UNIVERSIDAD DE VALLADOLID
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

TESIS DOCTORAL

RESIDUOS DE NEONICOTINOIDES Y
ESPINOSAD EN CERA Y POLEN.
DETERMINACION POR LC-ESI-MS.

Karen del Pilar Yanez Arellano

Cin 355
~ Quima

-I-
-
eseca
racion y andlisis aplicado

Técnicas de sepa






UNIVERSIDAD DE VALLADOLID
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ANALITICA

TESIS DOCTORAL

RESIDUOS DE NEONICOTINOIDES Y
ESPINOSAD EN CERA Y POLEN.
DETERMINACION POR LC-ESI-MS.

Presentada por Karen del Pilar Yafiez Arellano para optar al grado

de doctora por la Universidad de Valladolid

Dirigida por los Dres. Maria Teresa Martin Gomez y José Luis Bernal Yagiie

CIN »2i75 —
~ Goma |ese"U‘L

T







Universidad deValladolid

Impreso 1T

AUTORIZACION DEL DEPARTAMENTO O COMISION ACADEMICA
RESPONSABLE DEL PROGRAMA DE DOCTORADO A LA PRESENTACION
DE TESIS DOCTORAL
(Art. 2.1. c de la Normativa para la presentacion y defensa de la Tesis Doctoral
enla UVa)

La Comisiéon Académica del Doctorado en QUIMICA ANALITICA
APLICADA. CONTAMINACION Y MEDIO AMBIENTE en su reunién de
fecha 6 de Octubre de 2014, acordé autorizar la presentacién de la
siguiente Tesis Doctoral al considerar que cumple todos los requisitos
establecidos en la legislacion vigente:

Titulo: Residuos de neonicotinoides y espinosad en ceray polen.

Determinacién por LC-ESI-MS

Autora: D2 Karen del Pilar Yafiez Arellano con pasaporte n215373575-1
Director/es: Dr. Bernal Yagle José Luis con DNI: 13042484N
Dra. Martin Gédmez Maria Teresa, con D.N.I.: 12323702A

Valladolid, 7 de Octubre de 2014

El Coordinador del Programa de Doctorado

Fdo.: Rafael Pardo Almudi

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION DE DOCTORADO






Universidad deValladolid

Impreso 2T

AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE TESIS
(Art. 2.1. c de la Normativa para la presentacion y defensa de la Tesis Doctoral
en la Uva)

D. José Luis Bernal Yaglie con DNI 13042484N, Profesor del
Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Ciencias, de la
Universidad de Valladolid como Director de la Tesis Doctoral titulada:

Residuos de neonicotinoides y espinosad en ceray polen.
Determinacién por LC-ESI-MS

presentada por D2 Karen del Pilar Yaiiez Arellano alumna del programa

DOCTORADO EN QUIMICA ANALITICA APLICADA. CONTAMINACION Y

MEDIO AMBIENTE impartido por el DEPARTAMENTO de QUIMICA

ANALITICA, autoriza la presentacién de la misma, considerando que

cumple todos los requisitos establecidos en la legislacion vigente.
Valladolid, 3 de octubre de 2014

El Director de la Tesis

Fdo.: José Luis Bernal Yagie

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION DE DOCTORADO






Universidad deValladolid Impreso 2T

AUTORIZACION DEL DIRECTOR DE TESIS
(Art. 2.1. c de la Normativa para la presentacion y defensa de la Tesis Doctoral
enla UVa)

D2. Maria Teresa Martin Gédmez con DNI 12323702 A, Investigadora
Ramon y Cajal en el Departamento de Quimica Analitica, Facultad de
Ciencias, de la Universidad de Valladolid como Directora de la Tesis

Doctoral titulada:
Residuos de neonicotinoides y espinosad en ceray polen.

Determinacién por LC-ESI-MS

presentada por D2 Karen del Pilar Yaiiez Arellano alumna del programa

DOCTORADO EN QUIMICA ANALITICA APLICADA. CONTAMINACION Y

MEDIO AMBIENTE impartido por el DEPARTAMENTO de QUIMICA

ANALITICA, autoriza la presentacién de la misma, considerando que

cumple todos los requisitos establecidos en la legislacion vigente.
Valladolid, 3 de Octubrede 2014

La Directora de la Tesis,

Fdo.: Maria Teresa Martin Gomez

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION DE DOCTORADO






Mis agradecimientos:

A la Union Europea, por concederme la Beca
Erasmus Mundus, a través del proyecto

VECCEU, para la realizacion de mi doctorado.






La experimentacion recogida en esta memoria ha sido llevada a cabo en
los laboratorios del grupo TESEA en el Instituto CINQUIMA de la
Universidad de Valladolid.

Para la realizacién de la investigacion recogida en esta Memoria se ha
contado con la ayuda econdémica aportada por el Ministerio Espafiol de
Economia y Competitividad-Instituto Nacional de Investigacion Agraria y
alimentaria (INIA) a través de los Proyectos RTA2012-0076-C02-02 v,
principalmente, RTA 2013-0042-C10-03, complementado con la
aportacion del Plan Apicola Nacional a través de la Junta de Castilla y

Leodn.

Ambos proyectos se dedican a la parte analitica pero también se
precisan ensayos de campo que han sido realizados en el Centro
Apicola Regional (CAR) de Marchamalo (Guadalajara) sin cuyo
personal, laboratorios y campos experimentales no hubiera sido posible

llevar a cabo gran parte de la investigacion aqui presentada.

Las muestras analizadas han sido suministradas por el Centro Apicola
Regional (CAR) de la Junta de Comunidades de Castilla La Mancha en
Marchamalo (Guadalajara) y por la Profesora Pilar de la Rua de la

Universidad de Murcia.

A todos ellos nuestro mas sincero agradecimiento






“Si las abejas desaparecieran de la superficie de la tierra,
al hombre sélo le quedarian cuatro afios de vida. Sin

abejas no hay polinizacion, ni hierba, ni animales, ni
hombres".

Albert Einstein






AGRADECIMIENTOS






En primer lugar, quiero agradecer a Dios por darme la oportunidad

de realizar mis estudios de doctorado.

A mi gran compafero Marcelo, quien estuvo presente en cada
momento de este gran desafio. Sin su incondicional apoyo, nada

de esto habria sido posible.

A mi familia y en especial a mi madre, porque siempre confiaron
en mi y porque a pesar de la distancia, siempre estuvieron

presentes, con una llamada y una palabra de aliento.

A José Luis, por recibirme en su grupo de trabajo y
proporcionarme todo lo necesario para realizar investigacion de
calidad. A Maite, por ensefiarme y guiarme en cada una de las
etapas de mi investigacion. A Pepe, por su enorme ayuda en la
publicacion de mis resultados. A Susy y Laura, por la

preocupacion que siempre mostraron con respecto a mi trabajo.

A Pili, Alma, Carlos y sus respectivas familias, porque mas que
compaferos de laboratorio, fueron los amigos que llenaron el

vacio propio de la distancia de nuestro pais y nuestras familias.

A Ernes, Ana y Esther, por la ayuda prestada cada vez que la

necesité.
A Joana, Yolanday Ester, por los gratos momentos vividos.

Finalmente a mi amada hija Ainhoa, porgue su sola presencia me

motiva a seguir cada dia.






indice

INDICE



indice




indice

|. INTRODUCCION
. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

[I.1.INTRODUCCION

[1.2. LOS NEONICOTINOIDES

[1.3. LAS ESPINOSINAS COMO BIOPESTICIDAS
[1.4. ABEJAS: BIOINDICADORES AMBIENTALES

lll. OBJETIVOS
IV .PARTE EXPERIMENTAL

IV.1. EQUIPO CROMATOGRAFICO
IV.2 METODO MULTIRESIDUO PARA NEONICOTINOIDES
IV.2.1. Introduccion
IV.2.2. Materiales y reactivos
IV.2.2.1. Columna cromatogréfica
IV.2.2.2. Reactivos y disolventes
IV.2.2.3. Equipos y material adicionales
IV.2.3. Ensayos preliminares
IV.2.3.1. Condiciones para la deteccién
IV.2.3.2. Condiciones para la separacion
IV.2.3.2.1 Composicion y flujo de fase movil
IV.2.3.2.2. Temperatura de la columna
IV.2.3.2.3 Volumen de inyeccién
IV.2.3.3. Condiciones cromatograficas seleccionadas
IV.2.3.4. Estabilidad de los compuestos en disolucion
IV.3. DETERMINACION DE NEONICOTINOIDES EN CERA
IV.3.1. Tratamiento de muestra
IV.3.2. Validacién del método
IV.3.2.1. Selectividad

11
16
17

19

23

25
29
29
39
39
39
40
41
41
46
46
50
52
52
53
61
61
78
78



indice

IV.3.2.2. Limite de deteccién y cuantificacion 79
IV.3.2.3. Linealidad y efecto matriz 80
IV.3.2.4. Precision y exactitud 83
IV.3.3. Aplicacién del método 86
IV.3.4 Persistencia de neonicotinoides en cera 90
IV.3.4.1. Introduccion 90
IV.3.4.2 Evaluacion de la persistencia 91

IV.3.5 Eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras y

blangueamiento de ceras de abejas 107
IV.3.5.1. Introduccion 107
IV.3.5.2 Estudio de la eficacia de los procedimientos de

limpieza y blanqueamiento de ceras 111
IV.4.DETERMINACION DE NEONICOTINOIDES EN POLEN 121

IV.4.1. Introduccion 121

IV.4.2. Tratamiento de muestra 122

IV.4.3. Validacion del método 130
IV.4.3.1. Selectividad 130
IV.4.3.2. Limite de deteccidn y cuantificacion 131
IV.4.3.3. Linealidad y efecto matriz 132
IV.4.3.4. Precision y exactitud 134

IV.4.4. Aplicacion del método 137

IV.4.5 Persistencia de neonicotinoides en polen corbicular y pan
de abeja 141

IV.5. OBSERVACIONES DETERMINACION NEONICOTINOIDES 155

IV.5.1. Generales 155

IV.5.2. En cera de abeja 156

IV.5.1. En polen apicola 157

IV.6. DETERMINACION DE IMIDACLOPRIDA EN CERA 159

IV.6.1. Introduccion 159

IV.6.2. Condiciones cromatograficas 164



indice

IV.6.2.1. Composicién de la fase movil 165
IV.6.2.2. Temperatura de la columna 166
IV.6.2.3. Volumen de inyeccién 167
IV.6.2.4. Condiciones para la deteccion 169
IV.6.3. Tratamiento de muestra 170
IV.6.4. Estabilidad de imidacloprida en agua/metanol 174
IV.6.5. Validacién del método 176
IV.6.5.1. Selectividad 177
IV.6.5.2. Limite de deteccién y cuantificacion 177
IV.6.5.3. Linealidad y efecto matriz 178
IV.6.5.4. Precision y exactitud 179
IV.6.6. Aplicacion del método 180
IV.6.7. Observaciones 182
IV.7. DETERMINACION DE ESPINOSINAS AY D 185
IV.7.1. Introduccion 185
IV.7.2. Materiales y reactivos 189
IV.7.2.1. Reactivos y disolventes 189
IV.7.2.3. Equipos adicionales 189
IV.7.3. Condiciones cromatogréaficas 190
IV.7.3.1. Condiciones para la deteccion 190
IV.7.3.2. Columna cromatogréfica 193
IV.7.3.3. Composicion de la fase movil 193
IV.7.3.4. Flujo de la fase movil 195
IV.7.3.5. Temperatura de la columna 195
IV.7.3.6. Volumen de inyeccion 196
IV.7.4. Determinacion de espinosad en cera 199
IV.7.4.1. Tratamiento de muestra 199
IV.7.4.2. Validacion del método 203
IV.7.4.2.1. Selectividad 203

