). 

Compuesto Tiempo (min)  
5 10 20  

Dinotefuran 91 105 106 

Nitenpyram 93 105 108 

Tiametoxam 88 101 98 

Clotianidina 76 89 87 

Imidacloprida 91 96 93 

Acetamiprida 79 89 87 

Tiacloprida 74 84 82 

  

De los resultados que se muestran en la tabla se desprende que a partir 

de 10 min los porcentajes de recuperación de cada analito no se 

modifican, tiempos mayores no conducen a resultados más elevados, 

de ahí que se seleccionará este tiempo con el fin de reducir los tiempos 

de análisis. 

Después de la extracción sólido-líquido fue necesario separar ambas 

fases, por lo que se pensó en centrifugar la mezcla y así favorecer la 

separación. De esta manera se ensayaron tras tiempos de 



IV. Parte experimental: determinación de neonicotinoides en polen 

126 
 

centrifugación a 9000 rpm. Los resultados de este estudio se muestran 

en la tabla 21 . 

Tabla 21. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de polen con los 

siete neonicotinoides a 500 µg/kg con tres tiempos de centrifugación (n=3). 

Compuesto 
Centrifugación (min) 

5 10 15 

Dinotefuran 97 104 105 

Nitenpyram 101 106 106 

Tiametoxam 94 101 103 

Clotianidina 81 89 90 

Imidacloprida 89 95 94 

Acetamiprida 81 87 88 

Tiacloprida 77 85 86 

 

Como se puede observar en la tabla 21 las recuperaciones no 

aumentan de manera importante cuando la mezcla es centrifugada por 

más de 10 minutos, por lo que el tiempo seleccionado fueron los 10 

minutos evitando además que los tiempos de análisis sean demasiado 

extensos. 

Una vez seleccionado el tiempo de centrifugación, se separó el 

sobrenadante, utilizando un embudo de filtración, por gravedad y papel 

filtro de uso general en el laboratorio. Esta etapa fue necesaria ya que 

en caso contrario pasaban al matraz de fondo redondo restos de polen 

finamente triturado dificultando la evaporación posterior.  
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A pesar de que los resultados de recuperación son altos, tres analitos 

presentan porcentajes de recuperación por debajo del 90%, por esta 

razón el último estudio que se realizó fue la evaluación de dos 

volúmenes de reconstituyente agua/acetonitrilo (50:50 v/v) mayores, ya 

que  hasta ahora con 1 mL se observan residuos en el matraz de fondo 

redondo donde se realiza la evaporación. En la tabla 22 se pueden 

observar los resultados obtenidos para los tres volúmenes. 

Tabla 22. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de polen  con los 

siete neonicotinoides a 500 µg/kg y reconstituidos con diferentes volúmenes de 

agua/acetonitrilo (50:50 v/v) (n=3). 

Compuesto 
Volumen (mL) 

1 1,5 2 
Dinotefuran 104 104 103 

Nitenpyram 106 104 101 

Tiametoxam 101 103 104 

Clotianidina 89 88 91 

Imidacloprida 95 94 94 

Acetamiprida 87 87 88 

Tiacloprida 85 85 84 

 

Aunque experimentalmente el aumento del volumen de reconstituyente 

disuelve mayor cantidad de residuos del matraz de evaporación, los 

resultados que se muestran en tabla indican que el aumento del 

volumen de reconstituyente no influye significativamente en la mejora de 

las recuperaciones. Si además consideramos que los cromatogramas 

obtenidos con 1 mL de reconstituyente no presentaban interferencias a 

los tiempos de retención de los analitos y que menores volúmenes 
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permiten obtener  límites de detección y cuantificación más bajos, el 

volumen seleccionado como reconstituyente fue 1mL de mezcla 

agua/acetonitrilo (50:50 v/v). Un esquema simplificado con las 

principales etapas del tratamiento de muestra se puede observar en la 

figura 26 

Una vez que se han optimizado todos los parámetros antes 

mencionados, los extractos reconstituidos se pasan a través de un filtro 

de jeringa de 0,45 µm, para finalmente inyectar una alícuota de 15 μL 

en el equipo de LC-ESI-MS con las mismas condiciones 

cromatográficas y de detección que el caso de las ceras.  

Una vez establecidas las mejores condiciones de tratamiento de 

muestra que conducían para los diferentes analitos a recuperaciones 

superiores al 85% se procedió a verificar las características del método 

puesto a punto mediante su validación. 



 

 

 

 

Figura 26. Esquema del tratamiento de muestra de polen corbicular
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IV.4.3. VALIDACIÓN DEL METODO. 
 

Se procedió de manera totalmente análoga a la validación del método 

de las ceras. Los resultados obtenidos se muestran en los siguientes 

apartados. 

 
IV.4.3.1. Selectividad 

Para la evaluación de la selectividad del método propuesto se puede 

observar la figura 27, donde se comparan los cromatogramas de 

extractos de polen tratados que no contenían analitos (A) con extractos 

de polen tratados a los que se les había añadido los siete 

neonicotinoides (B).  

 

 

Figura 27. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) de (A) polen 

tratado y (B) polen con 50µg/kg de dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam 

(3), clotianidina (4),imidacloprida (5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7). 
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Como se puede ver en la figura 27, los cromatogramas muestran que no 

hay coelución con ningún componente de la matriz y por lo tanto no hay 

interferentes al tiempo que eluyen los analitos de interés, por lo que se 

puede decir que el método es selectivo para los siete analitos 

estudiados. 

IV 4.3.2. Límite de detección y cuantificación 

En una primera etapa, se inyectó una serie de extractos de polen libres 

de neonicotinoides, denominados extractos blancos, a los cuales se les 

midió el valor del ruido de la respuesta analítica al tiempo que eluye 

cada analito y en una segunda etapa, se inyectaron extractos de polen 

con neonicotinoides adicionados previamente y realizando diluciones 

sucesivas hasta obtener una señal.  

Una vez obtenido el ruido y las señales, se calcularon los límites de 

detección (LOD) y cuantificación (LOQ), correspondientes a 3 y 10 

veces la relación señal/ruido, respectivamente. Los valores obtenidos 

para cada analito se pueden observar en la tabla 23.  

Tabla23 . Límites de detección y cuantificación de cada compuesto en polen. 

Compuesto LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) 

Dinotefuran 2,8 9,1 

Nitenpyram 2,4 7,5 

Tiametoxam 1,3 4,0 

Clotianidina 1,1 3,5 

Imidacloprida 0,5 1,6 

Acetamiprida 0,4 1,2 

Tiacloprida 1,4 4,6 
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IV.4.3.3. Linealidad y efecto matriz 

Para realizar el estudio de la linealidad y el efecto matriz se preparó una 

línea de calibrado de pólenes tratados a los cuales se les adicionó una 

disolución patrón de los siete analitos y se enrasó con agua/acetonitrilo 

(50:50 v/v) para obtener concentraciones finales en un intervalo del 

límite de cuantificación a 1000 µg/kg. Los resultados obtenidos para 

cada ecuación de la recta se pueden observar en la tabla 24.  

Para verificar la tendencia lineal de la regresión se realizó la prueba t de 

la misma manera que se hizo en el apartado de las ceras. Del mismo 

modo en este caso se cumple que la texp > ttab, por lo tanto se acepta 

que el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de 

determinación (r2), se puede deducir el buen ajuste de los calibrados, ya 

que sus valores se encuentran comprendidos entre 0,995 y 0,999 en 

todos los casos. 

Para verificar el efecto matriz, se realizó la comparación de las 

pendientes de las líneas de calibrado de cada analito en fase móvil y las 

pendientes de las líneas de calibrado de pólenes tratados a los cuales 

se les adicionó los analitos después del tratamiento. De esta manera se 

pudo evaluar un efecto matriz que oscila entre 23 y 45%, por lo que la 

cuantificación de los siete analitos debe ser realizada sobre un calibrado 

en polen.  



 

 

Tabla 24. Parámetros de la línea de calibrado para cada compuesto (n=6) 

Compuesto Calibrado Concentración (µg/kg) a (x103) Sa (x103) b (x103) Sb (x103) R2 Sy/x (x103) 

Dinotefuran  
Disolución 

9,1 – 1000 
4000 303 90,5 4,7 0,998 668 

Polen 4000 183 71,5 3,2 0,997 404 

Nitenpyram 
Disolución  

7,5 – 1000 
7000 494 135,5 7,7 0,996 1,09 

Polen 7000 346 111,3 6,1 0,996 763 

Tiametoxam 
Disolución  

4.0 – 1000 
1000 142 43,5 2,2 0,995 313 

Polen 2000 89,5 33,5 1,5 0,996 197 

Clotianidina 
 

Disolución  
3,5 – 1000 

1000 130 54,2 1,7 0,996 288 

Polen 1000 48,1 35,8 0,8 0,998 106 

Imidacloprida 
Disolución  

1,6 – 1000 
2000 217 65,9 2,6 0,996 480 

Polen 2000 54,4 35,8 0,9 0,998 120 

Acetamiprida 
Disolución 

1,2 – 1000 
5000 474 129,8 7,7 0,997 1,04 

Polen 6000 350 104,3 6,2 0,999 773 

Tiacloprida 
Disolución  

4,6 - 1000 
3000 363 96,8 5,7 0,997 800 

Polen 4000 116 78,4 2,0 0,998 257 
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IV.4.3.4. Precisión y Exactitud. 

La precisión del método se estableció en términos de repetitividad y 

precisión intermedia. Para ello se procedió a inyectar por sextuplicado 

muestras de polen a las cuales se adicionó una disolución patrón de los 

siete neonicotinoides a tres niveles de concentración. Para la evaluación 

de repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo día, mientras 

que para el estudio de la precisión intermedia, dichas inyecciones 

fueron realizadas en tres días consecutivos. Los resultados que se 

obtuvieron se detallan en la tabla 25.   

Como se puede observar en dicha tabla, los coeficientes de variación 

son inferiores al 8% en todos los casos, valores que se consideran 

adecuados en el estudio de precisión cuando se analizan analitos a 

nivel de trazas. 

Así mismo se estableció la exactitud de método establecido en un 

función de los % de recuperación obtenidos al someter a diferentes 

muestras de , a tres niveles de concentración, al tratamiento de muestra 

establecido. Como puede observarse en la tabla los porcentajes de 

recuperación son superiores al 87%, lo cual supondría errores inferiores 

al 13% en todos los casos al realizar la cuantificación en muestras. 

 

 



 

 

Tabla 25. Estudio de precisión y exactitud del método. 

 
Compuesto 

 
Concentración 

(µg/kg) 

Estudios de precisión (n=6) 
Estudios de exactitud (n=6) 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

Dinotefurano 
10 10 6,4 10 4,4 10 101 6,8 
250 263 3,9 265 4,7 260 104 3,9 
1000 1038 3,3 1039 5,1 1030 103 2,6 

Nitenpyram 

10 10 7,1 10 7,0 10 102 7,6 
250 260 3,4 263 5,4 264 106 6,2 
1000 1055 1,5 1039 6,7 1046 105 4,1 

Tiametoxam 

5 5 3,7 5 7,3 5 99 4,2 
250 248 3,2 255 6,5 253 101 3,4 
1000 973 1,4 975 4,9 981 98 1,9 

Clotianidina 

5 5 5,0 5 6,9 5 92 5,2 
250 226 2,1 227 6,5 223 89 2,4 
1000 882 2,2 884 4,9 876 88 2,2 

         

 

 



 

 

Tabla 25 (continuación). Estudio de precisión y Exactitud del método.  

 
Compuesto 

 
Concentración 

(µg/kg) 

Estudios de precisión (n=6) 
Estudios de Exactitud (n=6) 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
CV 
(%) 

 

Imidacloprida 

 

2 2 6,7 2 5,7 2 97 6,5 
250 243 5,4 236 3,5 238 95 4,3 
1000 950 2,3 947 3,6 941 94 2,1 

Acetamiprida 

2 2 7,8 2 6,3 2 91 7,0 
250 214 2,8 216 6,2 219 88 4,4 
1000 864 1,7 866 5,9 856 86 4,1 

Tiacloprida 

5 5 3,7 5 6,6 5 87 3,6 
250 220 4,4 210 6,0 215 86 4,3 
1000 867 1,7 875 5,6 870 87 3,0 
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IV.4.4. APLICACIÓN DEL MÉTODO. 

El método propuesto se ha aplicado al análisis de 24 muestras de 

pólenes obtenidos de las mismas colmenas de las cuales se analizó la 

cera. Dichas muestras proceden de distintos apiarios cercanos a zonas 

agrícolas con árboles frutales de la región de Murcia.  

Considerando que la cera, el polen y la miel ya habían sido separados 

de los trozos de colmena con el procedimiento descrito anteriormente, 

las 24 muestras de polen fueron sometidas al tratamiento de muestra y 

posteriormente analizadas por LC-MS empleando la metodología 

analítica puesta a punto en los apartados anteriores. Los resultados 

obtenidos de dichos análisis se pueden observar en la tabla 26. 
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Tabla 26 . Concentraciones (µg/kg) de cada neonicotinoide en muestras de polen obtenidas de distintas colmenas. 

Muestra 
Compuesto 

Dinotefuran Nitenpyram Tiametoxam Clotianidina Imidacloprida Acetamiprida Tiacloprida 
1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
3 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
4 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
5 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
6 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
7 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
8 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
9 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
10 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
11 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
12 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
13 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
14 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
15 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
16 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
17 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
18 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
19 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
20 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
21 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
22 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
23 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
24 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 
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En la tabla 26, se puede observar que ninguna de las muestras 

presenta residuos de neonicotinoides en concentraciones iguales o 

mayores a los LODs del método propuesto, resultados que nos hacen 

suponer que, aunque algunas ceras si dieron positivo para 5 

neonicotinoides, estos pesticidas permanecen en la cera sin ser 

transportados al polen o que estos disipan más rápidamente en polen y 

pan de abeja. En este sentido el siguiente estudio consistió en evaluar 

la persistencia de estos pesticidas en polen corbicular y pan de abeja, 

para intentar explicar los resultados obtenidos. 

Por otro lado, se analizaron otras tres muestras de pólenes 

proporcionadas por el Centro Apícola Regional (CAR) de Marchamalo 

(Guadalajara) provenientes de una zona apícola distinta a la de las 

muestras analizadas anteriormente. Los resultados se muestran en la 

tabla 27. 
 

Tabla 27. Concentraciones (µg/kg) de cada neonicotinoide en muestras de 

polen  

Compuesto 
Muestras 

PA-12-0513 PA-12-0514 PA-12-0515 

Dinotefuran <LOD <LOD <LOD 
Nitenpyram <LOD <LOD <LOD 
Tiametoxam <LOD <LOD <LOD 
Clotianidina <LOD <LOD <LOD 

Imidacloprida <LOD <LOD <LOD 
Acetamiprida <LOD 5,89 <LOD 
Tiacloprida <LOD <LOD <LOD 
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Como se puede observar en la tabla 27 solamente una de tres muestras 

dio positiva y solo para acetamiprida, con una concentración de 5,89 

µg/kg.  
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IV.4.5. PERSISTENCIA DE NEONICOTINOIDES EN POLEN 
CORBICULAR Y PAN DE ABEJA. 

Para realizar el estudio se adicionaron los analitos, disueltos en 

acetona, a los pólenes secos y molidos,  formando una mezcla 

homogénea que luego fue secada a temperatura ambiente y cuya 

concentración final fue 500 µg/kg. La evolución de los compuestos fue 

medida durante 45 días utilizando el tratamiento de muestra y análisis 

cromatográfico validado.  

En el desarrollo del estudio se evaluó el efecto que tiene la temperatura 

y la luz sobre la persistencia de los siete neonicotinoides en ambos tipos 

de polen. Para ello el trabajo se dividió en tres estudios con distintas 

condiciones ambientales cada una.  

Para el primer estudio se fijaron las condiciones ambientales que se 

tienen dentro de la colmena, es decir una temperatura media de 35°C y 

aislada de la luz. El segundo estudio se llevó a cabo en ausencia de luz 

a 25°C y el tercer estudio se realizó con pólenes expuestos a luz solar y 

25°C. Los resultados de la persistencia de siete neonicotinoides a lo 

largo de 45 días se muestran en las siguientes figuras. Las gráficas han 

sido agrupadas por compuesto a las distintas condiciones ambientales. 

En la figura 28 se muestran los resultados obtenidos para el dinoterufan 

donde se representa el % de persistencia en los tipos de polen en 

función del tiempo expuestos a las diferentes condiciones ambientales. 
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Figura 28. Gráfico que muestra la persistencia de dinotefuran en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 
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De los datos de la figura 28 se desprende que independientemente de 

las condiciones de temperatura y luz, el dinotefuran es más persistente 

en polen corbicular que en pan de abeja donde se produce una 

disipación más rápida y cuyas diferencias pueden llegar a ser del 37%. 

En cuanto al efecto de la temperatura, figuras (A) y (B) se puede 

observar que el analito presenta un comportamiento muy similar dentro 

de cada uno de los tipos de pólenes durante la primera semana, a partir 

de la cual se produce una pérdida del analito que no se puede atribuir al 

efecto de la temperatura, siendo mayor en el caso del polen corbicular 

como ya se ha indicado.  

Para evaluar el efecto de la luz, es necesario comparar las gráficas (B) y 

(C) que muestran persistencias muy similares con o sin luz, por lo que la 

luz no es un factor determinante en la disipación de este analito en 

polen al igual que la temperatura. 

Los resultados obtenidos para el nitenpyram se muestran en la figura 

29. 
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Figura 29. Gráfico que muestra la persistencia de nitenpyram en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 

En la figura 29 se puede observar que nitenpyram es un pesticida poco 

persistente en polen, comportamiento muy similar al que se observó en 

cera de abejas. En las tres gráficas se puede observar que el analito 

disipa rápidamente a partir del día 2 de exposición a las variables 

ambientales estudiadas.  

En lo que se refiere a la temperatura, las gráficas (A) y (B) muestran 

que el analito es más sensible a mayores temperaturas, disipando más 
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rápido a 35°C entre los días 14 y 45 con respecto a la temperatura más 

baja. 

En cuanto al efecto de la luz, gráficas (B) y (C), no se observan 

diferencias importantes durante la primera semana de experimentación, 

situación que cambia a partir del día 14 con una persistencia mayor 

para el analito que está en oscuridad. 

Los resultados de persistencia del tiametoxam en polen corbicular y pan 

de abeja se muestran en la figura 30. 
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Figura 30. Gráfico que muestra la persistencia de tiametoxam en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 

La figura 30 muestra un comportamiento muy similar para el tiametoxam 

a todas las condiciones estudiadas, con una mayor persistencia en 

polen corbicular respecto del pan de abeja.  

En lo que se refiere al efecto de la temperatura, gráficas (A) y (B), en 

todos los días estudiados se observa mayor persistencia a menor 

temperatura, resultados que sugieren una mayor inestabilidad del 

analito a las temperaturas más altas. 

En cuanto al efecto de la luz, gráficas (B) y (C), se puede observar que 

tiametoxam es más sensible al efecto de la luz, haciéndolo menos 

persistente en ambos pólenes. Disipación que desciende rápidamente a 

hasta el día 45 de estudio. 

 Aunque no existen estudios sobre la persistencia de este compuesto en 

polen, es importante mencionar el estudio de Peña (2011) realizado en 

aguas residuales y lodos, que revela que tiametoxam es biodegradado y 

que se fotodescompone, proceso que se hace más lento en condiciones 

anaeróbicas y sin luz171.  
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En la figura 31 se pueden observar los resultados de persistencia de la 

clotianidina a lo largo del tiempo en los dos tipos de pólenes estudiados. 

Los cuales indican que para todas las condiciones estudiadas, la 

clotianidina disipa más fácilmente en el pan de abeja que el polen 

corbicular , con valores de persistencia en éste último del 50% al final 

de estudio. 
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Figura 31. Gráfico que muestra la persistencia de clotianidina en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 

Las gráficas (A) y (B) muestran que la temperatura no es un factor 

determinante, ya que el analito es más persistente en polen corbicular a 

mayor temperatura,mientras que en pan de abeja persiste más a bajas 

temperaturas. 

 En cuanto a la influencia de la luz, gráficas (B) y (C), se puede observar 

que este factor si es determinante en la persistencia del analito, ya que 

en todos los días de medición se observan disipaciones más aceleradas 

para los pólenes expuestos a la luz. Resultado que coincide con los 

publicados por Papp (2011) y Zabar (2012), que indican  que 

clotianidina se degrada más fácilmente en presencia de luz172,173.  

Para la imidacloprida los resultados obtenidos de este estudio se 

muestran en la figura 32. 
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Figura 32. Gráfico que muestra la persistencia de imidacloprida en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 
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En la figura 32 se puede observar que imidacloprida presenta mayor 

persistencia en polen corbicular respecto al pan de abeja para todas las 

condiciones estudiadas.  

Respecto a la influencia de la temperatura, gráficas (A) y (B), se puede 

observar que hay un leve aumento de la disipación a mayor temperatura 

para ambos pólenes.  

En cuanto al efecto de la luz, gráficas (B) y (C), este es otro factor que 

influye en la persistencia de imidacloprida en pólenes, ya que en todos 

los días de medición, se puede observar una persistencia más alta en 

ausencia de luz. Resultados que coinciden con los obtenidos para cera 

de abejas y que indicaría que el analito se degrada más fácilmente en 

pólenes o ceras que están expuestos a la luz.   

La figura 33 muestra que la persistencia de acetamiprida es muy similar 

al resto de neonicotinoides estudiados, en general presentan mayor 

persistencia en polen corbicular o disipación más rápida en pan de 

abeja. 
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Figura 33. Gráfico que muestra la persistencia de acetamiprida en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 

En cuanto al efecto de la temperatura, gráficas (A) y (B) se puede 

observar que la persistencia es muy similar a 25 y 35°C, con 

porcentajes levemente más bajos para la temperatura mayor. Lo que 

podría indicar que el analito es menos estable a esta temperatura. 

El efecto de la luz se puede evaluar en las gráficas (B) y (C), que 

muestran que a partir del día 2 todos los valores de persistencia son 

menores para los pólenes expuestos a la luz, resultados que coinciden 

con los obtenidos en cera, donde la luz es un factor que favorece la 

0
20
40
60
80

100
120

0 2 7 14 30 45

P.corbicular

Pan de abeja

ACETAMIPRIDA 
Pe

rs
is

te
nc

ia
 (%

) 

Tiempo (días) 

(B) 

0
20
40
60
80

100
120

0 2 7 14 30 45

P.corbicular

Pan de abeja

ACETAMIPRIDA 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

Tiempo (días) 

(C) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja 

152 
 

disipación del analito también en esta matriz. Por otro lado, dichos 

resultados también coinciden con los de Gupta el 2008, que indica que 

acetamiprida es más fotolábil que tiacloprida en suelo y que muestra 

mayor disipación expuesta a luz solar y UV169. 

Y por último en la figura 34 quedan reflejados los datos de este estudio 

para la tiacloprida.  

 

 

0
20
40
60
80

100
120

0 2 7 14 30 45

P.corbicular

Pan de abeja

TIACLOPRIDA 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

Tiempo (días) 

(A) 

0
20
40
60
80

100
120

0 2 7 14 30 45

P.corbicular

Pan de abeja

TIACLOPRIDA 

Pe
rs

is
te

nc
ia

 (%
) 

Tiempo (días) 

(B) 



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja 

153 
 

 

Figura 34. Gráfico que muestra la persistencia de tiacloprida en ausencia de 

radiación a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiación a 25°C (C). 

Finalmente la figura 34 muestra que la persistencia de tiacloprida en 

polen y pan de abeja tiene un comportamiento muy similar en el tiempo.  

En cuanto al efecto de la temperatura, se puede observar que las 

gráficas (A) y (B), muestran el mismo comportamiento con una leve 

tendencia a partir del día 14 que indica que a 35°C el analito disipa más  

rápido que a 25°C. 

 En lo que se refiere a efectos de la luz, las gráficas (B) y (C) indican 

que el analito es sensible a la luz, generando menos persistencia en 

polen y pan de abeja expuestos a la radiación. Aunque estas diferencias 

son leves, los resultados coinciden con los expuestos por Gupta el 

2008, que demuestra los efectos de la luz solar y UV aceleran su 

disipación en suelos. 

Una vez finalizados los estudios de persistencia, se puede concluir que 

los neonicotinoides son menos persistentes en pan de abeja que en 

polen corbicular, resultados que podrían tener relación con las 

diferencias en la composición que presenta cada producto. Ya que 

como se mencionó en la introducción de este apartado, el pan de abeja 
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pasa por un proceso fermentativo que hace variar su composición 

química. Al respecto, además merece la pena mencionar que tanto el 

polen corbicular como el pan de abeja, presentan cargas microbianas 

propias,182,183 que son mayores en el pan de abeja y donde destacan 

bacterias ácido-lácticas autóctonas del pan de abeja.183 Aunque dichos 

microbios disminuyen después de someter el polen a un proceso de 

secado, estos no desaparecen  totalmente,182 por lo que se podría 

pensar que su presencia en los productos podría influir en la 

degradación de los analitos estudiados, más aún si se tiene evidencia 

de la biotransformación de tiacloprida por efecto de bacterias presentes 

en el medio ambiente.184  
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IV.5. OBSERVACIONES DETERMINACION DE 
NEONICOTINOIDES 

 
IV.5.1.GENERALES 
 

• Se ha puesto a punto un método analítico rápido y muy sensible 

para determinar residuos de dinotefuran, nitenpyram, tiametoxam, 

clotianidina, imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida en cera y 

polen, utilizando la cromatografía líquida de alta resolución con 

detección por espectrometría de masas. 

 

• La determinación se ha llevado a cabo empleando una columna 

Kinetex de Phenomenex, C18 2,6µm (150mm x 4,60mm i.d), 

utilizando como fase móvil en régimen de gradiente una mezcla de 

ácido fórmico 0,1% en agua y acetonitrilo con un flujo de 0,5 

mL/min, con un volumen de inyección de 15 µL y una temperatura 

de 35°C. 

 

• El empleo de ESI como interfase del MS proporciona mejores 

resultados para la determinación de los siete neonicotinoides, en 

comparación con la interfase APCI.  

 
• Los siete neonicotinoides en disolución agua/ACN (50:50 v/v) 

presentan mayor estabilidad en ausencia de luz y a 4°C, por lo 

que dichas soluciones deben ser almacenadas en viales ámbar y 

en frigorífico, condiciones que aseguran su estabilidad por 30 

días. 
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IV.5.2. EN CERA DE ABEJA 

• Para determinar y cuantificar los siete neonicotinoides en cera ha 

sido necesario someter a las muestras a un tratamiento previo que 

ha consistido en una extracción líquido-líquido en caliente y 

posterior extracción en cartuchos de tierras de diatomeas. Se 

eligió este tipo de cartuchos ya que proporcionaban altos 

porcentajes de recuperación para todos los analitos, generando 

cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitían la 

inyección de múltiples muestras sin dañar la columna. 

 
• El método para la determinación de los siete neonicotinoides ha 

sido validado, presentando una buena selectividad y límites de 

detección entre 0,6 y 5 µg/kg para todos los analitos empleando 

como detector el MS. 

 
• Tras el estudio de las pendientes de las líneas de calibrado y la 

existencia de un efecto matriz promedio del 30%, se puede 

concluir que todos los analitos deben ser cuantificados con una 

línea de calibrado en cera. 

 
• De 24 muestras de cera analizadas provenientes de la región de 

Murcia, el 33% presentó residuos de tiametoxam con 

concentraciones entre 14 y 153 µg/kg, el 16,6% dio positivo para 

acetamiprida con concentraciones entre 11 y 61 µg/kg y un 12,5% 

de las muestras presentó residuos de ambos insecticidas.  
 

• De los siete neonicotinoides estudiados, nitenpyram presenta 

menos persistencia en cera, disipando completamente a los 30 

días a todas las condiciones establecidas. Los seis pesticidas 

restantes son mucho más persistentes incluso transcurridos 120 
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días de estudio. En general, la luz y la temperatura favorecen la 

disipación de estos pesticidas en cera de abejas. 

 
IV.5.3. EN POLEN APICOLA 

• Para determinar y cuantificar los siete neonicotinoides ha sido 

necesario someter a los pólenes a un tratamiento previo que ha 

consistido en una extracción sólido-líquido y posterior filtración con 

papel, sin necesidad de una etapa de extracción en fase sólida y 

limpieza. 