IV.7.4.2.2. Limite de deteccion y cuantificacion 204



indice

IV.7.4.2.3. Linealidad y efecto matriz
I\V.7.4.2.4. Precision y exactitud
IV.7.4.3. Aplicacién del método
IV.7.5. Determinacion de espinosad en polen
IV.7.5.1. Tratamiento de muestra
IV.7.5.2. Validacion del método
IV.7.5.2.1. Selectividad
IV.7.5.2.2. Limite de deteccién y cuantificacion
I\V.7.5.2.3. Linealidad y efecto matriz
IV.7.5.2.4. Precisién y exactitud
IV.7.5.3. Aplicacion del método

IV.7.6. Observaciones
V. CONCLUSIONES
VI. BIBLIOGRAFIA

VII. ABREVIATURAS

205
206
208
209
209
212
212
213
214
215
217
218

221

227

265



I. Introduccién

I. INTRODUCCION



I. Introduccién




I. Introduccién

Las abejas y otros insectos polinizadores juegan un papel crucial en la
produccion de alimentos, alrededor de un tercio de los cultivos
alimentarios del mundo dependen directamente de la polinizacion
natural de las abejas y otros insectos. A ello debe afadirse su funcién
de mantenimiento de la biodiversidad, el asentamiento de poblacién 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 disminucién del niamero de
individuos y colmenas, este fendmeno, conocido inicialmente como
“Sindrome de Despoblamiento de las Colmenas” o “Trastorno del
Colapso de las Colmenas”, ha dado origen a una gran preocupaciéon
socioecondémica y medioambiental, habiéndose propuesto numerosos
estudios y dado numerosas opiniones para explicarlo y, en su caso,
tratar de revertir la situacién que realmente es alarmante. Este tipo de
situaciones propicia la aparicion de diversas teorias con bandos muy
enfrentados que, en muchos casos, obedecen a razones econémicas,
politicas u otras en su mayoria no asentadas sobre base cientifica. Han
sido pues muchas las causas que se han indicado para explicar dicho
fenbmeno, tales como la sequia, el estrés provocado por el
desplazamiento de las colonias, la perdida de habitat, distintas plagas,
estrés nutricional, los teléfonos méviles y un largo etcétera. Realmente
hoy se admite por los cientificos que es un fendmeno multifactorial entre
los que se destaca la exposicién de las abejas a pesticidas sistémicos
como la imidacloprida asi como a distintas infecciones que afectan a
estos insectos, siendo el mas destacado el microsporidio Nosema
ceranae; indicandose 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 meliferas.



I. Introduccién

Obviamente existen otros factores a tener en cuenta entre los que
conviene destacar el tratamiento y manipulacién inadecuada de las
colmenas, al que no suele darsele importancia por razones poco
convincentes 0 poco convenientes. También se trata de generalizar
datos obtenidos en lugares donde la agricultura se realiza en grandes
areas y se precisa la fumigacion aérea con el consiguiente riesgo para
otras especies vegetales y animales, situacion no habitual en Espafa;
donde tampoco se hace un cultivo extensivo de transgénicos que
podrian contribuir a alterar el comportamiento, en fin muchas causas
probables, muchas explicaciones, pero el hecho constatado es que en
Espafia en los ultimos afios se ha perdido méas del 30% de las colmenas

y las que sobreviven tienen una produccién muy reducida.

Ante esa situacion alarmante hay una explicacion 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 Unién Europea, en Julio de 2013,
haya suspendido cautelarmente el uso de semillas tratadas tanto con
fipronil como con imidacloprida, tiametoxan y clotianidina, regulacion
qgue entr6 en vigor a finales de 2013. En USA hay también una
tendencia a atribuir el colapso de las colmenas a estos compuestos

denominandoles genéricamente “neonics”.

Obviamente para comprobar la incidencia de este factor debe
disponerse de metodologia analitica que permita el conocimiento de la
cantidad de residuos posibles en los productos apicolas. Nosotros nos
hemos centrado en el polen como alimento basico de la colmena y la
cera como reservorio que podria liberar paulatinamente las cantidades
aportadas, ambos serian buenos indicadores de la presencia y uso de
esos insecticidas de 22y 32 generacion, a los que hemos afiadido otro

insecticida, de creciente empleo por su condicion de producto natural ,

4
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el espinosad, con mucha aceptacion en la llamada agricultura organica
(ecoldgica), y que parece ser que en Hispanoamérica estdn empezando

a aparecer problemas después de su fumigacion.

Dadas las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos
involucrados y las cantidades minimas a evaluar hemos pensado que la
cromatografia liquida con deteccién espectrométrica de masas podria
ser una alternativa viable, por lo que se ha desarrollado la investigacion
conducente al analisis multirresiduo de un grupo numeroso de
neonicotinoides, prestando posteriormente una especial atencion a la
imidacloprida por ser la mas cuestionada en estos momentos, se ha
aplicado a polen corbicular y a cera, sobre muestras dopadas para
posteriormente analizar muestras provenientes de zonas donde podrian
haberse empleado. Un tratamiento totalmente similar se ha realizado

para el caso del espinosad.

Por dltimo y una vez puesto a punto el método analitico para
neonicotinoides, se han desarrollado dos aplicaciones que permiten
evaluar la persistencia de estos pesticidas en ceras y poélenes. La
primera de ellas considera la necesidad que tiene la industria apicola de
reutilizar, limpiar y blanquear cera de abejas para su posterior empleo
como fundaciéon o comercializacién, por lo que se ha examinado la
eficacia de los procedimientos de limpieza y blanqueamiento de ceras
aplicados comunmente por apicultores. En cuanto a la segunda
aplicacién, ésta ha consistido en evaluar la persistencia de
neonicotinoides en ceras y poélenes almacenados bajo distintas

condiciones de luz y temperatura.
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Il. Antecedentes y estado actual del tema

1.1. INTRODUCCION

Las abejas son consideradas uno de los insectos mas importantes de
todo el mundo, esto es debido a que han sido identificadas como las
principales y mas eficaces polinizadores de una gran cantidad de
cultivos y plantas silvestres,* contribuyendo a la mejora de la calidad de
cultivos, mayor produccion de semillas, forraje y alimentos en general,®*
beneficios que ademéas se pueden traducir en importantes cifras
economicas que hacen que los cultivos polinizados tengan un valor
mucho més elevado frente a aquellos que no dependen de la

polinizacion.®

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 econémico de zonas rurales,
donde otras actividades no pueden prosperar, destacandose por la
produccion de miel, polen, cera, propéleo y jalea real, todos productos
naturales cada vez mas valorados por el consumidor, mas aun si se
piensa en que es uno de los pocos modelos de produccion sostenible y

respetuosa con el medio ambiente.*®”’

Lamentablemente a partir de las Ultimas décadas se ha detectado una
importante disminucion de abejas en todo el mundo,®® fenémeno que
fue notificado por primera vez el afio 2006, cuando Estados Unidos
registré la pérdida de mas de la tercera parte de sus colonias de

abejas,***?

caso al que ademas se suma Europa, que presentd una
situacion similar con pérdidas incluso mayores en diversos paises del
continente.’*** Dicho fenémeno méas conocido en inglés como Colony
Collapse Disorder (CCD) o Sindrome 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 cercanias del lugar, mientras que el
resto de la poblacion, abejas adultas, crias y reina, permanecen en la
colmena, de las cuales, las primeras presentan debilitamiento del
sistema inmunoldgico y en cambio las dos Ultimas estdn aparentemente
saludables,’” como consecuencia y una vez que la colmena esté
totalmente debilitada, ésta sufre, por ejemplo, la invasiéon de la polilla de
la cera (Galleria mellonella), del pequefio escarabajo de la colmena
(Aethina tumida) o cleptoparasitismo, que consiste en el robo parasitario

de colmenas vecinas.'®

En cuanto a los factores a los que se atribuye tal fenébmeno, hay
estudios en los cuales se han considerado incluso més de 60 variables
que pueden influir en la perdida de las abejas'®, con factores tan
variados que van desde estudiar la presencia de A&caros™ vy
microorganismos como bacterias, virus y distintas especies de
microsporidios ,2>% hasta mala nutricion de la colmena, exposicién a

2427 malas préacticas apicolas, cambios climéaticos,? sequias o

pesticidas,
lluvias extremas?®® entre otros, donde la mayoria de dichos estudios,
concluye que el despoblamiento de las colmenas se debe

principalmente a una suma de factores o sinergismo entre ellos. 82430

A pesar de que la hip6tesis mas aceptada es aquella que considera
multiples variables, uno de los factores que mas relevancia tiene a juicio
de determinados grupos, organizaciones e incluso paises, es la
exposicion a los pesticidas, indicando que aunque las abejas no estan
expuestas a dosis letales, estos compuestos causan importantes

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

Baste sefalar la informacion 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 indignacion

10
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con la proteccion 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 esta destruyendo la poblacién

de abejas de nuestro planeta.

Ese mismo mes en Le Monde (03/05/2013) se da cuenta de la “victoria”
para el mundo apicola y las organizaciones de defensa del medio
ambiente, lograda tras la suspension cautelar, por dos afios a partir de
Diciembre de 2013, del empleo de Gaucho, Cruiser y Poncho (nombres
comerciales para productos con neonicotinoides), incluso indican que la
decision es tardia y pusilanime. Contrasta obviamente con las
investigaciones, en este caso de grupos franceses, que indican que no

es la causa mas probable ni la mas 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 mas razon.