 
• El método para la determinación de los siete neonicotinoides ha 

sido validado, presentando una buena selectividad y límites de 

detección entre 0,4 y 2,8 µg/kg para todos los analitos empleando 

como detector el MS. 

 
• Tras el estudio de las pendientes de las líneas de calibrado y la 

existencia de un efecto matriz promedio del 35%, se puede 

concluir que todos los analitos deben ser cuantificados con una 

línea de calibrado en polen. 

 
• De 27 muestras de polen analizadas provenientes de distintas 

regiones de España, una dio positiva para acetamiprida con 5,89 

µg/kg, lo que justifica la necesidad de desarrollar este tipo de 

metodologías analíticas. 

 
• Al igual que en cera, nitenpyram es el pesticida que menos 

persistencia tiene en polen corbicular y pan de abeja, disipando 

casi completamente entre los 30 y 45 días a todas las condiciones 

establecidas. Los demás pesticidas presentan persistencias muy 

variadas, que van desde un 12 a un 80% (día 45) dependiendo de 
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las condiciones de luz y temperatura. En general, los analitos 

disipan más fácilmente en pan de abeja, seguido del polen 

corbicular, mientras que la mayor persistencia se observa en cera 

de abejas. 
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IV.6 DETERMINACION DE IMIDACLOPRIDA EN CERA. 

IV.6.1. INTRODUCCIÓN 

Aunque ya se ha incluido este compuesto en el análisis multirresiduo, se 

ha dedicado un apartado específico a su determinación, tratando de 

conseguir límites de detección más bajos y menor tiempo de análisis, en 

respuesta a las opiniones de diversos sectores que atribuyen la 

desaparición de las abejas a la presencia de residuos de este 

neonicotenoide. 

La imidacloprida es el primer insecticida sintético de la familia de los 

cloronicotilinos, nombre que reciben debido a la presencia de un átomo 

de cloro en la posición seis del anillo nicotilínico o también llamados 

neonicotinoides ya que derivan de la estructura de la nicotina  

Este insecticida (patentado en USA en mayo de 1988) presenta un 

modo de acción idéntico al alcaloide natural S-(-)-nicotina, actuando 

sobre el sistema nervioso central de los insectos como agonista de los 

receptores de acetilcolina, bloqueando la proteína receptora de la 

acetilcolina en la célula postsináptica, lo que interfiere con la transmisión 

química del estímulo nervioso durante la sinapsis.185 Como se mencionó 

en los antecedentes, este modo de acción tan particular, su amplio 

espectro de acción y versatilidad en los modos de aplicación, han hecho 

que este insecticida se convierta en uno de los más vendidos en todo el 

mundo, encontrándose en más de 15 formulaciones y siendo su empleo 

sobre semillas (Gaucho) la que parece, está más ligada a la 

desaparición de las abejas. 

En cuanto a la metodología para el análisis de sus residuos, y teniendo 

en cuenta su gran aplicación, existe gran cantidad de trabajos para 

determinarla en matrices tan variadas como frutas y vegetales,186-195 
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suelos y aguas,196-202 cultivos agrícolas,203-205 peces206 e incluso tejido 

humano post morten.207 En lo que se refiere a productos derivados de la 

colmena se han encontrado distintos trabajos,208-218 de los cuales la 

mayoría está enfocado al análisis en miel209-218 y muy escasamente se 

han analizado los residuos en polen208,210,211,213,214 y cera.212-214 De todos 

los trabajos citados, la mayoría utiliza la técnica cromatográfica en fase 

líquida, empleándose principalmente el modo de separación en fase 

inversa, donde todos recomiendan columnas con fase estacionaria C18. 

La cromatografía en fase gaseosa se emplea en raras ocasiones.  

En relación a las fases móviles más empleadas, la mayoría  de los 

autores emplean disoluciones de ácido acético208,212-215 y como 

modificador orgánico metanol216 o acetonitrilo,208,212-215,217  con elución 

en modo isocrático cuando se analiza sólo imidacloprida o modo 

gradiente cuando hay más analitos.   

En lo que se refiere a la detección, dentro de los trabajos en los cuales 

se  han analizado matrices apícolas, las técnicas más empleadas son la 

espectrometría de masas con cuadrupolo209,212,213 y en 

tándem208,210,211,214,215 mientras que hay un solo trabajo que realiza la 

detección por DAD,216 otro por fluorescencia217 y un artículo que utiliza 

ELISA (enzime-linked inmunosorbent assay) , que consiste en la 

detección de imidacloprida por interacción con una enzima.218  

De los trabajos examinados, es importante mencionar que también 

existe uno que emplea el método QuEChERS, un tratamiento de 

muestra rápido, fácil de aplicar, económico, robusto y seguro que 

consiste en una etapa de extracción y posterior limpieza con distintas 

sales, ampliamente utilizado en el análisis de pesticidas en muestras 

alimentarias y agrícolas,219 si bien en este tipo de muestras no es de tan 

fácil aplicación. 
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En lo que respecta al tratamiento de muestra, también se puede 

apreciar que existen varios trabajos que utilizan las tierras de 

diatomeas,212-215,217 ya sea como material de relleno de cartuchos o 

como material para filtrar soluciones acuosas.  

En este sentido, la etapa de preparación de muestra es muy importante 

a la hora de analizar residuos de plaguicidas. Considerando esto, en la 

mayoría de los trabajos se ha sugerido la extracción de los analitos ya 

sea por medio de extracción líquido-líquido (LLE) o extracción sólido-

líquido (SLE) de la matriz y una posterior etapa de limpieza, que 

normalmente recurre a la extracción en fase sólida (SPE). A 

continuación se resumen las etapas más significativas de la preparación 

de muestra empleadas en los cinco artículos en donde se hace mención 

a la cera como matriz. 

a) En las dos publicaciones de Schöning (2001 y 2003), en las que 

se trata cera de abejas213,214 se describe un único tratamiento de 

muestra para matrices tan variadas como soja y girasol (flores, polen y 

hojas), maíz (flores y polen), arboles (flores y hojas) castañas, cera y 

abejas, no siendo exclusivo para la matriz de interés. Dicho 

procedimiento consiste en la extracción de  dos gramos de muestra con 

30mL de una mezcla MeOH /H2O (3:1 v/v) y homogenización por 3 

minutos para la posterior filtración con 2,5g de tierras de diatomeas, 

dicho filtrado es lavado con 30mL de la misma mezcla para luego tomar 

una alícuota de 30mL y concentrar en rotavapor. Dicho concentrado 

posteriormente es transferido a un cartucho Chem Elut (1020) relleno 

con tierras de diatomeas, con un tiempo de acondicionamiento de 15 

minutos, para luego eluir con 140mL de diclorometano (CH2Cl2), dicho 

eluato es evaporado a sequedad y posteriormente reconstituido en 2mL 

de una mezcla de tolueno/acetato de etilo (AcEt) (85:15 v/v), disolución 

orgánica que es percolada a través de un segundo cartucho de 0,5g de 
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sílica gel (3mL) y eluida con 5mL de ACN, que finalmente es evaporado 

a sequedad y redisuelto en 1mL ACN/H2O (2:8 v/v) para su análisis por 

LC-MS/MS. Las recuperaciones de este método para todas las matrices 

analizadas se encuentran entre un 68% y 107% y límites de detección 

(LOD) del orden de 1,5 µg/kg.  

 

Como posible inconveniente de este método es de resaltar que  la 

duración y costes asociados al análisis de cada muestra deben ser altos 

ya que además de emplear dos sorbentes distintos,  debe considerarse 

el consumo de disolventes que implican la extracción, lavado del 

filtrado, dos eluciones en cartuchos y  dos volúmenes de reconstitución 

de los extractos evaporados y un proceso muy laborioso. 

 

b) Un tercer  trabajo, Nguyen ( 2009),212  realiza la preparación de 

muestra  sobre 0,5g de cera enfriados previamente con nitrógeno 

líquido, a la cual se adiciona 1,5mL de agua y 2,5,mL de etanol (EtOH), 

mezcla centrifugada por 20 minutos y cuyo sobrenadante es transferido 

a un cartucho Chem Elut humedecido previamente con 1mL de solución 

de NaCl al 20%, con un tiempo de espera para su acondicionamiento de 

15 minutos, seguido de la elución con 10mL de una mezcla de  n-

hexano/diclorometano (50:50 v/v). El extracto obtenido de la elución es 

luego evaporado bajo una suave corriente de nitrógeno a 30ºC hasta 

obtener aproximadamente 1mL de extracto que se deja  en el 

congelador toda la noche a -20ºC. El sobrenadante es posteriormente 

evaporado a 30ºC con nitrógeno y reconstituido con 200 µL de n-

hexano, filtrado y transferido a un vial de GC. El límite de detección 

informado para los pesticidas, incluida imidacloprida, es de 0,05 µg/kg. 

 

Esta metodología presenta un buen LOD, pero el procedimiento es 

demasiado largo en el sentido que debe estar a -20ºC durante toda la 



IV. Parte experimental: determinación de imidacloprida en cera 

163 
 

noche, para continuar con el tratamiento y análisis el día siguiente, 

haciendo que todo el proceso sea muy poco práctico al tener que 

abordar un número elevado de muestras, como normalmente se 

requiere. 

 

c) Los otros dos artículos de más interés, Chauzat (2009 y 2011), 

también presentan una preparación de muestra común,210,211  y aunque 

no analizan imidacloprida en cera, describen el tratamiento para la 

extracción de otros pesticidas organoclorados,  este  consiste en la 

extracción de 2 g de cera con n-hexano en baño de ultrasonido a 40ºC, 

para luego enfriar la mezcla con nitrógeno líquido, centrifugar y separar 

el sobrenadante. Este último es evaporado en evaporador rotatorio a 

40ºC hasta obtener 6 mL aproximadamente, extracto que luego es 

sometido a dos LLEs con n-hexano y luego con ACN, esta última 

fracción es concentrada en evaporador rotatorio hasta 2ml 

aproximadamente. Finalmente este extracto es sometido a limpieza con 

SPE usando cartucho C18 y elución con una mezcla de ACN/H2O, al 

eluato se le agregan 20mL de ACN. Esta disolución es finalmente 

evaporada a sequedad en rotavapor y el concentrado es redisuelto en 

1mL de AcEt para su posterior análisis por GC-MS/MS.  

 

Con relación a la metodología propuesta es importante señalar  por 

nuestra experiencia que la cera a 40ºC se encuentra  mayoritariamente 

en estado sólido y el n-hexano no la disuelve totalmente a dicha 

temperatura, lo que hace más difícil la extracción de los analitos, más 

aún, si ésta no ha sido sometida a molienda y los tamaños de la cera 

son demasiado grandes. En este contexto entonces, quedan dudas 

acerca de las buenas recuperaciones de los pesticidas. 
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Como resumen de los antecedentes bibliográficos relativos a la 

determinación de imidacloprida en cera de abejas, se puede señalar 

que: 

 

• Existe muy poca bibliografía que relacione este analito con la 

matriz de interés, solo hemos encontrado tres referencias 

concretas de su determinación en cera de abejas. 

• Las tierras de diatomeas son un sorbente muy utilizado en la 

retención selectiva de este analito.  

• La fase estacionaria de las columnas es la C18. 

• Las fases móviles más sugeridas son con modificador orgánico 

metanol y acetonitrilo. 

• La técnica más empleada  para la determinación es la 

cromatografía líquida con detección por MS, cuadrupolo y en 

tándem.  

 

Con el objetivo determinar únicamente en muestras de cera 

imidacloprida se intentara establecer un método de análisis en el menor 

tiempo posible y con unos menores límites de cuantificación que los 

establecidos para dicho analito en el apartado del mutiresiduo. 

 

IV.6.2. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS  

En base a los conocimientos adquiridos en el apartado anterior, 

trabajando como la misma columna cromatográfica, Kinetex C18 de 

150mm x 4,60mm de diámetro interno y tamaño de partícula 2,6µm de 

Phenomenex se han examinado los distintos parámetros 

cromatográficos para encontrar las condiciones que permitan la 

determinación de imidacloprida en muestras de cera a los niveles más 
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bajos posibles, en el menor tiempo posible. En dicho estudio se 

procedió a modificar una variable manteniendo el resto de ellas 

constante. A continuación se describe el proceso de selección de 

manera detallada para cada una  

IV.6.2.1. Composición de la fase móvil 

Para comenzar el estudio de la composición de la fase móvil, se preparó 

una disolución patrón de imidacloprida de 1 mg/kg, posteriormente se 

realizó una serie de experiencias manteniendo constantes un volumen 

de inyección de 10μL y un flujo de fase móvil de 0,5mL/min. El objetivo 

de dicho estudio fue conocer la variación del tiempo de retención del 

analito, disminuir el solapamiento con interferencias propias de la matriz 

y conseguir una señal simétricamente para su posterior cuantificación. 

Considerando los trabajos citados en la bibliografía y los conocimientos 

adquiridos en el apartado multiresiduo en los que se analiza 

imidacloprida en distintas matrices, se utilizó como fase móvil inicial, 

una mezcla constituida por agua y acetonitrilo, variando las 

proporciones iniciales desde 70:30 hasta 50:50 en modo isocrático, pero 

los resultados no fueron satisfactorios, ya que la señal del analito se 

solapaba con una interferencia propia de la matriz, detectada en 

blancos inyectados con las mismas condiciones estudiadas.  

A pesar de que las proporciones anteriores presentan superposición de 

la señal con un interferente de la matriz, la proporción 60:40 genera una 

buena separación entre la señal y el frente cromatográfico, con un 

tiempo de retención de 4,6 minutos, por lo que se pensó modificar el pH 

del agua para intentar separar la señal y la interferencia usando esta 

proporción. Se ensayaron cuatro pH distintos con valores de 2, 4, 7 y 9, 
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pero la señal del analito aún solapaba con la interferencia, por lo que se 

pensó cambiar el modificador orgánico por metanol.  