[1.2. LOS NEONICOTINOIDES

Uno de los grupos de pesticidas que mas interés ha generado los
ultimos veinte afios y ha sido sefialado 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 mas utilizado en todo el mundo, que desde
su introduccion en el mercado el afio 1991 hasta la fecha, se encuentra
registrado en 120 paises con mas de 140 usos agricolas distintos y con
ventas cercanas a los $1091 millones de délares el afio 2009.*" Pero

este no es el Unico compuesto exitoso, ya que en los siguientes diez

11
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afios se han introducido al mercado otros seis neonicotinoides:
acetamiprida y nitenpyram en el afio 1995, tres afios més tarde el
tiametoxam, tiacloprida en el afio 2000, clotianidina y dinotefuran, en los

afios 2001 y 2002, respectivamente.*

Segun su estructura, estos se clasifican en tres generaciones distintas,
la primera, formada por acetamiprida, imidacloprida, nitenpyram y
tiacloprida, cuya caracteristica estructural es un anillo heteroclico 6-
cloro-3-piridilo, la segunda generacion compuesta por clotianidina y
tiametoxam, que contienen un anillo 2-cloro-5-tiazolil mientras que la

tercera generacion dinotefuran presenta un anillo 3-tetrahidrofuranil.*®

Su gran consolidacion en el mercado se debe a que presentan un
amplio espectro de eficacia controlando parasitos chupadores, como
afidos, moscas blancas, arafiuelas, algunos microlepidopteros y una
serie de plagas de coledpteros. Presentan una accion sistémica y
translaminar, con una pronunciada actividad residual y un modo de
accion anico.**3

Otra de las ventajas a las que se atribuye su éxito, es la versatilidad en
sus formas de aplicacion, ya que pueden ser aplicados con irrigacion de
agua por goteo, en cultivos hidropoénicos, en suelos humedos, por
inyeccion en troncos o en la base de estos, por inyeccion al suelo,
aplicacion foliar con spray, dispersion de aceites 0 una de las ultimas
técnicas que consiste en el tratamiento de semillas formando un
recubrimiento o pelicula sobre el grano, que puede llegar a ser incluso

una multicapa.®

Con respecto a las formas de aplicacion y la biodisponibilidad de estos
insecticidas en la planta, también existen muchos estudios acerca de la
capacidad de traslocacion dentro de ésta, lo que hace que estén

disponibles en distintas zonas, independientemente de la forma de
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aplicacion. En este sentido, uno de los neonicotinoides méas estudiados
ha sido la imidacloprida, * cuyos metabolitos activos son encontrados
en el resto de la planta después de su aplicacion®® y para el cual se han
desarrollado nuevas tecnologias que favorecen su movilidad dentro de

la planta.®’

Pero dichas ventajas en el control de plagas, también pueden
transformarse en desventajas, ya que la exposicion de insectos
polinizadores a este tipo de compuestos puede verse aumentada
dependiendo de la aplicacion. Esto queda demostrado en diversos
estudios que indican que la imidacloprida es transportada por la planta
hasta el polen de las flores*® aumentando asi la posibilidad de
exposicion de abejas al compuesto, concentraciones que segun algunos

3

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

transforman en un riesgo para los insectos.*

Asi lo demuestra una serie de estudios realizados frente a un proceso
natural de las plantas conocido como gutacién, que consiste en la
excrecion de gotas de agua desde el interior de la planta hasta la
superficie de las hojas, gotas que ademas transportan los
neonicotinoides desde las semillas tratadas previamente. Un estudio
realizado a semillas de maiz tratadas con imidacloprida, clotianidina y
tiametoxam demostrdé 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.** Contrariamente a esto, otro estudio
realizado a semillas de maiz y triticale (cereal hibrido entre trigo y
cebada) mostré concentraciones bajas que decrecian en el tiempo y
cuyas gotas de agua no fueron consumidas por las abejas durante los

muestreos, por lo que no se detectaron dafios perjudiciales.*

13
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En cuanto a los efectos que estos insecticidas pueden tener sobre

insectos polinizadores como las abejas, también existen muchas

43,44

controversias, ya que hay estudios que demuestran que las abejas

no se ven afectadas por este tipo de compuestos,**

43,47-52
d,™

mientras que hay

otros que demuestran su alta toxicida efectos subletales como

pérdida de memoria olfativa y alteraciones en el metabolismo cerebral,>®
falta de actividad y capacidad de comunicacién,® baja actividad
pecoreadora y dentro de la colmena,®® son algunos de los efectos méas
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 estos* y otros que atribuyen la
baja tasa de reproduccion o poca actividad cuando estos insectos estan
expuestos a dichos compuestos, especialmente imidacloprida.>®
Contradicciones que muchas veces estan 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 exposicion a veces muy prolongados, sometiendo a los
insectos a condiciones muy extremas o que realmente no reflejan las

condiciones reales de exposicion.®’

Por otro lado, ademas 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 infeccibn por Nosema, suma de factores que hacen que las
colmenas sean mas susceptibles al despoblamiento. Asi 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 disminucion 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 facilmente atacada por el microsporidio.*®
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Otro estudio realizado con abejas expuestas a dosis subletales de
imidacloprida demostré que la Nosemosis fue significativamente mayor
en colonias tratadas con el pesticida al comparar los resultados con el
control sin tratamiento,*® en cuanto a la exposicion 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.®

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.*®

Aungue 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 creacion de nuevas
lineas de investigacion enfocadas en descubrir nuevos pesticidas, tanto
0 mas efectivos que los neonicotinoides, con modo de accién similar al
de este grupo de compuestos y que ademas sean mas amigables con
los insectos polinizadores, dando origen a la nueva linea de

biopesticidas.
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[1.3. LAS ESPINOSINAS COMO BIOPESTICIDAS

Las espinosinas son un grupo de compuestos que junto a los
neonicotinoides se caracterizan por un particular modo de accién sobre
los receptores nicotinicos de acetilcolina (nNAChR), interfiriendo en la
transmision quimica durante la sinapsis en el sistema nervioso de los
insectos.®® Esta razén hace que dichos compuestos sean una buena
alternativa al uso de neonicotinoides, no sélo por su eficaz modo de
accion, sino también por su origen natural, ya que se producen durante
la fermentacion de la bacteria Saccharopolyspora spinosa.”> Dicho
producto de la fermentacién 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 lepidépteros, dipteros y
arafiuelas.®® Es también eficaz contra algunas especies de coledpteros
y ortépteros que consumen grandes cantidades de follaje,** presenta un
amplio espectro de aplicacibn y ademas tiene grandes beneficios
medioambientales por ser un biopesticida.®®®” Pero a pesar del éxito
que este pesticida ha tenido en los ultimos afios, su toxicidad sobre
insectos polinizadores, al igual que los neonicotinoides, también
presenta controversias,® ya que hay trabajos que indican que no son
perjudiciales para abejas adultas y que los efectos transitorios que
pueden tener sobre las crias, no afectan la viabilidad de la colmena, ya

que se degradan rapidamente,®

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 crias y

la reina,®®®°

incluso hay un estudio realizado durante dos afios
consecutivos que tampoco evidencié impacto negativo o mortalidad de
abejas.” 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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biolégico,”* en el caso de insectos mas benéficos, hay estudios que
demuestran que la exposicién oral de abejorros a espinosad, tiene
efectos perjudiciales en la reproduccion™ y otros indican que la
exposicion de abejas al pesticida durante el desarrollo larvario provocé
una disminucién de la actividad pecoreadora.” Una comparacion entre
tres pesticidas asociados con la mortalidad y generacion de efectos
adversos en las abejas, demostré que espinosad es el mas toxico para
ellas provocando la mayor inhibicibn de dos enzimas fisioldgicas
(acetilcolinesterasa y adenosintrifosfatasa), generando interrupcion de la
transmision nerviosa de los insectos.” Por dltimo, un review del afio
2012, indica que aunque espinosad es un biopesticida, se deben tener
en cuenta las controversias que existen en torno a este, ya que la
aplicacion de distintas formulaciones comerciales, con sus diversas
concentraciones pueden hacer que un pesticida pase de ser inofensivo

hasta altamente toxico para insectos como las abejas.”

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 ndmero de compuestos quimicos, 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 areas cultivadas diariamente y tercero, porque son los insectos
mas eficientes en la recoleccién de néctar, polen y agua desde las
flores, productos que pueden ser considerados como muestras

representativas.’*"®
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Por otro lado, hay dos productos de la colmena que también son
indicadores de contaminacién ambiental, ya que en ellos se acumulan
los residuos generados de las préacticas agricolas y apicolas,” dichos
productos son la cera y el polen, que cumplen funciones tan importantes

como material de construcciéon de las colmenas®®!

y alimento de las
larvas,® respectivamente, por lo que estan en constante contacto con la
abeja en todas sus etapas de desarrollo, desde que esta es un huevo
hasta abeja adulta. Generandose asi, un gran interés a la hora de
analizar residuos de pesticidas, realizar seguimientos sobre la
contaminacion de productos apicolas, evaluar la persistencia de los
pesticidas a lo largo del tiempo o estudiar la difusién a otros productos

de la colmena,® como la miel .28

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
estdn en permanente discusion, nuestra actividad ha sido desarrollar
metodologias analiticas para la determinacion de residuos de
neonicotinoides y espinosinas en cera de abejas y polen corbicular.
Dada la necesidad de apreciar minimas cantidades de residuos, se ha
buscado una metodologia que permita llegar a limites de deteccion de
los pg/kg, necesidad resuelta con el uso de la cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de masas (LC-MS).
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lll. Objetivos

El objetivo general de la investigacién desarrollada ha sido la puesta a
punto de metodologia para andlisis de residuos de insecticidas de
nueva generacion- neonicotinoides y espinosinas- y su aplicacion a

muestras de polen corbicular y cera de abejas.
Para conseguirlo se han establecido los siguientes objetivos parciales:

e Desarrollo de una metodologia analitica para evaluar

simultdneamente trazas de siete neonicotinoides en cera de

abejas y polen corbicular.
e Estudio particular para trazas de_imidacloprida

o Evaluacion de la persistencia de siete neonicotinoides en cera

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

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

aplicados en la industria apicola.
e Desarrollo de una metodologia analitica para evaluar trazas de

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

corbicular.
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IV. Parte experimental: equipo cromatografico

IV.1. EQUIPO CROMATOGRAFICO

En el desarrollo de este trabajo, se utiliz6 un equipo de cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC), marca Agilent Technologies, modelo
1100, con deteccion de diodos alineados (DAD) y espectrometria de
masas (MS). Este ultimo, equipado con dos fuentes de ionizacion, una
de Electrospray (ESI) y otra de lonizacion quimica a presion atmosférica
(APCI). El software controlador del equipo es un HP Chemstation.

Figura 1.

Figura 1. Equipo de HPLC-ESI-MS
El equipo esté constituido por los siguientes modulos:

. Desgasificador: constituido por un contenedor de vacio de cuatro
canales, que incluye una membrana tubular plastica y una bomba

gue genera un leve vacio que actla en las cuatro camaras del
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d)

IV. Parte experimental: equipo cromatografico

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

guedan eliminados al atravesar dicha membrana.

Bomba de gradiente cuaternario: que incluye una cabeza de
bomba con una valvula de entrada activa con un cartucho y una
valvula de salida. Adicionalmente, contiene una unidad de
amortiguacion conectada entre las dos camaras de los émbolos y

un sensor de fugas con desconexion automatica del equipo.

Inyector automético: controlado electrénicamente con un rango
de inyeccion que va desde 0,1yL a 100 yL y una bandeja para

viales con capacidad para 100 muestras.

Compartimento de columna termostatado: consiste en un
sistema de calentamiento y refrigeracion Peltier, que permite
trabajar entre 10 y 80°C, con gran velocidad de variacion entre las

temperaturas maximas y minimas.

Detector de Diodos alineados (DAD) que incluye los siguientes

componentes:

Lamparas de Deuterio y Wolframio de larga duracion con un rango

de longitud de onda entre 190 y 950nm.

Rendija programable entre 1 y 6nm para la optimizacion de la

sensibilidad, linealidad y resolucién espectral.
Control de temperatura para una mejor estabilizacion la linea base

Filtro de oOxido de holmio para una rapida verificacion de la

longitud de onda.

Detector de Masas (MS) formado por las siguientes partes:
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Sistema de vacio, formado por una bomba mecénica y dos

bombas turbo moleculares enfriadas por aire.

Generador de N, gaseoso, formado por un sistema que
transforma el aire comprimido, mediante una mezcla de filtros y

membranas de separacion.

Sistema de introduccion de muestra, que en este caso

corresponde al equipo de HPLC.

Sistema de ionizacion. En este caso, el equipo utilizado dispone
de dos fuentes diferentes para realizar el proceso: lonizacién por
Electrospray (ESI) e lonizaciébn Quimica a Presion Atmosférica

(APCI), ambas con caracteristicas muy importantes como:

Autocalibracion y sintonizacién, que permite detectar iones

positivos y negativos en un mismo analisis.

Capacidad multisefial, que permite medir en modo SIM (para la
determinacion cuantitativa) y en modo SCAN (para la

determinacion cualitativa).
Programacion de hasta cuatro sefales simultaneas por andlisis.

Control electronico del flujo y temperatura de la corriente del gas

de secado.

Nebulizador ortogonal situado a 90° de la entrada del capilar.
Sistema de drenaje por gravedad

Analizador cuadrupolar hiperbdlico de Molibdeno.

Detector de dinodo de alta energia (HED) de 10Kuv.
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Para la deteccion de los compuestos se utilizo el dltimo detector, que
como se indico anteriormente, cuenta con dos interfases , ESI y APCI
que tienen por finalidad transformar los analitos que se encuentran en la
disolucion en iones en estado gaseoso y ademas, eliminar la fase movil

utilizada en la separacién de los analitos por HPLC.

Las dos interfases presentan un campo de aplicacién dependiendo de la
polaridad y peso molecular de los analitos, esta diferencia se puede
observar en la figura 2, que ademas muestra como ambas interfases
son complementarias, ya que ESI es aplicable a compuestos de
polaridad media a alta y en cambio APCl es mas adecuada para

compuestos de polaridad media a baja.

100.000 =
4 N
i ESI
S 10.000 =
o
2
[}
£
o 1.000 —
s
o
o
100 -
\ v
Baja Alta

Polaridad del analito

Figura 2. Campo de aplicacién de las interfases ESI y APCI.
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IV.2. METODO MULTIRESIDUO PARA NEONICOTINOIDES
IV.2.1 INTRODUCCION

Los neonicotinoides también llamados neonicaotilinicos, cloronicotinas o
cloronicotilinicos, son un grupo de compuestos relativamente nuevo®,
que presentan una selectiva y potente accion 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 aplicacion®**'que,
como se menciond en la introduccion, dependiendo del tipo de
exposicion, 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

como™.

e Primera generacion, subclase cloronicotilinicos, a este grupo
pertenecen imidacloprida, nitenpyran, acetamiprida y tiacloprida.
Todos ellos con un atomo de cloro en la posicién 6 del anillo

piridilo.

e Segunda generacion, subclase tianicotilinico, grupo al que
pertenecen tiametoxam y clotianidina, que se caracterizan por un

cloro en la posicion 2 del anillo tiazolil.

e Tercera generacion, neonicotinoide que conserva una parte de
la primera generacion y otra parte de la segunda generacion,
cuya caracteristica es un anillo furano, donde se encuentra el

dinotefuran.

29



IV. Parte experimental: Método multiresiduo para neonicotinoides

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

Cl_MN,, oH N*NC'2
| ] 7 H,C
B S S
CHy {
Acetamiprida |m|daclupnda Clotiamdma
NO ClMe  CH N T
HyC Ji N GIVN%‘] hil e ’l‘r\"‘w—*\
PN N # NOy -
'-./B Hr!l,_ l\f\—hl ¥ L) s {
-0 CH, o o -
Dinotefurano Nitenpyram Tiacloprida Tiametoxam

Figura 3: Estructura quimica de los siete neonicotinoides

A continuacién se presentan las caracteristicas 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. EI método de andlisis recomendado para el producto
comercial, con un 99% de pureza, es la cromatografia liquida sobre
fase estacionaria Cig y fase mdvil formada por una mezcla de
acetonitrilo/agua al 0,5% de &cido fosférico en relacion 2:1, con

deteccion a 205 nm.

2. Nitenpyram es un compuesto soélido cristalino de color anaranjado-
amarillo, que presenta alta solubilidad en metanol, cloroformo y
agua, con solubilidad mucho mas baja en acetona. El método de
analisis recomendado para el producto comercial con un 98,6% de
pureza es la cromatografia liquida sobre fase estacionaria Cig y
fase movil formada por una mezcla de metanol/agua al 0,5% de

acido fosférico en relacion 2:1, con deteccion por UV a 220 nm.
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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 analisis recomendado es la cromatografia gaseosa con
deteccion por captura de electrones (ECD), con columna DB-5 y
una rampa de temperatura que va desde 110°C por 5 minutos hasta

320°C por 8 minutos, con gradiente de 5°C por minuto.

Tiacloprida es un polvo cristalino de color blanco con alta
solubilidad en diclorometano, acetona y acetonitrilo. EI método de
andlisis para el producto con un 98,5% de pureza es la
cromatografia liquida sobre fase estacionaria Ci;g y fase movil
formada por una mezcla de acetonitrilo/agua (1:1), con deteccion
por UV a 205 nm.

Tiametoxam, es un polvo cristalino blanco muy soluble en
diclorometano y con menor solubilidad en acetona y agua. El
método de andlisis recomendado para el producto comercial con un
98,5% de pureza es la cromatografia liquida sobre fase estacionaria
Cis y fase movil formada por una mezcla de metanol/agua en

relacion 4:1, con deteccion por UV a 275 nm.

Clotianidina es un polvo cristalino de color blanco con buena
solubilidad en acetona y menos soluble en diclorometano y agua. El
método de andlisis sugerido por el laboratorio comercial para el
producto con un 99,5% de pureza es la cromatografia liquida con
una columna con relleno C.g y fase movil formada por una mezcla
de acetonitrilo/agua (2:1), con una longitud de onda maxima de

absorciéon a 205 nm a la cual se realizan las medidas.
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7. Dinotefuran es un polvo muy fino de color amarillo palido, soluble
en diclorometano, acetona, metanol y agua. Cuyo método de
andlisis recomendado para el producto comercial con un 98% de
pureza es la cromatografia liquida sobre fase estacionaria Cig y
fase movil formada por una mezcla de acetonitrilo/agua al 0,5% de

acido fosférico (4:1), con deteccién por UV a 205 nm.

En cuanto al andlisis de estos compuestos, las investigaciones se han
visto incrementadas los ultimos afios debido al auge que han tenido los
neonicotinoides en la agricultura. Asi, se puede encontrar una amplia

variedad de matrices estudiadas, donde destacan trabajos en frutas y

85-106 107,108 91,109-116

verduras , leche y tejido bovino , agua y suelos , aire!’,

119,120 121,122

vinos'*®, algodoén y sus semillas , granos , aceites'®*'** hojas

598,126

de café'®, t6®'%* zumos'?’, carnes y huevos'®, polen y néctar en

129,130 131-141

flores , abejas y productos de la colmena.

En lo que se refiere a la metodologia analitica, la mayoria de las

investigaciones han sido realizadas utilizando LC,?%¢99101103-105,107-123,126-

129 con muy pocos trabajos que emplean GC,'?>'**3" |a técnica de

ELISAN 34 o glectroforesis.'®1% Dentro de los detectores mas

utilizados, los que llevan la delantera son los espectrometros de

87-89,92,96,98,99,101,106,110,112,113,116,118,123-131,133,135-139,141
masas

UV88,93—95,97,102,103,105,107,109,111,114-116,119-123,140

y por absorcién
con un trabajo que utiliza la

deteccion electroquimica.'®

En cuanto a las columnas cromatograficas utilizadas en LC, en el 90%
de los trabajos se utilizan columnas en fase reversa del tipo C;5 y cabe
destacar que en los ultimos tres afios han surgido publicaciones donde
se emplea la técnica cromatografica de UHPLC (Ultra High Performance
Liguid Chromatography), que se caracteriza por la utilizaciébn de

columnas mucho mas cortas, con tamafos de particula mas pequefios y
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por lo tanto, tiempos de retencibn menores, lo que trae consigo, menor

tiempo de andlisis y menor gasto de disolventes, 01128129140

Con respecto a la etapa de preparacion de muestra, es importante
destacar que de los casi cien articulos publicados donde se analiza uno
0 mas neonicotinoides en distintas matrices, el 20% de los métodos
analiticos ha utilizado las tierras de diatomeas, ya sea en cartuchos
para la extraccion y limpieza o como solido que retiene el agua en la

etapa de filtrado.

Las tierras de diatomeas, también conocidas como “celita” o “diatomita”
son uno de los materiales quimicos més utilizados en diversas areas, su
composicion consiste en una combinacibn de restos siliceos
provenientes de innumerables plantas acuaticas microscopicas
fosilizadas, que presentan propiedades tales como tamafio
microscopico de las particulas, un alto grado de porosidad, baja
densidad, material quimicamente inerte y resistente a las altas
temperaturas, que hacen que sea un material muy adecuado para la

filtracion de soluciones, entre otras aplicaciones.**

Considerando que el objetivo de esta investigaciéon es el analisis
multirresiduo de siete neonicotinoides en dos matrices apicolas, nos
planteamos analizar los trabajos relacionados con la determinacion
simultanea de los siete analitos,®103121.128139141 qonde sélo dos se

dedican al analisis de miel***'*

y no existen trabajos que los analicen
en cera o polen. Por otro lado, se ha tenido también en cuenta la
preparacion de muestra descrita en dos trabajos en los que se analizan
menos analitos pero en matrices como polen y cera.’**" A
continuacion se mencionan las etapas mas significativas de la

preparacion de muestra de estos cuatro trabajos.
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a) Kamel el afio 2010 es uno de los primeros en analizar
simultdneamente cuatro neonicotinoides y ocho metabolitos en polen,
miel y abejas.® Dicho tratamiento involucra una extraccion y limpieza
de 15g de muestra con la metodologia QUEChERS, extrayendo conl2
mL de aguay 15 mL de trietilamina al 2% (TEA) en ACN con agitacion
durante 3minutos, posterior adicion de 6g de MgSO,y 1,5g de acetato
de sodio, seguido de agitacion por 2 minutos a 1200rpm y centrifugacion
por 5minutos a 2500rpm. Una vez centrifugado, se separa el
sobrenadante y a este se afiaden 0,59 de MgSO, y una alicuota de
12mL de la disoluciébn es posteriormente percolada a través de un
cartucho de relleno Ci5, que ha sido previamente acondicionado con
3mL de solucion de trietilamina al 2% en ACN. La elucion se realiza
luego con 10mL de la misma disolucion, el eluato es evaporado a
sequedad bajo corriente de N, y posteriormente reconstituido en 1mL de
una mezcla de agua/metanol (75:25 v/v) para su analisis por LC-
MS/MS. Las recuperaciones de este método para todas las matrices
analizadas se encuentran entre un 70% y 120% y limites de deteccion
(LOD) de 0,2 pg/kg.

Del método, hay que sefialar que es largo, ademas de la metodologia
QUEChERS con la que se realiza extraccion y limpieza de las
muestras, es necesaria otra etapa de “clean up” con cartuchos C.g. Por
otro lado y aunque se consiguen limites de deteccion bastante buenos
con respecto a los demas estudios publicados, la cantidad de muestra
necesaria para cada andlisis es bastante alta, considerando que se
desea analizar trazas de pesticidas, masas que muchas veces son
dificiles de conseguir, caso del polen , mas aln si es necesario obtener

resultados fiables con méas de una réplica.
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b) Un segundo estudio del mismo afio, realizado por Mullin,"*" 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 metodologia QUEChERS, con algunas adaptaciones
como el uso de 3g de muestra que son extraidos con 27mL de una
mezcla de agua/ACN/&cido 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 bafio maria a
80°C. A continuaciéon a ambas matrices se les adiciona igual cantidad
de sales que el estudio antes descrito, seguido de agitacion por 1minuto
y centrifugacion, del sobrenadante, se toma s6lo un 1mL y es
transferido a otro tubo que contiene 0,05 g de amina primaria y
secundaria (PSA), 0,05 g Ci5 y 0,15 g MgSO, con agitacién por 1 minuto
y centrifugacion. Finalmente el sobrenadante es trasferido a un vial para
ser analizado por LC-MS/MS. Los limites de deteccion de los analitos
son entre 1 y 5ppb; no se informan las recuperaciones del

procedimiento.