Considerando que el metanol tiene menos fuerza que el modificador 

orgánico utilizado hasta ahora (acetonitrilo), para comenzar con las 

pruebas la cantidad de modificador se aumentó en diez unidades, 

realizando las siguientes pruebas con una proporción agua/metanol 

50:50. De esta manera se ensayaron los mismos valores de pH 

mencionados anteriormente, de los cuales, los pH ácidos y básicos, no 

presentaban ninguna mejoría, ya que el analito aún solapaba con la 

interferencia y los cromatogramas obtenidos eran más sucios. Caso 

contrario se dio eluyendo  con agua a pH 7 y metanol en proporción 

50:50, ya que la señal del analito ya no coincidía con la señal de la 

matriz y disminuyó su tiempo de retención a 4,5 minutos. De esta 

manera se seleccionó una fase móvil compuesta por agua a pH 7 y 

metanol en proporción 50:50 en modo isocrático.  

Una vez seleccionada la composición de la fase móvil, se realizó el 

estudio de la influencia que ejercían la temperatura de la columna y el 

volumen de inyección para posteriormente seleccionar las condiciones 

cromatográficas óptimas. 

IV.6.2.2. Temperatura de la columna 

Para estudiar la influencia de la temperatura de la columna  sobre la 

señal se realizaron  ensayos variando dicho parámetro entre 25 y 40°C, 

en intervalos de 5°C. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 

28. 
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Tabla 28  Influencia de la temperatura en los parámetros cromatográficos 

(n=3). 

Parámetro cromatográfico 
Temperatura (°C) 

25 30 35 40 

Tiempo de Retención (min) 4,6 4,6 4,5 4,5 

Anchura (min) 0,15 0,16 0,17 0,18 

Simetría 0,97 0,97 0,97 0,96 

 

Se puede apreciar que el aumento de la temperatura en ese intervalo  

no tiene una influencia significativa sobre los tres parámetros 

cromatográficos estudiados, por esta razón se seleccionó una 

temperatura de 25°C.  

IV.6.2.3. Volumen de inyección 

Considerando que se desea llegar a concentraciones lo más bajas 

posibles del compuesto y que con mayores volúmenes de inyección se 

podrían obtener límites de detección más bajos, el siguiente parámetro 

a estudiar fue el volumen de inyección.  De esta manera se estudiaron 

distintos volúmenes de inyección entre 10 y 40 µL, con intervalos de 10 

µL. 

Es importante mencionar que, a pesar de que la muestra es sometida a 

un tratamiento de limpieza antes de ser inyectada en el equipo, se evitó 

la inyección de volúmenes muy altos ya que mayores cantidades de 

cera residual  introducida a la columna aceleraban su deterioro en el 

tiempo. Si a esto además se une que durante la experimentación se 

evidenció una acumulación de impurezas en la interfase, después de 

varias inyecciones consecutivas, los volúmenes ensayados no deberían 
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ser superiores a los 40 µL. Los resultados obtenidos de este estudio se 

muestran en la tabla 29. 

Tabla 29. Influencia del volumen de inyección en los parámetros 

cromatográficos (n=3). 

Parámetro cromatográfico 
Volumen de inyección (µL) 

10 20 30 40 

Tiempo de retención (min) 4,6 4,6 4,7 4,7 
Señal/ruido 46 65 68 71 

Anchura (min) 0,17 0,17 0,22 0,31 

Simetría 0,90 0,99 0,95 0,94 

 

Al analizar los resultados de la tabla 29 se observa que la relación 

señal/ruido aumenta considerablemente al inyectar 20 µL, pero a 

volúmenes mayores dicha variación no es tan apreciable, esto debido a 

que el aumento del ruido es más acusado. En cuanto a los demás 

parámetros que tienen relación con la señal del analito, se puede decir 

que hay un aumento significativo en el ancho de la señal a volúmenes 

superiores a 20 µL y además se observa una mejora en la simetría 

cuando se inyectan 20 µL, por lo que dicho volumen fue el seleccionado 

Como resultado de los estudios realizados se propone para la 

determinación de imidacloprida, una fase móvil constituida por agua a 

pH 7 y metanol (50:50 v/v), en régimen isocrático, con un flujo de 0,5 

mL/min a una temperatura de 25°C e inyección de 20 µL.  
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IV.6.2.4. Condiciones para la detección 

Al modificar las condiciones de fase móvil frente al análisis multirresiduo 

se comprobó si empleando como fase móvil agua a pH 7 y metanol 

(50:50 v/v) los parámetros para llevar a cabo la detección empleando la 

espectrofotometría de masas. Como era obvio los resultados obtenidos 

fueron los mismos que el caso del análisis conjunto de los siete analitos. 

Se llevó a cabo la cuantificación utilizando como fuente de ionización 

ESI (+) empleando un flujo de gas secante (N2) de 9 L/min a una 

temperatura de 340ºC y con una presión de nebulización de 60 psi, 

aplicando un voltaje de capilar de 2500V y un voltaje de fragmentador 

de 140V. Se llevó a cabo un barrido de masa/carga obteniéndose Como 

ión de cuantificación se obtuvo el M+1  

Una vez establecidas las condiciones de separación y detección para la 

cuantificación de la imidacloprida en el menor tiempo posible y con los 

menores límites, donde el cromatograma obtenido se muestra en la 

figura 35, se llevó a un estudio de la etapa de preparación de muestra 

 

 

 

Figura 35. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolución de imidacloprida de 40 

µg/L con las condiciones seleccionadas. 
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IV.6.3. TRATAMIENTO DE MUESTRA 

Una vez adicionado el patrón de imidacloprida a la muestra, fue 

necesario seleccionar un disolvente para disolver la cera y facilitar la 

siguiente etapa de extracción. Para ello y debido a los buenos 

resultados obtenidos en los apartados anteriores se empleó la mezcla 

de n-hexano/isopropanol en proporciones  5:5, 6:4, 7:3, 8:2 y 9:1, y se 

realizaron las extracciones con un volumen fijo de agua, metanol y 

acetonitrilo para evaluar las mejores recuperaciones. Los resultados de 

estas pruebas se pueden observar en la tabla 30 donde sólo se reflejan 

los resultados de recuperación obtenidos al emplear agua como 

extractante pues cuando se utilizaban los otros dos disolventes no se 

producía una buena separación entre las fases. 

Tabla 30. Recuperaciones de imidacloprida obtenidas después de disolver la 

cera con diferentes mezclas n-hexano/isopropanol 

 

Relación 

n-hexano/isopropanol 

 
Recuperación 

(%) 

5:5 67 

6:4 78 

7:3 88 

8:2 104 

9:1 92 

 

De los resultados de la tabla 30 se desprende que los mejores 

resultados al igual que en el caso del estudio multirresiduo, como era de 
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esperar, se obtenían con la mezcla 8:2. Si se comparan estos 

resultados con los obtenidos en la tabla 6 , en este caso los % de 

recuperación son superiores lo cual podría atribuirse a la ausencia de 

los otros analitos en la matriz en este caso.  

Una vez seleccionado el mejor extractante, en este caso agua, se 

estudiaron las distintas proporciones de disolvente y extractante para 

una óptima extracción líquido-líquido. Al igual que el caso del análisis 

multirresiduo de las proporciones ensayadas la que condujo a los 

mejores resultados fue 15mL n-hexano-IPA y 10 mL. de agua, con un 

102% de recuperación.  

Otros dos parámetros que fue necesario fijar, fue la temperatura y el 

tiempo de extracción. Considerando los buenos resultados obtenidos en 

los estudios anteriores la extracción se realizó a 60°C  y se estableció 

un tiempo de extracción de 5 minutos. 

Una vez realizada la extracción líquido-líquido, fue necesario separar 

ambas fases, por lo que la mezcla fue depositada rápidamente y en 

caliente a un embudo de decantación para separar las fases. En esta 

etapa y como prueba, se inyectó una alícuota de la fase acuosa, pero el 

cromatograma obtenido presentaba muchas interferencias y la 

ionización de los iones para su detección por MS no era la óptima, 

debido a que los componentes de la matriz (hidrocarburos, ésteres y 

pigmentos) ensuciaban la fuente de ionización. Para solucionar estos 

problemas se decidió emplear la extracción en fase sólida  (SPE), que 

además permite concentrar la muestra. En esta etapa se estudiaron 

cuatro cartuchos diferentes: Oasis® HLB (relleno polimérico), Florisil® 

(silicato de magnesio), Strata® C18-E (relleno polimérico con 17% de 

carbón) y un cartucho muy utilizado en la evaluación de imidacloprida 
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en distintas matrices que se caracteriza por un relleno con tierras de 

diatomeas denominado Isolute HM-N. 

En cuanto a los tres primeros cartuchos mencionados, se pre 

acondicionaron, con  metanol y agua adicionando consecutivamente, 5 

mL de cada disolvente. Tras realizar el paso de muestra, se evaluó la 

posibilidad de secar el cartucho, para ello se evaluaron tres tiempos de 

secado con flujo de nitrógeno entre 5 y 30 minutos, para los cuales no 

se observaron diferencias significativas en las recuperaciones, por lo 

que se seleccionaron los 5 minutos priorizando menores tiempos en 

dicha etapa. En cuanto al volumen de elución de los tres cartuchos de 

SPE, estos fueron eluidos con 5 mL de los cinco disolventes de distinta 

polaridad 

El cartucho Isolute HM-N presenta algunas ventajas con respecto a los 

otros sorbentes de SPE, como por ejemplo, que no necesita pre 

acondicionamiento, por lo tanto se pasó en primer lugar los 10 ml  de 

muestra que fueron eluidos con 20 mL de los distintos disolventes.. Los 

resultados de las recuperaciones obtenidas se pueden ver en la tabla 

31. 
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Tabla 31. Recuperaciones de imidacloprida obtenidas después de las etapas 

de extracción de cera  dopada (250 μg/kg) y limpieza con distintos disolventes 

para los cuatro cartuchos propuestos (n=3). 

Eluyente Recuperación (%) ± CV (%) 

 Isolute HM-N1 Florisil2 Oasis HLB2 Strata C18-E2 

Cloroformo 37 ± 5,1 35 ± 5,4 33 ± 5,2 30 ± 5,7 

Acetato de etilo 51 ± 4,9 26 ± 5,6 35 ± 5,4 37 ± 5,1 

Diclorometano 44 ± 5,2 24 ± 4,9 31 ± 5,6 45 ± 5,5 

Acetona 95 ± 5,3 38 ± 4,8 52 ± 4,9 58 ± 6,0 

Acetonitrilo 88 ± 5,2 34 ± 5,7 41 ± 4,7 50 ± 5,4 

Metanol 75 ± 4,8 18 ± 5,2 43 ± 5,1 46 ± 5,3 
1 Cartuchos eluidos con 20 mL 
2 Cartuchos eluidos con 5 mL 

 

De la tabla anterior se puede deducir que las mejores recuperaciones se 

obtuvieron para la elución, con la mayoría de los disolventes estudiados, 

en cartuchos Isolute HM-N. Otra ventaja que presentó el uso de las 

tierras de diatomeas fue que se obtuvieron cromatogramas más limpios 

y sin interferencias con respecto a los resultados obtenidos con los otros 

cartuchos ensayados. De la misma tabla también hay que destacar, que 

aunque los resultados también son buenos para la elución con 

acetonitrilo, la acetona fue seleccionada porque tiene un punto de 

ebullición menor, favoreciendo su evaporación en la siguiente etapa. El 

extracto resultante fue transferido a un matraz de fondo redondo de 25 

mL para ser evaporado a sequedad a 40°C en evaporador rotatorio. A 

continuación el residuo fue reconstituido en 1 mL de fase móvil (agua a 

pH 7/metanol, 50:50, v/v), y pasado a través de un filtro de jeringa de 
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0,45 µm, para finalmente inyectar una alícuota de 20 μL en el equipo de 

LC-ESI-MS con las condiciones mencionadas en el apartado anterior. 

 

IV.6.4.ESTABILIDAD DE IMIDACLOPRIDA EN AGUA/METANOL 

Se evaluó la estabilidad de imidacloprida en la disolución 

reconstituyente: agua a pH 7 /MeOH (50:50 v/v). Para ello se 

prepararon disoluciones de imidacloprida a una concentración de 

250µg/L y estas disoluciones se conservaron a distintas condiciones de 

temperatura y luz. Una fue guardada en frigorífico a 4°C, otra se 

mantuvo en presencia de radiación a 25°C, otra disolución en las 

mismas condiciones de temperatura pero aislada de radiación y otras se 

mantuvieron en estufa a 35°C y 60°C. Dichas disoluciones fueron 

inyectadas de manera regular durante 30 días con las condiciones 

cromatográficas seleccionadas en el apartado anterior. Cada día de 

medición se preparó una disolución de referencia de la misma 

concentración para contrastar los resultados.  

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 36, donde la gráfica 

representa el % de la señal del analito con respecto al patrón de 

referencia durante el tiempo que duró el estudio. 
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Figura 36. Gráfica correspondiente al estudio de la influencia de la radiación 

sobre imidacloprida expuesta a la radiación (vial transparente) y protegida de la 

radiación (vial ambar).  

Como se puede observar el efecto de la radiación a los 30 días puede 

generar pérdidas cercanas al 10%, estabilidad que no se ve afectada en 

viales protegidos de la radiación, por lo que las disoluciones que 

contienen imidacloprida deben ser almacenadas en viales de color 

ámbar.  

A continuación se muestra el estudio del efecto de la temperatura sobre 

las disoluciones de imidacloprida, donde se representa el % de señal 

del compuesto con respecto al patrón de referencia durante el tiempo 

que duró el estudio .Figura 37 
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Figura 37. Gráfica correspondiente al estudio de la influencia de la temperatura 

sobre imidacloprida 

A la vista de los resultados se observa una mayor estabilidad a 4 y 

25°C. Con una leve pérdida del analito a medida que aumenta la 

temperatura y el tiempo. Lo que indica que para asegurar la estabilidad 

de la disolución, los viales deben ser almacenados en frigorífico además 

del empleo de viales topacio, como se indicó anteriormente. 

 

IV.6.5. VALIDACIÓN DEL MÉTODO  

Para ello se evaluó selectividad, límites de detección y cuantificación, la 

linealidad, el efecto matriz y la precisión y exactitud para el método LC-

ESI-MS. 
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IV.6.5.1. Selectividad 

Para la evaluación de la selectividad del método propuesto se 

compararon los cromatogramas de extractos de cera tratados, que no 

contenían imidacloprida, con extractos de cera tratados a los que se les 

había añadido imidacloprida. Como se observa en la figura 38 no hay 

coelución con ningún componente de la matriz y tampoco hay 

interferentes al tiempo que eluye el analito de interés. 