Del analisis de este tratamiento de muestra hay que mencionar que el
estudio no tiene como objetivo la puesta a punto de un método analitico,
sino mas bien es un andlisis 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 centrifugacién, condiciones cromatogréaficas, condiciones de
deteccién, ni recuperaciones, por lo que es una metodologia dificil de

reproducir.

C) Otro estudio que merece la pena analizar, es el de Tanner del
afio 2011,"*° 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 comparacién entre el uso de cartuchos
ChemeElut (tierras de diatomeas) y el método QUEChERS, el primero
consiste en la extraccion de 1 g de miel con 10 mL de agua en bafio de
ultrasonido por 2 min, luego se adicionan 20mL de MeOH que se
homogenizan por 1min en Ultra-Turrax. A continuacién la mezcla es
filtrada en papel que contiene 2,5 g de Celita (tierras de diatomeas) y el
fitrado es lavado con 20 mL de MeOH/agua (75:25 v/v), para ser
concentrado a 50°C y transferido a un cartucho ChemElut 1020.
Después de 15 minutos, es eluido con 80 mL de ciclohexano/ acetato de
etilo (Ackt) (50:50 v/v). El eluato es evaporado a sequedad en
evaporador rotatorio a 50°C. EIl residuo fue redisuelto en 2 mL de
methanol, evaporado a sequedad con flujo de N, y redisuelto
nuevamente con 1 mL de MeOH/agua (20:80 v/v) para ser analizado
por LC-MS/MS.

La metodologia QUEChERS, es muy similar a las ya mencionadas y
consiste en la extraccion 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 MgSO, anhidro, 1 g de NaCl, 1 g de citrato de sodio
dihidratado y 0,5 g de citrato de sodio &acido sesquihidratado, con
posterior agitaciéon manual por 1 minuto y centrifugacion por 5 minutos a
3000rpm a 10°C. Una alicuota de 6 mL de fase orgénica es transferida a
otro tubo que contiene 900 mg de MgSO, anhidro y 150 mg de PSA,
mezcla que es agitada vigorosa y manualmente por 30 segundos y
centrifugada por 5 minutos a 3000rpm a 10°C. Finalmente 2 mL del
sobrenadante son evaporados a sequedad bajo flujo de N, a 30°C,
residuo que es redisuelto en 1 mL de mezcla MeOH/agua (20:80 v/v) y
analizada por LC-MS/MS. Los limites de deteccién para todos los

analitos estan entre 0,6 y 5 ug/kg y recuperaciones entre 60 y 114%.
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Del andlisis de estas metodologias, 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
caracter hidrofilico, no son eluidos con la mezcla de disolventes utilizada
(ciclohexano/AcEt (50:50 v/v). En este sentido entonces, merece la
pena realizar mas pruebas para lograr eluir con otros disolventes o

mezclas de ellos, para asi favorecer las recuperaciones

En cuanto a la metodologia QUEChERS, con esta técnica se obtienen
buenos limites de deteccion, pero las recuperaciones aun estan por
debajo de los limites permitidos por la Guia de Validacion de la UE para
el andlisis de residuos, el documento SANCO/825/00'*® que indica
recuperaciones entre 70 y 120% para todos los niveles de
concentracion estudiados.

3, analiza siete

d) El dltimo de los trabajos publicado en 201
neonicotinoides en miel y empleando como tratamiento de muestra una
microextraccion liquido-liquido 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 bafio 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 N, y el residuo final es
reconstituido con 0,2 mL de fase movil y agitada en vortex por 2 min. El
extracto es transferido a un vial para su andlisis por LC-MS/MS. Los
limites de deteccién para esta metodologia estan entre 0,5 -1 ug/ kg,

con recuperaciones entre 74-113%.
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Como resumen de esta metodologia, hay que destacar que se requiere
muy poco volumen de extractante para una gran cantidad de muestra, lo
gue se traduce en los buenos limites de deteccion 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 recoleccion y a la gran cantidad

de compuestos presentes en ella, que dificultan su andlisis.

Finalmente y como recopilacién de los antecedentes bibliograficos para
la determinacion de siete neonicotinoides en cera y polen de abejas, se

puede sefialar que:

e Existe muy poca bibliografia que relacione los siete analitos con
matrices apicolas.

e No existen estudios que determinen los siete analitos en polen, ni
en cera de abejas.

e La técnica mas empleada en matrices apicolas es la LC con
deteccioén por MS.

e Las tierras de diatomeas o también llamada celita, es el producto
mas empleado en la filtracion y relleno de cartuchos debido a la
retencion selectiva de estos analitos.

e Aunque también se aplica la metodologia QUEChERS para analisis
de cera y polen, la metodologia requiere grandes cantidades de
muestra, carece de informacién 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 cromatografica

En la realizacion de este trabajo, se ha utilizado una columna Kinetex
(fused core) Cig de 150mm x 4,60mm de didmetro interno y tamafio de

particula 2,6um de Phenomenex (Torrance,CA,USA).
IV.2.2.2. Reactivos y disolventes

e Patrones dinotefuran, nitenpyran, tiametoxam, clotianidina,
imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida. suministrados por Dr.
Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania).

e Agua ultrapura purificada por sistema Milli-RO y Milli-Q de Millipore
(Bedford, MA, USA).

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

e Acetonitrilo grado HPLC-UV suministrado por Labscan Ltd. (Dublin,
Irlanda).

e Acido férmico 98-100% pureza. P.A. suministrado por Sigma
Aldrich.

e Alcohol isopropilico 99,8% para andlisis de residuos, suministrado
por Scharlau Chemie S.A. (Barcelona, Espaiia).

e Amoniaco, soluciébn de amonio 32%v/v. suministrado por Sharlab
(Barcelona, Espania).

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

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

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

e Metanol grado gradiente HPLC suministrado por Panreac

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

Los equipos adicionales utilizados en el desarrollo del método fueron los

siguientes:

e Balanza analitica de precision Mettler AE-240. Mettler Instrumente

G1987 (Suiza).
e Agitador magnético y calefactor, Agimatic-N. P. Selecta S.A.
e Centrifuga 5810R de Eppendorf (Hamburg, Alemania)
e Baifio de ultrasonidos, Ultrasons. P. Selecta S.A.

e Bafo termostatado, Precis-term. P. Selecta S.A.

e Sistema de extraccién sélido-liquido con vacio, Waters Corporation

(Milford, MA, USA).

¢ Rotavapor RE 111 Bichi, bafio de agua Blchi 461 y bomba de

vacio Vacuubrand GMBH+CO KG (Alemania).

e Cartuchos de extraccion solido-liquido Oasis HBL 3cc (60mg) de

Waters (Milford, MA, USA).

e Cartuchos de extraccion sdlido-liquido Strata-X 33u, 200mg/6mL

Polimeric Reversed Phase.

e Cartuchos de extraccion liquido-liquido ISOLUTE HM-N 10mL con

relleno de tierras de diatomeas. Biotage (Suecia)
e  Micropipetas:

e Filtros de nylon de 0,45um.
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IV.2.3. ENSAYOS PRELIMINARES

Se ha realizado un estudio de los distintos parametros cromatograficos
y de deteccion para encontrar las mejores condiciones que permitan la
correcta determinacion de dinotefurano, nitenpyram, tiametoxam,
clotianidina, imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida en muestras. En
dicho estudio se procedié a modificar una variable manteniendo el resto
de ellas constante. A continuacion se describe el proceso de seleccion

de manera detallada para cada una de las variables.

IV.2.3.1.Condiciones para la deteccion

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

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

Considerando las caracteristicas fisico-quimicas 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 ionizacién que
dispone el grupo de investigacion (APCI y ESI), con el fin de seleccionar
la fuente de ionizacion mas adecuada para llevar la correcta
cuantificacién de los mismos. El empleo de electrospray como fuente de
ionizacion conducia a la obtencion de mejores resultados, obteniéndose
en todos los casos mayores sefiales que en el caso de emplear APCI.
Seleccionandose esta fuente de ionizacion para llevar a cabo el estudio
de cuantificacion de los analitos.

En cuanto a la deteccién de los iones, los analitos pueden presentar
ionizacién positiva y negativa, lo que significa que estos se protonan o
desprotonan, respectivamente. En este sentido entonces, fue necesario

evaluar la variacion de las sefiales con ambos modos para asi
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seleccionar el que condujera a los resultados mas satisfactorios. De los
resultados obtenidos se dedujo que el empleo de la fuente de ionizacién
en modo positivo proporcionaba sefiales mucho mas altas para la
mayoria de los analitos, por lo que fue este el seleccionado para el

analisis de los siete neonicotinoides.

A continuacion con el fin de alcanzar la maxima sensibilidad para cada
uno de los siete analitos, se llevdo a cabo una optimizacion de los

diferentes parametros mediante un analisis por inyeccion de flujos (FIA).

Los pardmetros a optimizar son aquellos que afectan directamente la
respuesta del detector, como voltaje del fragmentador, la presion del
nebulizador, flujo y temperatura del gas secante (N,), y voltaje del
capilar. Dichos factores se estudiaron de manera independiente y los

valores 6ptimos se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados obtenidos a partir del analisis por inyeccién de flujo (FIA)

para los parametros MS- ESI (+)L.

Intervalo

Parametros MS _ Valor 6ptimo
estudiado

100

Voltaje del fragmentador (V) 20-380
140 (tiacloprida)

Temperatura (°C) del gas secante (Ny) 10-350 340
Presién (psi) del gas nebulizador (N,) 10-60 60
Flujo (L/min) del gas secante (N,) 2-12 9
Voltaje del capilar (V) 2000-5000 2500
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Una vez fijadas las condiciones Optimas del detector MS se
seleccionaron los iones méas 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 disolucion de patron de cada uno de los

compuestos..

La figura 4 muestra los espectros de masas en modo SCAN de los
compuestos, cada uno con un i6bn mayoritario correspondiente al ion
molecular protonado [M + H'] que se utilizé para la cuantificacion de los
analitos y dos iones menos abundantes pero muy caracteristicos de
cada compuesto, que se utilizaron para la confirmacion. Dichos iones se

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

relativas de cada analito.

100 203 (A)

50 150 250 350 m/z

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

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

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

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

siete patrones.

Masa lon de lones de Abundancia

Compuesto molecular cuantificacién confirmacion relativa de

(g/mal) (m/z) (m/z) 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 055 256 256/258 100/33/38
Acetamiprida 292 293 224/225 100/12/32
Tiacloprida 252 253 254/255 100/13/39

IV.2.3.2. Condiciones para la separacion

Una vez fijadas las condiciones de deteccién de los analitos, se
procedié a establecer las condiciones cromatogréficas para separar e
identificar los compuestos. Para llevar a cabo la separacion de los

analitos se utilizé6 una columna Kinetex C18 150X4.6mm

IV.2.3.2.1. Composicion Yy flujo de fase movil

Para comenzar el estudio de la composicién de la fase movil, se preparé
una disolucion patron de los siete compuestos a una concentracion de 1
mg/L en una mezcla acetonitrilo:agua (50:50), posteriormente se realizé
una serie de experiencias manteniendo constantes un flujo de fase

mévil de 0,5mL/min, un volumen de inyeccién de 20uL de la disolucion y
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trabajando a 25°C con la finalidad de conocer la variacion de la
retencion de los compuestos en funcion de la composicion de la fase

movil.

A partir de la bibliografia consultada donde se determinan
neonicotinoides en distintas matrices, se seleccioné como punto de
partida una fase mévil 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 sefiales de los
analitos clotianidina e imidacloprida no proporcionaban resoluciones
adecuadas. Se opto por trabajar en régimen de gradiente con el cual se
consiguié la separacion de estos dos analitos. Pero las sefales
presentaban una mala simetria, con picos muy anchos y distorsionados
que imposibilitaban su correcta cuantificacién, por lo que el siguiente

paso fue intentar mejorar la calidad de las sefales.

La primera opciéon fue modificar el pH, acidificando la fase mévil. De
esta manera se cambi6 el agua por acido férmico al 0,1%, lo que dio
como resultado una mejora en la simetria de las sefiales, pero fue
perjudicial ya que hubo solapamiento de la sefial de nitenpyram con la
del siguiente analito (tiametoxam), por lo que las siguientes pruebas se
realizaron intentando mantener la buena simetria conseguida pero

lograr la separacién de ambos analitos.

En este siguiente estudio, se consider6 cambiar la naturaleza del
modificador organico, pasando a utilizar acido férmico 0,1% con
acetonitrilo. Como este Ultimo tiene mas fuerza que el metanol, la
elucion fue mas rapida, con picos mas definidos y ademas se obtuvo la
separacion de los siete analitos, que antes no se lograba. Después de
algunas pruebas de gradiente para obtener la éptima separacién de los

siete analitos en el menor tiempo posible, con una limpieza final de la
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columna para evitar contaminacion de ésta, se seleccioné la fase movil
con &cido férmico 0,1% en agua y acetonitrilo en modo gradiente como

se muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Gradiente seleccionado para la separacion de los siete

neonicotinoides empleando &cido formico 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 movil es un parametro que influye
en los tiempos de retencién de los analitos, se realizé el estudio de este
parametro variandolo entre 0,3 y 1 mL/min. A partir de los resultados
obtenidos se selecciond un flujo de 0.5 ml/min ya que se consiguieron
tiempos de retencion de los analitos aceptables con una buena
resolucion entre los mismos, un aumento de dicho parametro disminuye
los tiempos pero se produce una pérdida de resolucion entre los picos
de analitos consecutivos y una disminucion del mismo provoca un
aumento de los tiempos de retencién innecesarios. Ademas el hecho de
emplear como sistema de deteccidon espectrofotometria de masas el
empleo de flujo de fase moévil de 0,5 mL/min es favorable para una

correcta eliminacion de la fase movil en la fuente de ionizacion.

Una vez seleccionada la composicion y flujo de la fase movil, se realizé

el estudio del tiempo necesario para la estabilizacion de la columna
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entre cada inyeccion (post time) evitando asi las variaciones en los

tiempos de retencién de cada analito.

Debido a una pequefia, pero no menos importante variacion en los
tiempos de retencién (Tr) de los analitos en inyecciones sucesivas, fue
necesario estudiar un tiempo de estabilizacién de la columna después
de que finalizara el analisis. 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
variacién del tiempo de retencion de tres inyecciones consecutivas
obtenidas al variar el tiempo de estabilizacion de la columna entre dos

inyecciones consecutivas entre 2 'y 10 min.

Tabla 4 Influencia del tiempo de estabilizacion de la columna en la variacion de

los tiempos de retencién de los analitos CV(%)

Tiempo (min)

Compuesto o]
2 4 7 10
Dinotefuran CV1 (%) 14,1 12,6 0,08 0,08
Nitenpyram CV1 (%) 7,6 55 0,1 0,07
Tiametoxam CV+ (%) 4,7 31 0,06 0,05
Clotianidina CV+ (%) 3,1 2.9 0,03 0,02
Imidacloprida CV+ (%) 2,6 2,1 0,05 0,05
Acetamiprida CV1 (%) 29 2,1 0,09 0,09
Tiacloprida CV1 (%) 2,8 2,2 0,1 0,1

Se puede observar que para 7 y 10 minutos de estabilizacion de la
columna los tiempos de retencion se mantienen sin mayores variaciones

después de las tres inyecciones consecutivas, con coeficientes de
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variacion menores al 0,1%, el tiempo de estabilizacion 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
separacion se realizaron ensayos variando dicho pardmetro 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 pardmetros cromatogréficos.
Se observaba como es logico, que a medida que aumentaba la
temperatura de la columna los analitos sufrian una menor retencion. Se
seleccion6 una temperatura de 35°C, con buenos tiempos de retencién

para cada analito sin perjudicar la calidad de las sefales.
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Tabla 5. Influencia de la temperatura en los parametros cromatograficos (n=3).

Temperatura (°C)

Compuesto Parametro cromatografico
25 30 35 40

Tiempo de Retencién (min) 7,2 7 7 6,4
Dinotefuran Anchura (min) 0,16 0,17 0,16 0,17
Simetria 090 092 097 0,93

Tiempo de Retencién (min) 8,6 8,4 8,2 8,0
Nitenpyram Anchura (min) 0,16 0,16 0,15 0,17
Simetria 0,85 089 097 0,95

Tiempo de Retencién (min) 10,4 10,2 10 9,8
Tiametoxam Anchura (min) 0,16 0,15 0,15 0,16
Simetria 090 093 095 0,94

Tiempo de Retencion (min) 11,7 115 11,3 11,1
Clotianidina Anchura (min) 0,15 0,15 0,15 0,15
Simetria 095 096 098 091

Tiempo de Retencién (min) 12,2 12 11,8 11,6
Imidacloprida Anchura (min) 0,16 0,15 0,15 0,16
Simetria 093 092 093 0,89

Tiempo de Retencién (min) 13 12,8 12,6 125
Acetamiprida Anchura (min) 0,16 0,16 0,16 0,16
Simetria 0,88 09 09 0,88

Tiempo de Retencion (min) 15 14,7 145 14722
Tiacloprida Anchura (min) 0,17 0,17 0,16 0,16
Simetria 091 089 091 0,91

51



IV. Parte experimental: Método multiresiduo para neonicotinoides

IV.2.3.2.3. Volumen de inyeccion

Considerando que se desea analizar neonicotinoides a nivel de trazas y
gque a mayores volumenes de inyeccion se podrian obtener limites de
deteccién mas bajos, el siguiente parametro a estudiar fue el volumen
de inyeccion. De esta manera se ensayaron distintos volimenes de
inyeccién entre 10 y 20 uL, donde es importante mencionar que se
evitaron volimenes superiores pues a mayores cantidades se podria
producir un ensanchamiento de los picos y cuando se inyectaran
muestras en vez patrones, la fuente de ionizacion podria presentar

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

Al analizar los resultados experimentales se puedo observar que las
relaciones Sefial/ruido son levemente superiores para la mayoria de los
analitos cuando se inyectan 20 uL, pero es importante destacar que con
este volumen de inyeccién la sefial de imidacloprida es mas ancha y se
pierde simetria del pico, por lo que el volumen seleccionado fue de 15
UL priorizando la inyeccion de un volumen mayor sin que se deformen

los picos y se pierda su simetria.

IV.2.3.3.Condiciones cromatogréaficas seleccionadas

Como resultado de la experimentacién realizada, las condiciones
cromatograficas  seleccionadas para  determinar los  siete
neonicotinoides, corresponden a una fase moévil constituida por acido
férmico 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 inyeccion de 15 pL. La identificacion y cuantificacion de los
compuestos se llevd a cabo mediante espectrofotometria de masas

utilizando un cuadrupolo y como fuente de ionizacion ESI(+).
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En la figura 5 se muestra un cromatograma de una disolucion de los
siete analitos obtenido con las condiciones cromatogréaficas descritas

anteriormente.

40000 L, 6 7

2 4 ] 8 10 12 14 min.

Figura 5. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolucién con 500 ug/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 disolucion.

Se evalud la estabilidad de los compuestos en disolucion agua/ACN
(50:50 v/v), mezcla utilizada como disolvente de los patrones. Para ello
se prepararon disoluciones de los siete analitos a una concentracion de
1000pg/L. Dichas disoluciones fueron inyectadas de manera regular
durante 30 dias con las condiciones cromatograficas seleccionadas en
el apartado anterior. Estas disoluciones se conservaron a distintas
condiciones de luz y temperatura. Dos disoluciones se mantuvieron a
25°C una en presencia de la luz y otra en ausencia. Ademas una fue
guardada en frigorifico a 4°C, y otras dos en estufa a 35°C y 60°C
respectivamente. Cada dia se prepar6 una disolucién de referencia de

la misma concentracion para contrastar los resultados.

Los resultados obtenidos durante los 30 dias que durd el estudio se

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

duré el estudio en ausencia y presencia de radiacion.
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Figura 6. Graficas correspondientes al estudio de la influencia de la radiacion

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

de la radiacion para el tiametoxam, clotianidina y imidacloprida.
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Figura 6 (continuacidn). Graficas correspondientes al estudio de la influencia

de la radiacion para acetamiprida y tiacloprida.

De los resultados que se muestran en la figura se deduce que los siete
neonicotinoides son estables en ausencia de radiacion 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 dias. El resto de los
analitos sufren una pérdida como méximo del 15% a lo largo del
periodo de tiempo estudiado debido a la radiacion. Del estudio se
deduce que las disoluciones patron deben de ser conservadas en viales

topacio.
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A continuacion en la figura 7 se muestran los resultados obtenidos
durante los 30 dias que duré el estudio a distintas temperaturas, donde
se representa el % de la sefial de cada compuesto con respecto al

patron de referencia durante 30 dias.
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Figura 7. Gréficas correspondientes al estudio de la influencia de la

temperatura para el dinotefuran y nitenpyram.
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Figura 7 (continuacion). Gréficas correspondientes al estudio de la influencia

de la temperatura para el tiametoxam, clotianidina y imidacloprida
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Figura 7 (continuacion). Gréficas 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 disolucion cuando
permanecen almacenados en frigorifico (4°C) y que el aumento de la
temperatura provoca una disminucion en la concentracion. A destacar
de nuevo en este caso el comportamiento andémalo 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 disolucion, se puede concluir que en periodos largos de tiempo (30
dias), los analitos son mas estables en ausencia de radiacion y a 4°C.
Por lo que es aconsejable guardar las disoluciones patrén 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
composicion muy variada, donde la cera es una de las mas complejas
en la que ademas se encuentran impurezas propias de la colmena, tales
como restos de larvas, abejas, polen y miel, entre otros. Por esta razén
es necesario disponer de un procedimiento adecuado de tratamiento de

la muestra.

Para desarrollar el procedimiento se trabajo con ceras proporcionadas
por el Centro Apicola Regional (CAR) de Marchamalo, en las que

previamente se comprobo la ausencia de neonicotinoides.