 

 

 

Figura 38. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) (A) cera tratada y 

(B) cera que contiene imidacloprida a concentración 250 µg/kg  

 

IV.6.5.2 Límite de detección y cuantificación 

Se procedió de manera totalmente análoga a los apartados anteriores, 

inyectando extractos blancos, a los cuales se les midió el valor del ruido 

de la respuesta analítica al tiempo que eluye la imidacloprida y a 
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continuación se inyectaron extractos de cera con imidacloprida 

adicionada hasta obtener una señal, que produjera relaciones 

señal/ruido de 3 y 10 veces para establecer el límite de detección (LOD) 

y cuantificación (LOQ) respectivamente. Los valores de LOD y LOQ 

calculados para el método propuesto, fueron 0,1 y 0,5 µg/kg, 

respectivamente, que suponen unos valores 10 veces menores respecto 

a los obtenidos en el tratamiento multirresiduo. 

 

IV.6.5.3. Linealidad y efecto matriz 

Así mismo se llevó a cabo un estudio de linealidad y se comprobó el 

efecto que la matriz ejercía sobre la ionización. Para lo cual se preparó 

una línea de calibrado sobre ceras tratadas a las cuales se les adicionó 

una disoolución patrón de imidacloprida en fase móvil en un intervalo de 

concentración de 0,5 a 1000 µg/kg. Los resultados obtenidos para la 

ecuación de la recta se pueden observar en la tabla 32.   

Tabla 32. Parámetros de la línea de calibrado para un intervalo analítico 

comprendido entre 0,5 y 1000 µg/kg (n=6) 

Calibrado a Sa b Sb R2 Sy/x 

Disolución -28.511 31.550 22.925 129,2 0,9999 104.958 

Cera 3.243 23.067 15.423 94,4 0,9997 108.596 

 

Al igual que en los casos se cumple que la texp > ttab, por lo tanto se 

acepta que el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de 

determinación (r2), se puede deducir el buen ajuste del calibrado a los 

datos experimentales, ya que en ambos casos su valor es superior a 

0,999.  
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Se pudo calcular un efecto matriz ~35%, por lo que la cuantificación de 

imidacloprida debe ser realizada sobre un calibrado de patrones en 

cera.  

 

IV.3.5.4. Precisión y Exactitud 

La precisión del método se estableció en términos de repetitividad y 

precisión intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedió a 

inyectar por sextuplicado cuatro muestras de cera a las cuales se 

adicionó imidacloprida a cuatro niveles de concentración y que fueron 

sometidas al tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la 

evaluación de repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo día, 

mientras que para el estudio de la precisión intermedia, dichas 

inyecciones fueron realizadas en tres días consecutivos. Los resultados 

que se obtuvieron se detallan en la tabla 33. 

Tabla 33. Estudio de la repetitividad del método a cuatro concentraciones 

(n=6). 

 
Concentración 

(µg/kg) 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

1 1 6,4 1 6,8 

150 144 4,8 143 5,1 

500 511 5,5 501 5,8 

1000 974 6,4 965 6,1 

 

Como se puede observar en la tabla anterior, los coeficientes de 

variación no superan el 7%.. 
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IV.6.6. APLICACIÓN DEL MÉTODO 

El método propuesto se ha aplicado al análisis de 20 muestras de cera 

provenientes de las regiones de Andalucía y Murcia, zonas que se 

caracterizan por el cultivo de frutales y donde se podrían estar 

empleando formulaciones que contienen imidacloprida. Todas las 

muestras fueron proporcionadas por el Centro Apícola Regional (CAR) 

de Marchamalo (Guadalajara) y es importante mencionar que todas las 

muestras estaban formadas por trozos de panal, por lo que antes de 

realizar el tratamiento de muestra fue necesario separar 

cuidadosamente la miel, el polen, la cera y restos de abejas y larvas que 

contenía cada muestra. Los productos fueron almacenados en tubos de 

centrifuga aislados de la luz y a 4ºC hasta su análisis.  

Una vez que se logró separar la cera de la miel y el polen, se aplicó el 

método puesto a punto y validado Los resultados obtenidos se muestran 

en la siguiente tabla 35 
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Tabla 35. Concentraciones de imidacloprida en muestras de cera. 

Provincia Colmena Concentración (µg/kg) 

Jaén 1337 <LOD 

Córdoba 1338 <LOD 

Málaga 1642 <LOD 

Málaga 1643 <LOD 

Murcia 1733 <LOD 

Murcia 1735 40 

Murcia 1737 <LOD 

Sevilla 1744 <LOD 

Murcia 1753 <LOD 

Murcia 1757 <LOD 

Cádiz 1767 <LOD 

Jaén 1816 <LOD 

Jaén 1818 <LOD 

Huelva 1830 <LOD 

Córdoba 1956 <LOD 

Granada 1961 <LOD 

Almería 1963 <LOD 

Almería 1965 <LOD 

Almería 1967 <LOD 

Málaga 1972 <LOD 
 

En la tabla 35, se puede observar que sólo una de las muestras, 

correspondiente al 5% de las muestras analizadas, presenta residuos 

de imidacloprida, porcentaje muy bajo, pero que de igual manera nos 

permite justificar la necesidad de desarrollar y validar un método de 

análisis para dicho plaguicida en cera de abejas. 
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IV.6.7. OBSERVACIONES 

 

• Se ha puesto a punto un método analítico rápido y muy sensible 

para determinar residuos de imidacloprida en cera, utilizando la 

cromatografía líquida de alta resolución con detección por 

espectrometría de masas. El empleo de ESI como interfase del 

MS proporciona mejores resultados 

 

• La determinación se ha llevado a cabo empleando una columna 

Kinetex de Phenomenex, C18 2,6µm (150mm x 4,60mm i.d), 

utilizando como fase móvil en régimen isocrático una mezcla de  

agua a pH 7 y metanol (50:50 v/v), con un flujo de 0,5 mL/min, con 

un volumen de inyección de 20 µL y una temperatura de 25°C. 

 

• Para determinar y cuantificar imidacloprida en cera ha sido 

necesario someter a las muestras a un tratamiento previo que ha 

consistido en una extracción líquido-líquido en caliente y posterior 

extracción líquido-líquido en cartuchos de tierras de diatomeas. Se 

eligió este tipo de sorbente ya que proporcionaba altos 

porcentajes de recuperación para el analito, generando 

cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitían la 

inyección de múltiples muestras sin dañar la columna. 

 
• El método para la determinación de imidacloprida ha sido 

validado, presentando una buena selectividad y límite de 

detección de 0,5 µg/kg empleando como detector el MS, con un 

intervalo lineal entre 0,5 y 1000 µg/kg. 
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• Tras el estudio de las pendientes de las líneas de calibrado y la 

existencia de un efecto matriz del 35%, se puede concluir que 

imidacloprida debe ser cuantificada con una línea de calibrado en 

cera. 

 
• De 20 muestras de cera analizadas provenientes de las regiones 

de Andalucía y Murcia, una de ellas presentó residuos de 

imidacloprida con una concentración de 40 µg/kg.  
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IV.7.DETERMINACION DE ESPINOSINAS A Y D. 
 
IV.7.1. INTRODUCCION 
 
El espinosad es un plaguicida de origen natural, generado durante la 

fermentación de la bacteria Saccharopolyspora spinosa.62 Consiste en 

una mezcla de dos espinosinas, A y D, que se pueden encontrar en 

cantidades variables entre un 50-50% y un 95-5% de cada una de 

ellas.220 Como se muestra en la figura 39, estructuralmente estos 

compuestos son iguales, excepto por el sustituyente en la posición R1 

que diferencia a las dos macrólidos, los que además contienen un 

sistema de anillos tetracíclicos con dos azúcares diferentes en su 

extremo.64,220  

 
 

Compuesto R1 

Espinosina A H 

Espinosina D CH3 

 
Figura 39. Estructura química de  las espinosinas A y D. 
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Este pesticida presenta un modo de acción único, que sumado a su 

capacidad insecticida sobre una gran variedad de insectos63,64 y el 

hecho que sea un biopesticida,65-67 hacen que este plaguicida sea uno 

de los más importantes en la actualidad dentro de los pesticidas 

naturales.220  

El compuesto es un sólido cristalino de color blanco con alta solubilidad 

en diclorometano, acetona y acetonitrilo y baja solubilidad en agua. El 

método de análisis para el producto comercial (77% de espinosina A y 

14% de espinosina D) es la cromatografía líquida empleando como fase 

estacionaria un relleno C8 y una fase móvil formada por una mezcla de 

acetonitrilo/metanol/buffer acetato de amonio 2% en relación 2:2:1, con 

detección por UV a 263 nm. 

Con respecto a la metodología para el análisis de sus residuos, existen 

pocos artículos que determinen de manera exclusiva las espinosinas, 

trabajos que han centrado su estudio en matrices como frutas y 

verduras,221-225 carne, leche y huevos,226,227 granos,228 cítricos y sus 

cultivos,229 aceite de oliva,230 suelos y aguas,231 variedad de 

alimentos,232,233 subproductos de algodón,234 pescados y mariscos235 

pero ninguno en matrices o productos apícolas. 

De los trabajos citados, la mayoría utilizan la cromatografía en fase 

líquida, como técnica de análisis realizándose las separaciones en 

columnas con fase estacionaria C18,
221,223-226,228-231,233,234 , por otro lado 

tres trabajos emplean la técnica de ensayo inmunoquímico con un kit 

rápido y especializado en la determinación de pesticidas.222,227,232  

Con relación a las fases móviles más empleadas, la mayoría de los 

artículos citados utilizan la misma mezcla de ACN, MeOH y acetato de 

amonio al 2% en agua o ACN, en distintas proporciones y todos en 

modo isocrático.221,226,228,229,231,233,234 Otros dos estudios emplean sólo 
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MeOH224,225 y un único artículo utiliza una fase móvil compuesta por 

ácido fórmico 0,1% y ACN en modo gradiente.230 

En lo que se refiere a su detección, las técnicas más empleadas son la 

absorción UV,221,223,226,227,231,233,234 seguida por UV/DAD,224,225,229 la 

espectrometría de MS,223,228,235 , dos estudios que emplean MS/MS222,230  

y tres artículos que utilizan un moderno método de detección específico 

para pesticidas, más conocido por su acrónimo IA (Immunoassay), que 

consiste en un kit de pruebas para la detección de espinosinas por 

interacción con un enzima.222,227,232 

En cuanto a la etapa de tratamiento de muestra la mayoría de los 

trabajos ha utilizado la extracción líquido-líquido (LLE)230-232 cuando se 

trata de matrices líquidas o extracción sólido-líquido (SLE)220-229,231-235 

para matrices sólidas, también hay un estudio que utiliza la metodología 

multiresiduo QuEChERS,222 y otro que usa extracción por reflujo.228 De 

todos estos estudios, la mayoría emplea grandes cantidades de 

muestra, que van desde 5 g,228,232 10 g,220,221,226,229,233,234 20 

g,223,226,227,229,231 y hasta 50 g,224,225 con extracciones en las que llama la 

atención el uso de grandes cantidades de disolventes entre 50 y 100 

mL,221,223,226-229,231-234 o algunos que emplean incluso 900 mL225 y 1050 

mL224 de disolvente, haciendo que los procesos sean costosos y menos 

amigables con el medio ambiente. En general se emplean disolventes 

muy variados, que van desde hexano,224,226,227,234,235 diclorometano,224-

227,229-234  acetonitrilo,221-223,226-230,232,233,235 metanol,224-228,231  acetona234,235 

y agua.226-229,232,233  

Con relación a las demás etapas del tratamiento, la limpieza 

normalmente se realiza con extracción en fase sólida (SPE), 221-223,229,231-

235 pero también es importante mencionar que la mayoría de los 

estudios incluyen otras etapas, como partición,221,223-227,229,231-233,235 
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agitación en baño de ultrasonidos,221,223,229,231 y finalmente 

centrifugación,221,223,231 haciendo que todo el procedimiento sea 

demasiado tedioso y largo. 

En este contexto y considerando que no existen metodologías analíticas 

para determinar de manera exclusiva estos analitos en polen o cera de 

abejas, en este estudio se ha tomado como referencia el tratamiento de 

muestra de polen corbicular optimizado en el apartado IV.3.4.B.1 de 

esta investigación.  

Como resumen de los antecedentes bibliográficos para la determinación 

de espinosinas, se puede señalar que: 

 

• No existe bibliografía que relacione estos analitos con las 

matrices de interés. 

• La técnica más empleada es la cromatografía líquida con 

detección por UV y MS. 

• La fase estacionaria de las columnas más empleada es la C18. 

• Las fases móviles más sugeridas contienen como modificador 

orgánico metanol y acetonitrilo.  
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IV.7.2. MATERIALES Y REACTIVOS 

IV.7.2.1. Reactivos y disolventes 

• Patrón de spinosad 91% de pureza (77% A y 14% D) suministrado 

por Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania).  

• Agua ultrapura purificada por sistema Milli-RO y Milli-Q de 

Millipore (Bedford, MA, USA). 

• Acetonitrilo y Acetato de etilo grado HPLC-UV, y Acetona al 99,8% 

Pestican suministrados por Labscan Ltd. (Dublín, Irlanda). 

• Ácido fórmico 98-100% pureza. P.A. Sigma Aldrich. 

• Acetato de etilo grado HPLC  y Acetonitrilo grado HPLC-UV, 

suministrados por Lab - Scan Ltd. (Dublin, Ireland). 

• Acetona al 99,8% Pestican, Lab - Scan, Analytical Sciences. 

(Polonia). 

• Etanol (UV, IR, HPLC) y Metanol grado gradiente HPLC 

suministrado por Panreac Químicas S.A.U. (Barcelona). 

IV.7.2.2. Equipos y materiales  adicionales 

Los equipos adicionales utilizados en el desarrollo del método fueron los 

siguientes: 

• Balanza analítica de precisión Mettler AE-240. Mettler Instruments 

G1987 (Suiza). 

• Baño de ultrasonidos, Ultrasons. P. Selecta S.A. 

• Centrifuga 5810 de Eppendorf (Hamburg, Alemania) 

• Filtros de nylon de 0,45µm Cronus. 

• Micropipetas 

• Rotavapor RE 111 Büchi, baño de agua Büchi 461 y bomba de 

vacío Vacuubrand GMBH+CO KG (Alemania). 
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IV.7.3. CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS  

Se ha realizado un estudio de los distintos parámetros cromatográficos 

para encontrar las mejores condiciones que permitan la correcta 

determinación de spinosad en muestras de cera y polen corbicular. En 

dicho estudio se procedió a modificar una variable manteniendo el resto 

de ellas constante. A continuación se describe el proceso de selección 

de manera detallada para cada una de las variables.  

 

IV.7.3.1. Condiciones para la detección 

En esta etapa del trabajo se ha utilizado el mismo detector de 

espectrometría de masas (MS) empleado en los métodos anteriores. 

Considerando que las espinosinas A y D tienen polaridades medias con 

peso molecular de 731,5 y 745,5 g/mol, respectivamente, se realizó el 

estudio de las interfases (ESI y APCI) para evaluar cuál de ellas otorga 

mejores resultados en cuanto a intensidad y calidad de las señales. Los 

mejores resultados se obtuvieron empleando como fuente de ionización 

electrospray. Después de seleccionar la interfase, fue necesario 

estudiar el modo de ionización de ambos macrólidos ya que estos 

pueden presentar ionización positiva y negativa, para posteriormente 

seleccionar el modo que proporcione las mejores señales que fue el 

positivo. Los parámetros relacionados con el detector se optimizaron 

utilizando un análisis FIA., con el fin de conseguir la máxima 

sensibilidad y alcanzar mejores límites de detección. Dichas condiciones 

se optimizaron estudiando los parámetros que afectan la respuesta y 

que se muestran en la tabla 36. 
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La optimización se realizó modificando una variable, mientras las 

restantes se mantenían constantes, en la tabla 36 se pueden observar 

los intervalos estudiados y los resultados óptimos para cada variable. 

 

Tabla 36: Resultados obtenidos del análisis por inyección de flujo (FIA) para 

los parámetros ESI(+)- MS. 

 
Parámetros  

Intervalo 
estudiado 

Valor 
óptimo 

Voltaje del fragmentador (V)  20-380 140 

Temperatura (°C)  del gas secante (N2)  10-350 340 

Voltaje del capilar (V)  2000-5000 3000 

Presión (psi) del gas del nebulizador (N2)  10-50 40 

Flujo (L/min)  del gas secante (N2)  2-12 9 

Ganancia 5-20 20 

 

Una vez obtenidas las óptimas condiciones de detección del MS, se 

realizó un barrido en modo SCAN para encontrar los iones más 

abundantes que nos permitirán realizar la cuantificación de espinosina A 

y D en modo SIM, ya que este modo permite obtener la máxima 

sensibilidad en el análisis cuantitativo. El barrido se realizó entre 50 y 

800 unidades de m/z.  

La siguiente figura muestra el espectro de masas correspondiente a los  

iones mayoritarios de las espinosinas A y D. 
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Figura 40. Espectro de masas obtenido en modo SCAN-ESI de espinosinas A 

(A) y D (B). 

Como se puede ver en la figura 40, los espectros de masas de 

espinosinas A y D muestran un ion mayoritario correspondiente a los 

iones moleculares protonados [M + H+] de cada analito, iones que se 

utilizarán para la cuantificación de cada compuesto y otros dos iones 

minoritarios en abundancias que fueron seleccionados para realizar la 

confirmación de los analitos, según las directrices del documento 

SANCO.143 En la tabla 37 se muestran dichos iones. 
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Tabla 37. Iones mayoritarios y de confirmación obtenidos por MS-ESI modo 

positivo del patrón. 

Compuesto 
Masa 

molecular 
(g/mol) 

Ion de 
cuantificación 

(m/z) 

Iones de 
confirmación 

(m/z) 

Espinosina A 731,5 732,5 105,2/142,2 

Espinosina D 745,5 746,5 105,2/142,2 

 

IV.7.3.2. Columna cromatográfica 

Como se mencionó en la introducción de este apartado, en la mayoría 

de las publicaciones se muestra una retención selectiva de las 

espinosinas cuando son eluidas a través de columnas de fase reversa 

con rellenos C18. En este sentido y debido a los buenos resultados 

obtenidos, se planteó utilizar la misma columna empleada en los 

apartados anteriores: Kinetex C18 de 150mm x 4,60mm de diámetro 

interno y tamaño de partícula 2,6 µm. 

 

IV.7.3.3. Composición de la fase móvil 

Para comenzar el estudio de la composición de la fase móvil, se preparó 

una solución patrón de spinosad a una concentración de 1 mg/kg, 

posteriormente se realizó una serie de experiencias manteniendo 

constantes un volumen de inyección de 10μL y un flujo de fase móvil de 

0,5mL/min. El objetivo de dicho estudio fue conocer la variación del 

tiempo de retención de ambos macrólidos, disminuir el solapamiento 
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con interferencias propias de la matriz y conseguir una señal simétrica 

para su posterior cuantificación. 

Considerando los trabajos examinados en la bibliografía, donde se 

analiza spinosad en distintas matrices, se utilizó como fase móvil inicial, 

una mezcla constituida por ácido fórmico al 0,1% y acetonitrilo, variando 

las proporciones iniciales desde 60:40 hasta 30:70 en modo isocrático. 

En este estudio la proporción 60:40 mostró una sola señal, por lo que 

fue necesario aumentar el modificador orgánico para separar las 

señales. Con la proporción 40:60 se logró una buena separación de las 

señales de ambos macrólidos con tiempos de retención de 7,3 y 8,5 

minutos.  

En cuanto a las demás mezclas de disolventes estudiadas (50:50 y 

30:70), estas no proporcionaron buenos resultados ya que los tiempos 

de retención eran muy cercanos y a mayores concentraciones las 

señales se solapaban. Según dichos resultados, se seleccionó como 

fase móvil una mezcla de ácido fórmico en agua al 0,1% y acetonitrilo 

en proporción 40:60 (v/v).  

Una vez seleccionada la composición de la fase móvil, se realizó el 

estudio de la influencia que ejercía el flujo de la fase móvil, la 

temperatura de la columna y el volumen de inyección sobre el tiempo de 

retención de los analitos y la simetría de las señales para 

posteriormente seleccionar  las condiciones óptimas. 
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IV.7.3.4. Flujo de la fase móvil 

Se realizó un estudio variando el flujo entre 0,5 y 1,0 mL/min. Los 

resultados obtenidos se muestran en la tabla 48. 

Como se puede ver, y era previsible, hay una clara disminución de los 

tiempos de retención a medida que aumenta el flujo de la fase móvil, 

pero para realizar la elección del mejor flujo, además se ha considerado 

que las señales son más definidas y presentan mayor simetría cuando 

se utiliza un flujo de 0,5 mL/min. En este sentido y considerando todos 

los parámetros, el flujo seleccionado fue el de 0,5 mL/min. 

Tabla 38. Influencia del flujo de la fase móvil en los parámetros 

cromatográficos (n=3). 

 
Compuesto Parámetro cromatográfico 

Flujo fase móvil (mL/min) 

0,5 0,7 0,9 1,0 

 
Espinosina A 

Tiempo de Retención (min) 7,31 6,58 5,94 5,27 

Anchura (min) 0,14 0,14 0,17 0,18 

Simetría 0,97 0,91 0,79 0,93 

 
Espinosina D 

Tiempo de Retención (min) 8,54 7,81 7,21 6,64 

Anchura (min) 0,15 0,15 0,19 0,20 

Simetría 0,98 0,93 0,87 0,87 

 

IV.7.3.5. Temperatura de la columna 

Para estudiar la influencia de la temperatura de la columna se realizaron  

ensayos variando dicho parámetro entre 25 y 45°C, en intervalos de 

5°C. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 39, donde se 

puede apreciar que el aumento de la temperatura no tiene en este caso  

una influencia significativa sobre los tiempos de retención; los dos 
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parámetros cromatográficos estudiados, que tienen relación con la 

calidad de la señal tampoco difieren de manera importante con el 

aumento de la temperatura, razón por la cual se optó por una 

temperatura de trabajo de 25°C.  

Tabla 39. Influencia de la temperatura en los parámetros cromatográficos 

(n=3). 

 
Compuesto Parámetro cromatográfico 

Temperatura (°C) 

25 30 35 40 45 

 
Espinosina A 

Tiempo de Retención (min) 7,38 7,37 7,49 7,47 7,32 

Anchura (min) 0,18 0,18 0,20 0,20 0,18 

Simetría 0,94 0,96 0,95 0,94 0,95 

 
Espinosina D 

Tiempo de Retención (min) 8,50 8,49 8,54 8,54 8,47 

Anchura (min) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,19 

Simetría 0,95 0,94 0,94 0,96 0,95 

 

 

IV.7.3.6. Volumen de inyección 

El último parámetro a estudiar fue el volumen de inyección de muestra, 

variable que debe ser considerada a la hora de analizar residuos de 

pesticidas a nivel de trazas. Así, se ensayaron distintos volúmenes de 

inyección entre 5 y 20 µL, con intervalos de 5 µL.  

Es importante mencionar que, a pesar de que la muestra es sometida a 

un tratamiento de limpieza antes de ser inyectada en el equipo, se evitó 

la inyección de volúmenes muy altos ya que mayores cantidades de 

polen y cera introducida reducen notablemente la vida útil de la columna  

y provocan  una mayor acumulación de impurezas en la interfase 
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después de varias inyecciones consecutivas, por esta razón los 

volúmenes ensayados no superaron los 20 µL.  Los resultados 

obtenidos de este estudio se muestran en la tabla 40. 

Tabla 40. Influencia del volumen de inyección en los parámetros 

cromatográficos (n=3). 

Compuesto Parámetro cromatográfico 
Volumen de inyección (µL) 

5 10 15 20 

 
Espinosina A 

Tiempo de retención (min) 7,25 7,16 7,20 7,35 

Anchura (min) 0,22 0,20 0,20 0,20 

Simetría 0,73 0,84 0,88 0,95 

Señal/ruido 59,4 58,9 79,8 93,5 

 
Espinosina D 

Tiempo de retención (min) 8,37 8,38 8,41 8,45 

Anchura (min) 0,24 0,22 0,23 0,22 

Simetría 0,83 0,84 0,87 0,93 
 Señal/ruido 66,1 82,6 111,5 131,7 

 

Al analizar los resultados de la tabla 40 se observa que la relación 

señal/ruido para los analitos es mayor cuando se inyectan 20 µL. En 

cuanto a los dos parámetros relacionados también con la señal, anchura 

y simetría, estos son levemente mejores para el mismo volumen y en lo 

que se refiere a los tiempos de retención, no se observan diferencias 

significativas. En este sentido, el volumen de inyección seleccionado es 

de 20 µL.  
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Como resultado de los estudios realizados se propone para la 

determinación de espinosinas, una fase móvil constituida por ácido 

fórmico en agua al 0,1% y acetonitrilo (40:60 v/v), en régimen isocrático, 

con un flujo de 0,5 mL/min a una temperatura de 25°C e inyección de 20 

µL, empleando la columna Kinetex C18 para llevar a cabo la separación 

y la detección mediante MS empleando como analizador un cuadrupolo 

y como fuente de ionización ESI(+). La cuantificación se realizará a 

través de ión mayoritario M+1 en todo SIM. 

En la figura 41 se muestra un cromatograma, de una disolución de 

spinosad de 40 µg/L obtenido con las condiciones cromatográficas 

descritas anteriormente. 

 

Figura 41. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolución de spinosad de 40 

µg/L, cuyas señales corresponden a espinosina A (1) y espinosina D (2). 
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IV.7.4.DETERMINACIÓN DE ESPINOSAD EN CERA 

 

IV.7.4.1. Tratamiento de muestra 

En esta etapa, se hace necesario desarrollar un procedimiento que 

permita tratar la muestra para extraer la máxima cantidad de 

espinosinas A y D de manera selectiva y conseguir mejores límites de 

detección. 

Para la puesta a punto del tratamiento de muestra se trabajó con cera 

en la que se comprobó la ausencia de los insecticidas objeto de estudio. 

El siguiente paso fue adicionar los analitos a la cera de tal manera que 

se lograra una mezcla homogénea. Considerando la fotosensibilidad del 

espinosad, una vez consultada la bibliografía, en esta etapa se evaluó 

desarrollar un tratamiento de muestra que permitiera mantener la cera 

protegida de la luz durante todo el procedimiento de extracción, 

condiciones difíciles de mantener con el tratamiento de muestra de cera 

validado en el apartado de los neonicotinoides  ya que los analitos son 

menos fotosensibles que las espinosinas. Por ello se intentó realizar un 

tratamiento de muestra similar al del polen corbicular, para lo cual fue 

necesario enfriar y cortar la cera en láminas finas, que luego se 

mantuvieron en el congelador durante un día, posteriormente las 

láminas fueron molidas, generando granos finamente divididos, de 

tamaño similar al del polen molido. A continuación se pesó 1g de cera 

molida y a la cual se adicionó el analito en una disolución en acetona, 

homogenizando con una varilla de vidrio y favoreciendo la evaporación 

del disolvente durante 3 minutos.  

Una vez obtenida la muestra con una concentración conocida de los 

analitos, y a diferencia del estudio realizado para los neonicotinoides en 
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cera donde se realizaron estudios de disolución de la cera, en este caso 

se realizaron estudios de extracción sólido-liquido empleando 1g de 

cera. 

Previamente se obtuvieron blancos de cera empleando distintos 

disolventes, en los que spinosad presenta mayor solubilidad, como 

metanol, acetona, acetato de etilo, acetonitrilo, agua y etanol, blancos 

que se inyectaron según las condiciones cromatográficas optimizadas 

para examinar las posibles interferencias de estos coextractos con las 

señales de los analitos. Se seleccionaron sólo dos disolventes, metanol 

y acetonitrilo, para realizar las pruebas de extracción, ya que el resto 

presentó cromatogramas con señales a los mismos tiempos de 

retención de los analitos.  

Una vez seleccionados los dos mejores disolventes, se realizaron las 

extracciones sobre cera con patrones adicionados. Los resultados de 

porcentajes de recuperación se muestran en la tabla 41.  