En una primera etapa, fue necesario estudiar la adicion de los siete
analitos a la cera para conseguir una mezcla homogénea. Dichos
estudios se realizaron en condiciones minimas de luz y protegiendo la
cera de radiacion, asi y después de varios estudios, la cera fue fundida
en un recipiente de aluminio a bafio maria a 65° C, luego se adicioné
una disolucién de los siete neonicotinoides en acetona, posteriormente
se homogenizé la mezcla y se esperd 3 minutos a la evaporacion del
disolvente. Una vez transcurrido este tiempo, se sacé la cera del bafio
maria y se dej6 a temperatura ambiente para que solidificara y asi
continuar con los estudios. Dicho procedimiento se muestra en la figura
8.
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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 limites de
cuantificacién y debido a los conocimientos obtenidos por el grupo en
trabajos anteriores con esta matriz se estudiaron distintas masas de
cera entre 0,5y 2,5 g, empleando volimenes de disolvente aceptables
para después poder eliminar de manera facil. Se fijé como masa de cera

para trabajar de 2 g.

El siguiente paso fue efectuar ensayos de disolucién y extraccion con
distintos disolventes, que deben facilitar la solubilidad de la cera para

asi favorecer la salida del analito

Primero se pensd en aquellos disolventes donde los siete analitos
presentan mayor solubilidad como diclorometano, acetona y acetonitrilo.
Ademas, considerando la experiencia en trabajos previos realizados en
nuestro grupo de investigacion para la extracciéon de otros pesticidas
desde la cera, también se pens6 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 extraccién

del analito.

A continuacioén, con la idea de facilitar la disolucién de la cera con los
distintos disolventes y facilitar la extraccion del analito, se realizaron
pruebas de agitacion en Vortex, agitador magnético con calefactor y
bafio 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 agitacion, ultrasonidos y a diferentes temperaturas.

Tiempo Temperatura

Disolvente Agitacion _ Solubilidad
(min) (°C)
- - 20 Insoluble
o Vortex 5 20 Insoluble
Acetonitrilo _ )
A. magnético 20 50 Parcial
Ultrasonido 20 30 Parcial
- - 20 Insoluble
Vortex 5 20 Insoluble
Acetona ]
A. magnético 20 50 Soluble
Ultrasonido 20 30 Parcial
- - 20 Insoluble
Acetonitrilo/Acetona Vortex 5 20 Insoluble
(50:50 v/v) A. magnético 20 50 Parcial
Ultrasonido 20 30 Parcial
- - 20 Insoluble
] Vortex 25 20 Parcial
Diclorometano .
A. magnético 5 50 Soluble
Ultrasonido 20 30 Soluble
- - 20 Insoluble
Vortex 15 20 Parcial
Cloroformo A. magnético 3 50 Soluble
Ultrasonido 20 30 Soluble
- - 20 Insoluble
Vortex 15 20 Parcial
n-hexano _
A. magnético 3 50 Soluble
Ultrasonido 20 30 Soluble

- : Sin agitacion
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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, evaporandose
casi la totalidad del disolvente en el caso de los méas volatiles. Para el
caso de acetonitrilo, acetona y la mezcla de ambos, estos no solubilizan
totalmente la cera, incluso incorporando agitacién y temperatura, por lo
que se requieren tiempos demasiado altos para conseguir una

disolucion total.

Los mejores resultados se obtuvieron para los disolventes mas apolares
como diclorometano, cloroformo y n-hexano. Para los tres casos se
descarta el uso del bafio de ultrasonidos porque los tiempos son muy
largos considerando que ésta es solo la etapa de disolucion de la cera,
a lo que habria que sumarle los demas 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
disolucién, pero diclorometano y cloroformo se evaporaron muy
facilmente ya que presentan puntos de ebullicibn de 40°C y 61°C,
respectivamente, por lo que su uso tampoco seria conveniente. Si a
esto ademas le sumamos la desventaja que son disolventes
organoclorados, entonces el disolvente seleccionado es n-hexano, ya

que disuelve la cera, favoreciendo la extraccion liquido-liquido.

Una vez seleccionado n-hexano como disolvente para la cera se
procedio a realizar las extracciones liquido-liquido para separar los
analitos de interés. Se observo cuando se empleaba como extractante
agua que las sefales obtenidas para los analitos, imidacloprida y
nitenpyram eran demasiado bajas, ello podria 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.”® Debido a lo cual se planteé 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 composicion desde 5:5 a 9:1 (v/iv) y
como extractante se empledé agua. Los porcentajes de extraccion
obtenidos para cada uno de los siete neonicotinoides se muestran en la
tabla 7.

Tabla 7 % de recuperacién 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).

Mezcla

Compuesto n-hexanol/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 emple6 la mezcla n-
hexano/isopropanol en porporcion 8:2( v/v), donde se lograron
porcentajes de recuperacion en todos los casos superiores al 75% salvo

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

Con el fin de aumentar en la medida de lo posible estos porcentajes a
continuacion se estudiaron otros extractantes que fueran inmiscibles
con la mezcla n-hexano-IPA y que ademas extrajeran los analitos

desde la matriz. En cuanto a los resultados obtenidos es necesario
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indicar que el agua proporciond mejor separacion de las fases y por lo
tanto una mejor extraccion, que se vio reflejada en mejores
recuperaciones, motivo por el cual fue elegido como disolvente
extractante. A continuacién, se estudiaron los distintos volimenes de
mezcla de disolvente y extractante para una éptima extraccion liquido-

liquido. 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).

Volumen
Compuesto n-hexanol/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
recuperacion 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 recuperacion superiores al 83%, salvo
para nitenpyram y acetamiprida que no se logro superar el 70% de

recuperacion.
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Una vez seleccionados los volimenes mas adecuados de disolventes
para disolver y extraer, el trabajo se centré en estudiar la influencia de
la temperatura y el tiempo de extraccion sobre la recuperacion. En
cuanto a la temperatura de extraccion se comprob6 que al afadir el
extractante a temperatura ambiente sobre la cera disuelta a 50°C en
n-hexano:IPA, ésta se solidificaba parcialmente formandose una
solucion pastosa. Por este motivo se selecciond trabajar a 60°C,
temperatura que presentaba una serie de ventajas: por un lado permite
gue la cera permanezca fundida, no se llegaba a la temperatura de
ebulliciéon del n-hexano (69°C) por lo que éste no se evapora durante el
proceso y ademas a esta temperatura los analitos eran estables durante

corto periodo de tiempo

A pesar de que las extracciones realizadas hasta ahora se habian
efectuado con un tiempo de extraccion de 5 minutos, fue necesario
estudiar la influencia sobre la extraccion del tiempo de agitacion. 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 llevo a cabo el estudio a tres

niveles de concentracion.

Como se puede ver en dicha tabla, la agitacion durante la extraccion es
un factor necesario para mejorar las recuperaciones de los analitos, ya
gue esto mejora el contacto de los analitos con el extractante. En cuanto
a los dos tiempos estudiados, los 5 minutos proporcionan porcentajes
mas altos de recuperacion para todos los neonicotinoides. Tiempos de
extraccién mayores no fueron beneficiosos para la extraccion ya que se
favorece la evaporacion del n-hexano/isopropanol, dificultando la etapa
posterior de separacién de fases en el embudo de decantacion.
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Una vez efectuada la extraccion liquido-liquido, fue necesario separar
ambas fases, por lo que la mezcla fue depositada rapidamente y en
caliente en un embudo de decantacion, para separar la cera disuelta

(fase orgénica) del agua que contenia los analitos.

Tabla 9. Recuperaciones obtenidas después de realizar la extraccién de 2g de
cera a tres niveles de concentracion de neonicotinoides (ug/kg) sin agitacion y

con distintos tiempos de agitacion.

) o Con agitacion Con agitacion
Sin agitacion ) ]
Compuesto (3 min.) (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 9% 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 namero de picos, lo que implicaba que las muestras inyectadas
contenian una serie de compuestos (hidrocarburos, ésteres...) que
ademas podian producir una mala ionizacién de los iones para su
deteccion por MS y ensuciaban la fuente de ionizacién. Para solucionar
estos problemas se decidi®6 emplear cartuchos de extraccion en fase
sélida para llevar a cabo la concentracion del extracto liquido en vez de

evaporador rotatorio el cual habia sido empleado hasta al momento.

69



IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

En esta etapa se probaron el cartucho Florisil® relleno con silicato de
magnesio y un cartucho muy utilizado en la deteccion 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 méas bien funciona como una extraccion
liquido-liquido 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
organico. Este procedimiento presenta algunas ventajas con respecto a
los otros sorbentes de SPE porgue no necesita pre acondicionamiento y
ademas para el tamafio 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 parametros.

En estudio de los cartuchos de Florisil®, se efectu6 el pre
acondicionamiento con 5 mL de metanol y agua. Para a continuacion
pasar los 10 mL de agua utilizados como extractante. Se evalu6 la
posibilidad de secar el cartucho, para ello se estudiaron tres tiempos de
secado con flujo de nitrégeno 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 elucion 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 empled 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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IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

Otra variable que se consideré ensayar, fue la concentracion de los
analitos en las muestras, para asi evaluar si las recuperaciones eran
reproducibles a distintas concentraciones. De esta manera se
ensayaron tres niveles de concentracion de cada neonicotinoide en
cera, entre 125 y 500 pg/kg. Los resultados de las recuperaciones
obtenidas para cada cartucho, disolvente y concentracion ensayada se

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

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

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

Disolvente Cloroformo Acetato de etilo Diclorometano

Concentracién

(ng/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 |5 54 54 13 10 12
Clotianidina 48 48 47 19 16 17 |49 48 a7 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 271 24 26 55 49 |45 45 42 48 47 50 | 62 63 59 40 46 42

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



Tabla 10 (continuacion). Recuperaciones obtenidas después de las etapas de extraccion de 2g de cera a tres niveles de

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

Cartucho* Isolute HM-N Florisil® Isolute HM-N Florisil®
Disolvente Acetonitrilo Acetona
Concentracién
125 200 500 125 200 500 125 200 500 125 200 500
(ng/kg)
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 a7 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

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



IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

Como puede observarse, los mejores resultados se obtuvieron para los
cartuchos lIsolute HM-N con recuperaciones muy superiores a las
obtenidas con los cartuchos Florisil® para todos los analitos y
disolventes mas polares (diclorometano, acetonitrilo y acetona).
Tiacloprida y acetamiprida fueron los Unicos 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%. Ademas los cromatogramas obtenidos en todos los casos eran
muchos mas limpios que los que se obtenian antes de llevar a cabo

una limpieza empleando los cartuchos.

Con respecto a los tres niveles de concentracion ensayados, las
recuperaciones no presentan diferencias significativas entre cada
concentracion, 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 seleccion6 el cartucho
Isolute HM-N para la extraccion-limpieza en fase sélida 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 40° C, el residuo
obtenido ha sido reconstituido en 1 mL de fase mévil y posteriormente

filtrado con filtro de jeringa de 0,45 um.