Tabla 41. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de cera, 

adicionada con spinosad a 500 µg/kg, con 10 mL de diferentes disolventes 

(n=3). 

Compuesto Acetonitrilo Metanol 
Espinosina A 91 89 

Espinosina D 90 78 

 

Se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron para la 

extracción con acetonitrilo, ya que los porcentajes para la especie D con 

este disolvente eran del orden 10% superior que cuando se empleó 

metanol.  
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Una vez seleccionado el disolvente de extracción, se realizó el estudio 

del tiempo de agitación. En la tabla 42 se muestran los datos obtenidos 

para los tres tiempos ensayados.  

Tabla 42. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de cera con 
spinosad a 500 µg/kg a tres tiempos diferentes (n=3). 

Compuesto Tiempo (min) 
5 10 15 

Espinosina A 84 93 94 

Espinosina D 82 94 94 

 

La tabla 42 muestra que los porcentajes de recuperación son muy 

buenos para ambos analitos a 10 y 15 minutos de agitación, sin 

diferencias importantes entre ambos tiempos, razón por la que se 

seleccionan 10 minutos ya que 15 minutos hacen que el tratamiento de 

muestra sea más largo.  

El siguiente parámetro que se estudió fue el volumen de extractante 

necesario para la obtención de la totalidad de los analitos con el mínimo 

gasto de disolvente. En la tabla 43 se muestran los porcentajes de 

recuperación obtenidos de estos ensayos. 

Tabla 43. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de cera con 

spinosad a 500 µg/kg con tres volúmenes de acetonitrilo(n=3). 

Compuesto Volumen (mL)  
10 15 20 

Espinosina A 91 95 92 

Espinosina D 90 97 93 

 

Según los resultados que se observan en la tabla 43 el aumento de 

volumen de extractante no necesariamente aumenta las recuperaciones 
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de los analitos, por lo que el volumen de acetonitrilo seleccionado fue de 

15 mL ya que proporcionaba los porcentajes de recuperación más altos 

con el mínimo gasto de disolvente.  

Después de la extracción fue necesario separar ambas fases, por lo que 

se pensó en centrifugar la mezcla y así favorecer la separación. De esta 

manera de ensayaron tres tiempos de centrifugación a 9000 rpm. De los 

resultados de este estudio se desprende que las recuperaciones no 

aumentan de manera importante cuando la mezcla es centrifugada 

durante 15 minutos por lo que el tiempo seleccionado fue de 10 

minutos. Una vez realizada la centrifugación, se separó el sobrenadante 

utilizando un embudo de filtración por gravedad y papel gravimétrico de 

poro constante. Esta etapa fue necesaria ya que restos de cera 

finamente triturada pasaban al balón dificultando su posterior 

evaporación.  

Finalmente y con la idea de obtener límites de detección y cuantificación 

más bajos, el último parámetro a optimizar fue la masa de cera a 

extraer, aumentando la cantidad que hasta ahora se había ensayado de 

1g. De esta manera además se estudió la extracción de 1,5 y 2 g de 

cera. Se comprobó que al aumentar la masa de cera a extraer los 

porcentajes de recuperación de ambas especies no sufrían ninguna 

modificación. En cuanto a los cromatogramas obtenidos no existía 

ningún aumento en ruido de fondo al aumentar la masa de cera. Debido 

a esto se seleccionó 2g para obtener los límites de detección y 

cuantificación más bajos.  

De esta manera y habiendo optimizado todos los parámetros antes 

mencionados, el extracto resultante fue transferido a un balón de fondo 

redondo de 25 mL para ser evaporado a sequedad a 40°C en rotavapor. 

A continuación el residuo fue reconstituido en 1 mL de agua/acetonitrilo 
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(50:50 v/v), y pasado a través de un filtro de jeringa de 0,45 µm, para 

finalmente inyectar una alícuota de 20 μL en el equipo de LC-ESI-MS 

con las condiciones mencionadas en el apartado anterior, obteniéndose 

porcentajes de recuperación para ambas espinosidas superiores al 

95%.  

Una vez establecido el método final de cuantificación de espinosidas en 

ceras que consistió en laminar y congelar 2 g de cera y a continuación 

sometarla a una extracción sólido-liquido empleando como extractante 

15 mL de acetonitrilo con agitación durante 10 minutos. A continuación 

una etapa de centrifugación durante 10 minutos a 9000 rpm para 

separar ambas fases. El extracto obtenido es evaporado a 40ºC y 

reconsituido en 1 mL de agua/acetontirilo 50/50 (v/v). Se procedió a 

validar el método de análisis en los mismos términos que los apartados 

anteriores de este trabajo. 

 

IV.7.4.2. Validación del método 

IV.7.4.2.1. Selectividad 

Para la evaluación de la selectividad del método propuesto se 

compararon los cromatogramas de extractos de cera que no contenían 

spinosad con extractos de cera a los que se había añadido spinosad. 

Como se observa en la figura 42 no hay solapamientos con ningún 

componente de la matriz al tiempo que eluyen los analitos de interés. 
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Figura 42. Cromatogramas LC-ESI-MS (SIM) de cera tratada (A) y cera tratada 

que contiene spinosad a concentración 50 µg/kg (B). 

 

IV.7.4.2.2. Límite de detección y cuantificación 

Se inyectaron una serie de extractos de cera, libre de spinosad, 

denominados extractos blancos, a los cuales se les midió el valor del 

ruido de la respuesta analítica al tiempo que eluye cada una de las 

espinosinas, a continuación se inyectaron extractos de cera con los 

analitos adicionados y realizando diluciones sucesivas hasta obtener la 

mínima señal detectable.  

Una vez obtenido el ruido y las señales, se calcularon los límites de 

detección (LOD) y cuantificación (LOQ), correspondientes a 3 y 10 

veces la relación señal/ruido, respectivamente.  

Los valores de LOD y LOQ obtenidos fueron  0,21 y 0,71 µg/kg para 

espinosina A y 0,11 y 0,36 µg/kg para espinosina D, respectivamente. 
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IV.7.4.2.3. Linealidad y efecto matriz 

Para realizar el estudio de la linealidad se preparó una línea de 

calibrado de extractos de ceras a las cuales se les adicionó una 

disolución patrón de espinosinas en disolución, en un intervalo de 

concentración entre el LOQ y 500 µg/kg. Llevándose a cabo una 

cuantificación por el método del patrón externo y un ajuste por mínimos 

cuadrados. Los resultados obtenidos para la ecuación de la recta se 

pueden observar en la tabla 44.   

Tabla 44. Parámetros de la línea de calibrado para un intervalo analítico 

comprendido entre LOQ y 500 µg/kg (n=3) 

Compuesto 
Calibrado 

a 
(103) 

Sa 

(103) 
b 

(103) 
Sb 

(103) 
R2 Sy/x 

(103) 

Espinosina 

A 

Patrón 212,1 126,8 98,8 1,48 0,996 346,5 

Cera 415,6 88,8 75,8 1,03 0,997 242,5 

Espinosina 

D 

Patrón 26,3 25,4 107,3 1,63 0,996 69,4 

Cera 79,3 20,1 88,7 1,28 0,997 54,8 

 

Para verificar la tendencia lineal de la regresión se realizó la prueba t. 

Cumpliéndose  que la texp > ttab, por lo tanto se acepta que el método es 

lineal. En cuanto al valor del coeficiente de determinación (r2), se puede 

observar el buen ajuste del calibrado a los datos experimentales, ya que 

en ambos casos su valor es igual o superior a 0,996.  

Para verificar el efecto matriz, se realizó la comparación de la pendiente 

de la línea de calibrado de spinosad en disolución y la pendiente de la 

línea de calibrado de extractos de ceras a las cuales se les adicionó el 

spinosad después del tratamiento. De esta manera se pudo evaluar un 
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efecto matriz promedio ~20%, por lo que la cuantificación de las 

espinosinas debe ser realizada sobre un calibrado en ceras. 

 

IV.7.4.2.4. Precisión y Exactitud. 

La precisión del método se estableció en términos de repetitividad y 

precisión intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedió a 

inyectar por triplicado tres muestras de cera a las cuales se adicionó 

spinosad a tres niveles de concentración y que fueron sometidas al 

tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluación de 

repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo día, mientras que 

para el estudio de la precisión intermedia, dichas inyecciones fueron 

realizadas en tres días consecutivos.  

La exactitud se evaluó mediante el % de recuperación, calculado para 

tres muestras las cuales fueron sometidas a todo el proceso de forma 

individual. El estudio se realizó para tres niveles de concentración. Los 

resultados que se obtuvieron se detallan en la tabla 45. 



 

 

Tabla 45. Estudios de precisión y exactitud del método a tres niveles de concentración (n=3). 

 
 
Compuesto 

 
Concentración 

espinosina 
(µg/kg) 

 
Estudios de Precisión 

 
Estudios de Exactitud 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

Espinosina 

A 

1,5 1,3 1,9 1,3 4,3 1,4 93 2,2 

150 140,9 2,5 145,8 3,3 142,5 95 2,8 

400 379,8 1,0 387,2 3,2 384,2 96 1,1 

Espinosina 

D 

1,0 0,97 2,9 0,98 4,1 0,98 98 2,9 

150 147,7 1,5 151,5 3,7 149,8 100 1,7 

400 404,6 1,2 409,3 2,8 407 102 1,3 
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Como se puede observar en la tabla anterior, los coeficientes de 

variación no superan el 5% en el estudio de la precisión, valores que se 

consideran adecuados cuando se analizan trazas. En el estudio de la 

exactitud se obtuvieron errores inferiores al 7% a la hora de cuantificar 

tanto espinosina A como D en muestras de cera. Por lo que se puede 

afirmar que el método puesto a punto es precioso y exacto 

IV.7.4.3. Aplicación del método 

El método propuesto se ha aplicado al análisis de 20 muestras de ceras 

provenientes de distintos apiarios cercanos a zonas agrícolas con 

árboles frutales de la región de Murcia, donde se ha detectado pérdida 

de individuos y esta podría ser una de las causas, se desconoce si allí 

se había efectuado tratamiento con spinosad.  

Las muestras de cera fueron sometidas al tratamiento descrito y 

posteriormente analizadas por LC-ESI (+)-MS. Los resultados obtenidos 

indicaron que ninguna de las muestras analizadas presentó residuos de 

espinosinas ni A ni D en concentraciones iguales o superiores a los 

LODs del método propuesto.  
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IV.7.5. DETERMINACIÓN DE ESPINOSAD EN POLEN 

IV.7.5.1. Tratamiento de muestra 

Para desarrollar este procedimiento se trabajó con polen que fue 

analizado para verificar la ausencia de los espinosinas A y D. Una vez 

comprobado esto se aplicaron etapas de secado y molienda para 

favorecer el dopaje y posterior extracción de los analitos. 

El siguiente paso fue adicionar los analitos al polen de tal manera que 

se lograra una mezcla homogénea. Para ello se preparó una disolución 

de spinosad en acetona, disolvente seleccionado por su fácil 

evaporación a la hora de adicionar patrones a las muestras, a 

continuación se homogeneizó con una varilla de vidrio y se favoreció la 

evaporación del disolvente durante 3 minutos aproximadamente. 

Procedimiento realizado en ausencia de luz para evitar la foto 

descomposición  de los compuestos. 

Una vez obtenida la concentración necesaria del analito en la muestra 

de polen, se realizaron estudios de extracción con distintos disolventes. 

Se fijó una masa de 1 g de polen y se variaron los disolventes de 

extracción, donde spinosad presenta mayor solubilidad, tales como 

acetona, acetato de etilo, acetonitrilo y metanol. En una primera etapa, 

se inyectaron los blancos de cada disolvente según las condiciones 

cromatográficas optimizadas para examinar las posibles interferencias 

de estos coextractos sobre el polen con las señales de los analitos. Así 

se comprobó la ausencia de interferencias a los tiempos de elución de 

los analitos y se realizaron las extracciones sobre polen con patrones 

adicionados. Debido a lo cual se realizaron a las pruebas de extracción 

con los cuatro disolventes mencionados.  
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Los resultados de los porcentajes de recuperación para cada uno de 

ellos se muestran en la tabla 47. 

Tabla 47. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de polen, con 

spinosad a 100 µg/kg,con 10 mL de diferentes disolventes (n=3). 

Compuesto Acetona Acetato de 
etilo Acetonitrilo Metanol 

Espinosina A 96 66 58 18 

Espinosina D 97 58 54 25 

 

En la tabla 47 se puede observar que los mejores resultados se 

obtuvieron empleando como extractante acetona, obteniéndose 

recuperaciones superiores al 95%, por lo que dicho disolvente fue 

seleccionado para llevar a cabo la extracción solido -liquido.  

Una vez seleccionado el disolvente de extracción, se realizó el estudio 

del tiempo de agitación. Se ensayaron tres tiempos de entre 5 y 15 

minutos A partir de los resultados obtenidos se puede concluir que a 

partir de 10 minutos no se observa un aumento de las recuperaciones, 

por lo que se ha seleccionado un tiempo de agitación en  Vibromatic  de 

10 minutos, ya que con este tiempo se consiguen buenas 

recuperaciones en el menor tiempo posible. 

El siguiente parámetro que se estudió fue el volumen de acetona que 

permitiera obtener las mejores recuperaciones para los dos analitos. En 

la tabla 48 se muestran los resultados obtenidos de estos ensayos. 
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Tabla 48. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de polen con 

spinosad a 100 µg/kg con tres volúmenes de acetona(n=3). 

Compuesto Volumen (mL)  
10 15 20 

Espinosina A 91 95 95 

Espinosina D 90 97 96 

 

Según los resultados que se indican en la tabla 48,  el aumento de 

volúmenes de extractante no necesariamente aumentan las 

recuperaciones de los analitos, por lo que el volumen de acetona 

seleccionado fue de 15 mL ya que proporcionaba los porcentajes de 

recuperación más altos usando un mínimo  de disolvente.  

Después de la extracción fue necesario separar ambas fases, por lo que 

se pensó en centrifugar la mezcla y así favorecer la separación. De esta 

manera de ensayaron tres tiempos de centrifugación a 9000 rpm. Los 

resultados condujeron a seleccionar un tiempo de centrifugación de 10 

minutos. 

Una vez seleccionado el tiempo de centrifugación, se separó el 

sobrenadante utilizando un embudo de filtración por gravedad y papel. 

Esta etapa fue necesaria ya que restos de polen finamente triturado 

pasaban al balón dificultando su posterior evaporación.  

Finalmente y con la idea de obtener límites de detección y cuantificación 

más bajos, el último parámetro a optimizar fue la masa de polen a 

extraer, aumentando la cantidad que hasta ahora se había ensayado de 

1g. Se realizaron pruebas con 1,5 y 2 g de dicho producto. Los 

resultados condujeron a seleccionar una masa de 2g con el fin de 

conseguir los menores límites al igual que ocurría en el caso de las 

ceras.  
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De los estudios realizados se deduce que los mejores resultados para la 

determinación de los compuestos de interés en muestras de polen se 

consiguieron extrayendo por 10 minutos con 15 mL de acetona y 

centrifugando por 10 minutos. A continuación el extracto resultante fue 

transferido a un balón de fondo redondo de 25 mL para ser evaporado a 

sequedad a 40°C y redisolverlo en 1 mL de agua/acetonitrilo (50:50 v/v), 

y pasado a través de un filtro de jeringa de 0,45 µm, para finalmente 

inyectar una alícuota de 20 μL en el equipo de LC-ESI-MS con las 

condiciones mencionadas en el apartado anterior. 

 

IV.7.5.1. Validación del método 

La validación del método se realizó siguiendo las mismas directrices 

empleadas en la validación del método para cera de abejas.  

IV.7.5.2.1 Selectividad 

 

Para la evaluación de la selectividad del método propuesto se 

compararon los cromatogramas de extractos de polen que no contenían 

spinosad con extractos de polen a los que se le había añadido 

spinosad. Como se observa en la figura 42 no hay coelución con ningún 

componente de la matriz y tampoco hay interferentes al tiempo que 

eluyen los dos analitos. 
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Figura 42. Cromatogramas LC-ESI-MS (SIM) de polen tratado (A) y polen que 

contiene spinosad a concentración 10 µg/kg (B). 

 

IV.7.5.2.2. Límite de detección y cuantificación 

En una primera etapa, se inyectó una serie de extractos de polen libre 

de spinosad, denominados extractos blancos, a los cuales se les midió 

el valor del ruido de la respuesta analítica al tiempo que eluye el 

spinosad A y D, luego en una segunda etapa, se inyectaron extractos de 

polen con los analitos adicionados previamente y realizando diluciones 

sucesivas hasta obtener una señal.  

Una vez obtenido el ruido y las señales, se calcularon los límites de 

detección (LOD) y cuantificación (LOQ), correspondientes a 3 y 10 

veces la relación señal/ruido, respectivamente.  

Los valores de LOD y LOQ calculados para el método propuesto fueron 

0,3 y 0,9 µg/kg para espinosina A y 0,8 y 2,7 µg/kg para espinosina D, 

respectivamente. 
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IV.7.5.2.3. Linealidad y efecto matriz 

Los resultados obtenidos para el estudio de la linealidas y efecto matriz 

se muestran en la tabla 49. En cuanto al valor del coeficiente de 

determinación (r2), se puede deducir el buen ajuste del calibrado a los 

datos experimentales, ya que en ambos casos su valor es igual o 

superior a 0,994.  

Para verificar el efecto matriz, se realizó la comparación de la pendiente 

de la línea de calibrado de spinosad en disolución y la pendiente de la 

línea de calibrado de pólenes a los cuales se les adicionó el spinosad 

después del tratamiento. De esta manera se pudo evaluar un efecto 

matriz promedio ~23%, por lo que la cuantificación de spinosad debe 

ser realizada sobre un calibrado en polen.  

 

Tabla 49. Parámetros de la línea de calibrado para un intervalo analítico 

comprendido entre el LOQ y 500 µg/kg (n=3) 

Compuesto 
Calibrado 

a  
(103) 

Sa 

(103) 
b 

(103) 
Sb 

(103) 
R2 S y/x 

(103) 

Espinosina A 
Patrón 76,0 77,6 102,3 0,90 0,999 212,0 

Polen -10,5 39,5 75,4 0,46 0,994 108,0 

Espinosina D 
Patrón -121,8 48,0 122,4 1,87 0,996 154,9 

Polen -68,1 20,9 97,8 0,81 0,999 67,5 
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IV.7.5.2.4. Precisión y exactitud 

La precisión del método se estableció en términos de repetitividad y 

precisión intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedió a 

inyectar por triplicado tres muestras de polen a las cuales se adicionó 

spinosad a tres niveles de concentración y que fueron sometidas al 

tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluación de 

repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo día, mientras que 

para el estudio de la precisión intermedia, dichas inyecciones fueron 

realizadas en tres días consecutivos. Los resultados que se obtuvieron 

se detallan en la tabla 65. 



 

 

Tabla 65. Estudios de precisión y exactitud del método a tres niveles de concentración (n=3).  

 
 
Compuesto 

 
Concentración 

espinosina 
(µg/kg) 

 
Estudios de Precisión 

 
Estudios de exactitud 

Repetitividad Precisión intermedia 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

CV 
(%) 

Concentración 
(µg/kg) 

Recuperación 
(%) 

CV 
(%) 

Espinosina 

A 

1,5 1,3 2,1 1,4 4,6 1,3 90 4,4 

150 141,5 1,1 143,6 3,8 137,9 92 1,6 

400 375,4 2,0 381 2,4 372,4 93 2,1 

Espinosina 

D 

1,0 0,97 2,1 1,2 3,2 0,98 99 3,3 

150 151,5 2,1 153,6 2,8 154,6 103 2,4 

400 409,5 3,8 412,8 4,8 415,3 104 2,0 
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Como se puede observar en la tabla anterior, los coeficientes de 

variación no superan el 8%, valores que se ajustan a la precisión 

cuando se analizan trazas, según lo establecido por la Comisión 

Europea en su documento SANCO/825/00.143 

 

IV.7.5.3. Aplicación del método 

El método propuesto se ha aplicado al análisis de 20 muestras de polen 

provenientes de los mismos apiarios de los cuales se analizaron las 

ceras del apartado IV.4.4.A.  

Las 20 muestras de polen fueron sometidas al tratamiento de muestra 

descrito en el apartado IV.4.4.B.1. y posteriormente analizadas por LC-

MS empleando la metodología analítica puesta a punto en el apartado 

IV.4.3.7. Los resultados obtenidos mostraron que, al igual que las ceras, 

ninguna de las muestras de polen presentó residuos de espinosinas en 

concentraciones iguales o superiores a los LODs del método propuesto, 

tal como era previsible, ya que ambas matrices provienen de los 

mismos apiarios. 
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IV.7.5.3. OBSERVACIONES 

 

• Se ha puesto a punto un método analítico rápido y muy sensible 

para determinar residuos de espinosad en matrices apicolas, 

utilizando LC-ESI-MS. 

 

• La determinación se ha llevado a cabo empleando una columna 

Kinetex de Phenomenex, C18 2,6µm (150mm x 4,60mm i.d), 

utilizando como fase móvil en régimen isocrático una mezcla de  

ácido fórmico 0,1% en agua y metanol (40:60 v/v), con un flujo de 

0,5 mL/min, con un volumen de inyección de 20 µL y una 

temperatura de 25°C. 

 

• La detección se llevó a cabo mediante espectrofotmetria de masas 

utilizando como analizador un cuadrupolo. El empleo de ESI como 

interfase del MS proporciona mejores resultados para la 

determinación de espinosad, en comparación de APCI. La 

cuantificación de los analitos se realizó en modo SIM a través del 

M+1. 

 
• Para determinar y cuantificar espinosad en cera ha sido necesario 

someter a las muestras a un tratamiento previo que ha consistido 

en una extracción sólido-líquido, previa congelación de láminas de 

cera. Se eligió como extractante 15 mL de acetonitrilo, que fueron 

concentrados hasta 1 mL en rotavapor, lo que generaba 

cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitían la 

inyección de múltiples muestras sin dañar la columna. 
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• Para determinar y cuantificar espinosad en polen se ha puesto a 

punto un método sencillo de extracción sólido-líquido, posterior 

centrifugación, evaporación y filtrado. Se eligió como extractante 

10 mL de acetona, lo que generaba cromatogramas limpios, sin 

interferencias y con buenos porcentajes de recuperación de los 

analitos de la matriz. 

 
• El método para la determinación de espinosinas A y D  en ambas 

matrices apícolas es preciso y exacto, presentando una buena 

selectividad y con buenos límite de detección y cuantificación para 

la determinación de residuos a nivel de trazas. 

 
• Tras el estudio de las pendientes de las líneas de calibrado se 

comprobó la existencia de un efecto matriz promedio del 20%, lo 

cual implica que para una correcta cuantificación la línea de 

calibrado se debe realizar en cada una de las matrices. 

 
• Se aplicó el método puesto a punto a muestras de cera y polen 

provenientes de distintos apiarios cercanos a zonas agrícolas con 

árboles frutales de la región de Murcia no encontrándose en 

ninguna de ellas residuos de espinosad por encima del límite de 

cuantificación establecido. 
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NEONICOTINOIDES 
 

• Se ha puesto a punto un método analítico, empleando la 

cromatografía líquida de alta eficacia utilizando una columna fused-

core acoplada a espectrofotometría de masas, que permite la 

determinación de residuos de neonicotinoides en cera y polen 

apícola. El método ha sido validado en los diferentes casos y 

presenta como características más importantes una excelente 

selectividad y un buen límite de detección para determinar residuos a 

nivel de trazas. 

 

• De los distintos procedimientos ensayados para la recuperación 

de los neonicotinoides de las ceras se propone una extracción 

líquido-líquido en caliente y posterior concentración limpieza 

empleando tierras de diatomeas que retienen las impurezas de cera, 

generando extractos más limpios y más fáciles de concentrar. 

 

• La persistencia de neonicotinoides en cera de abejas es muy 

variable, donde nitenpyram es el menos persistente disipando 

completamente entre 15 y 30 días, mientras que el resto de 

compuestos presenta persistencias entre un 27 y 75% a los 120 días. 

 

• Se han examinado los diferentes procedimientos de limpieza de 

cera de abejas utilizados habitualmente con el fin de comprobar su 

eficacia en la eliminación de residuos de neonicotinoides. Se ha 

podido constatar que el empleo de ácido oxálico a 60ºC y agitación, 

permite la eliminación completa de residuos de neonicotinoides, 

además de proporcionar ceras más blancas. 
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• El tratamiento de muestra para la determinación de los analitos 

en polen implica un sencillo procedimiento sólido-líquido con el que 

se ha evaluado la persistencia de los siete neonicotinoides en polen 

corbicular y pan de abeja.  

 
• Se ha podido constatar que en el pan de abeja, examinando la 

evolución en función del tiempo, los residuos encontrados son 

menores que para el polen corbicular, siendo el nitenpyram el 

compuesto que más rápidamente desaparece. 

 

• Se ha aplicado el método analítico a la determinación de 

residuos en muestras de ceras y polen procedentes de apiarios 

cercanos a zonas con frutales. Encontrándose residuos en algunas 

de las muestras de cera no así en el caso de los pólenes. 
 
 
IMIDACLOPRIDA 
 

• A partir de método multiresiduo se ha desarrollado uno nuevo 

para determinar imidacloprida en cera de abejas en un menor tiempo 

y con mejores límites de cuantificación. 

 

• El método que implica un tratamiento de muestra con extracción 

en caliente y limpieza empleando tierras de diatomeas ha sido 

validado. Y aplicado al análisis de muestras procedentes de 

colmenas 

  



V. Conclusiones 

225 
 

ESPINOSAD 
 

• Se propone un método rápido y sensible para determinar 

residuos de espinosad en cera y polen de abejas basado en el 

empleo de cromatografía líquida con detección de espectrometría de 

masas 

 

• Para determinar y cuantificar espinosad en cera ha sido 

necesario someter a las muestras a un tratamiento previo que ha 

consistido en una extracción sólido-líquido previa congelación de 

cera con acetonitrilo, posterior centrifugación, evaporación y filtrado.  

 

• El método para la determinación de espinosinas A y D ha sido 

validado, presentando una buena selectividad y límite de detección 

de 0,21 y 0,11 µg/kg respectivamente, empleando como detector el 

MS, con un intervalo lineal entre LOQ y 500 µg/kg. Espinosad debe 

ser cuantificado con una línea de calibrado en matriz. 

 

• Al igual que en caso de las cera el tratamiento de muestra de 

polen para cuantificar residuos de espinosad en polen ha consistido 

en una extracción sólido-líquido con acetona, posterior 

centrifugación, evaporación y filtrado.  

 

• El método para la determinación de espinosinas A y D ha sido 

validado, presentando una buena selectividad así como límites de 

detección y cuantificación aceptables para También en este caso el 

espinosad debe ser cuantificado con una línea de calibrado en 

matriz. 
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• En ninguna de las muestras analizadas se han encontrado 

cantidades de ambas espinosinas  superiores a los respectivos 

límites de detección 
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ACN Acetonitrilo 

APCI Ionización Química a Presión Atmosférica 

CAR Centro Apícola Regional 

CCD Trastorno y colapso de las colonias   

CV% Coeficiente de variación porcentual 

DAD Detección por batería de diodos alineados 

DLLME Microextracción líquido-líquido dispersiva 

EFSA European Food Safety Authority  

ESI Ionización por Electro Spray 

EtOH Etanol 

FAO Food and Agriculture Organization (organización por los 

alimentos y la agricultura) 

FIA Análisis por inyección de flujo 

FLD Fluorescencia 

GC Cromatografía gaseosa 

HPLC Cromatografía líquida de alta eficacia 

LC Cromatografía líquida 

LLE Extracción líquido-líquido 

LOD Límite de detección 

LOQ Límite de cuantificación 

MAE Extracción asistida por microondas 
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MS Espectrometría de masas 
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ND No detectado 

NQ No cuantificado 

AOAC Association of Official Agricultural Chemists 

OMS Organización Mundial de la Salud 

PSA Amina primaria y secundaria 



VII. Abreviaturas 

268 
 

QuEChERS Rápido, fácil, económico, eficaz, robusto y seguro 
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SIM Monitorización de ion seleccionado 

SPE Extracción en fase estacionaria 

SFE Extracción por fluidos supercríticos 

USA Estados Unidos de América 

UHPLC Ultra high performance liquid chromatography  
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