Aunque en todos los ensayos efectuados el reconstituyente ha sido fase
movil y se han obtenido buenas recuperaciones para la mayoria de los
analitos empleando los cartuchos Isolute HM-N, fue necesario mejorar

la disolucion del residuo que queda después de la evaporacién, ya que
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IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

se observa una pequefia cantidad de material insoluble que nos hace
pensar que podriamos aumentar las recuperaciones de aquellos
analitos que estan por debajo del 85%. En este sentido se estudio el
disolvente para la reconstitucion. Para ello se probd la redisolucion con
mezcla de estos dos ultimos. 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 pg/kg y reconstituidos en 1 mL de distintos disolventes.

Recuperaciones (%)

Compuesto o ~ Agual/acetonitrilo
Fase movil 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
més altas al emplear como disolvente la mezcla agua/acetonitrilo
(50:50), la cual fue seleccionada, ademas al emplear dicha mezcla las
relaciones sefial/ruido obtenidas fueron mas altas generando limites de

deteccion y cuantificacion mas bajos.
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De esta manera y habiendo optimizado todos los pardmetros antes
mencionados, el extracto resultante fue transferido a un balén de fondo
redondo de 25 mL para ser evaporado a sequedad a 40°C en el
rotavapor. A continuacion 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 um, para finalmente inyectar una alicuota de 15 pL 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



IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

IV.3.2. VALIDACION DEL METODO

La validacion del método se realizd siguiendo las directrices marcadas
por el documento SANCO/825/00,® la gufa ICH Tépico Q2'* y el
informe técnico de la IUPAC del 2002.* Determinandose la
selectividad, la linealidad y efecto matriz, limites de deteccion y

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

IV.3.2.1 Selectividad

Para la evaluacion de la selectividad del método propuesto se
compararon los cromatogramas de extractos de cera tratados que no
contenian neonicotinoides (figura 10, A) con extractos de cera tratados
a los que se les habia afiadido una mezcla de los siete patrones (figura
10, B). Como se observa en la figura no hay coelucién con
componentes de la matriz por lo tanto no hay interferencias a los

tiempos que eluye cada analito.

A
4o

2 4 b ¢ 10 12 W min
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)
40000 7 : ; 7

2 4 6 8 10 12 W omin,

Figura 10. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) de (A) cera
tratada y (B) cera con 250 ug/kg de dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam
(3), clotianidina (4),imidacloprida (5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7).

IV.3.2.2. Limite de deteccidn y cuantificacion

En una primera etapa, se inyectaron una serie de extractos de cera
libres de neonicotinoides, denominados extractos blancos, a los cuales
se les midi6 el valor del ruido de la respuesta analitica 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 sefial.

Una vez obtenido el ruido y las sefiales, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), correspondientes a aquellas
concentraciones que proporcionaban 3 y 10 veces la relacion

sefal/ruido, respectivamente.

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

muestran en la tablal2.
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Tabla 12 . Limites de deteccién y cuantificaciéon de cada compuesto en cera.

Compuesto LOD (pg/kg) LOQ (ng/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 preparé una linea de
calibrado de patrones en disolucion y otra de ceras sometidas al
tratamiento, a las cuales se les adicion6 una alicuota de solucién de los
siete analitos enrasada a 1mL en un intervalo de concentracién del
limite de cuantificacion a 1000 pg/kg. El intervalo lineal para cada
compuesto se puede observar en la tabla 13, junto con los resultados
obtenidos para cada ecuacion de la recta, obtenida utilizando el método

de patrén externo y ajustando con minimos cuadrados.

Para verificar la tendencia de la regresion se aplicé la prueba t, En este
caso se cumple que la te, > tap para todos los analitos, por lo tanto se
acepta que el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de
determinacion (), 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 realiz6 la comparacion de las

pendientes de las lineas de calibrado de cada analito en disolucion y las
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pendientes de las lineas de calibrado de ceras tratadas a las cuales se
les adiciond los analitos después del tratamiento (tablal3). De esta
manera se pudo evaluar que existe un efecto matriz entre un 21 y 39%,
por lo que la cuantificacion de los siete neonicotinoides debe ser

realizada sobre un calibrado en ceras.
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Tablal3 Intervalo analitico y parametros de la linea de calibrado para cada compuesto (n=6)

Compuesto Calibrado Concentracién (ug/kg) a (x10%) S,(x10% b (x10¥ S,(x10° R* S, (x10”
Disolucién 259,6 52,8 22,3 0,22 0,999 133,7
Dinotefuran 6 —1.000
Cera 215,6 42,2 20,2 0,17 0,996 131,1
Disolucion 306,8 88,1 47,4 0,37 0,999 223,2
Nitenpyram 1,5-1.000
Cera 288,1 69,9 41,4 0,29 0,998 216,9
Disolucién 100,5 19,1 13,2 0,08 0,999 48,3
Tiametoxam 3,0-1.000
Cera 71,9 25,3 9,3 0,10 0,998 78,4
Disolucion 24,9 9,1 11,6 0,04 0,999 23,2
Clotianidina 7,0—-1.000
Cera -80,1 10,1 7,6 0,04 0,996 31,2
Disolucion -21,4 16,1 12,4 0,07 0,999 40,7
Imidacloprida 6,0 — 1.000
Cera 25,9 12,0 8,1 0,05 0,998 37,2
Disolucién 17,6 24,1 23,1 0,10 0,999 61,1
Acetamiprida 2,0 -1.000
Cera 444.4 30,1 16,4 0,12 0,998 93,1
Disoluicon 4,5 19,5 16,8 0,08 0,999 49,4
Tiacloprida 4,0 —1.000
Cera -145,1 17,3 12,1 0,07 0,992 53,7
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IV.3.2.4. Precision y Exactitud

La precision del método se establecié en términos de repetitividad y
precision intermedia. Para ello se procedié a inyectar por sextuplicado
tres muestras de cera a las cuales se adicioné una disolucion de los
siete patrones a tres niveles de concentracion y que fueron sometidas al
tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluacion de
repetitividad, las inyecciones se hicieron el mismo dia, mientras que
para el estudio de la precision intermedia, dichas inyecciones fueron
realizadas en tres dias consecutivos. Los resultados que se obtuvieron

se detallan en la tablal14.

Como se puede observar en dicha tabla, los coeficientes de variacién no
superan el 8%, valores que se ajustan a la precision cuando se analizan
trazas, segun lo establecido por la Comisién Europea en su documento
SANCO0/825/00."*

Para evaluar la exactitud se sometio al tratamiento de muestra
seleccionado a cinco muestras y a tres niveles de concentracion,
determinado en cada uno de los casos de los porcentajes de
recuperacion. 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
supondrian errores inferiores a un 15% en el andlisis 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 precision y exactitud del método.

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

L Repetitividad Precisién intermedia
Concentracion

Compuesto (g/kg) Concentracion CV  Concentracion CV  Concentracién  Recuperacion CV

(Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (%)

10 9,9 5,2 9,7 51 9,9 100 7,0

] 200 203 59 203 59 204 102 53
Dinotefuran

1000 1045 4,1 1041 52 1049 105 4,2

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

) 200 196 4 199 4,9 198 99 5

Nitenpyram

1000 1012 7,2 1008 50 1010 101 53

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

) 200 183 4,4 185 59 180 90 53
Tiametoxam

1000 856 7,2 860 7,2 854 85 6,1




Tabla 14 (continuacién). Estudio de precisién y exactitud del método.

Estudios de precision (n=6) ) .
Estudios de exactitud (n=5)

» Repetitividad Precision intermedia
Concentracion i i : i
Compuesto (ug/ka) Concentracién Ccv Concentracién CcVv Concentracién  Recuperacién CV
Ha/Kg

(Mg/kg) (%) (ng/kg) (%) (Ha/kg) (%) (%)

10 10,5 5,1 9,9 3,9 10,4 104 4.9

o 200 196 6,0 195 2.9 194 97 5,9
Clotianidina

1000 1018 8,0 1022 4.8 1023 102 5,3

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

Imidacloprida 200 190 6,9 187 59 188 94 52

1000 982 7,9 984 7.0 984 98 5,2

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

o 200 187 5,3 190 7.3 186 93 5,1
Acetamiprida

1000 984 7,9 985 3.1 981 98 4.9

10 9,1 51 9,0 3.1 9,1 91 5,1

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

Tiacloprida
1000 921 8,0 925 7,0 923 92 59




IV. Parte experimental: determinacion de siete neonicotinoides en cera

IV.3.3. APLICACION DEL METODO

El método propuesto se ha aplicado al analisis de ceras provenientes de
distintos apiarios cercanos a zonas agricolas con arboles frutales de la
region 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 andlisis 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 analisis

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 limites de
deteccion. En una de las muestras se cuantificaron residuos de
imidacloprida (39 pg/Kg). En ocho muestras se encontraron cantidades
de tiametoxam entre 25-153 pg/kg, en tres de estas ocho ademas se
cuantificaron residuos de acetamiprida entre 11-61 ug/Kg. Una muestra
dio positiva solo en este Ultimo neonicotinoide. Destacan que tanto el
tiametoxam como la acetamiprida pueden emplearse en el cultivo de

frutales.
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Trozo de colmena

Miel Polen

Figura 11. Trozo de panal y productos obtenidos después de la separacion.



Tablal5. Concentraciones (ug/kg) de cada neonicotinoide en muestras de cera obtenidas de distintas colmenas.

Muestra - - - Co_m p_u_esto - - — - -
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




IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas

IV.3.4. PERSISTENCIA DE NEONICOTINOIDES EN CERA DE
ABEJAS

IV.3.4.1. Introduccién

La persistencia de los plaguicidas en la cera de abejas es una
probleméatica de interés no solo para los apicultores, sino también para
el mundo cientifico y sanitario, ya que como se mencion6 anteriormente,
este preciado producto es un bioacumulador’””® de contaminantes que
podrian estar afectando a la poblacién de abejas. Acumulacién que
ademas tiene otro efecto sobre la colmena, ya que hay estudios que
han demostrado su migracion desde la cera a otros productos, como la
miel®*®. Incluso se han aplicado modelos predictivos para explicar la
difusion 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.**

Este fendmeno es bien conocido por la industria argentina, que el afio
2004 se vio enfrentada a una de las pérdidas econdmicas mas grandes
de la historia apicola debido a la contaminacién de sus mieles por
nitrofuranos, compuestos empleados en el tratamiento de las colmenas
para el control de enfermedades bacterianas y parasitarias.**’ Estudios
que posteriormente demostraron que los metabolitos de dichos
contaminantes persisten en la cera por lo menos durante siete afios,
gue la movilizacion 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 movilizacion.#814°

En lo que se refiere a la persistencia de neonicotinoides en distintas
matrices, se han encontrado algunos estudios que investigan la

degradacion de estos compuestos por efectos de la radiacion solar en
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suelos,™ en grasas y cuticulas de plantas™' o un trabajo mas reciente
gue estudia la disipacion de tiametoxam vy tiacloprida en aguas
residuales, lodos de depuradoras y soluciones surfactantes
(tensoactivas), donde concluyen que bajo las mismas condiciones,
tiametoxam degrada més facilmente y tiacloprida es mas resistente a

la fotodescomposicion.™>

Otros estudios importantes de mencionar, son aquellos que evaltan los
efectos de la radiacién sobre neonicotinoides™® o sus metabolitos™*
(degradacion fotolitica) y aquellos que ademas de luz, utilizan un
catalizador  (TiOy), reaccion  conocida como  degradacion

153-155

fotocatalitica. Trabajos que indican que los neonicotinoides

estudiados generan una gran variedad de metabolitos o productos de

154-156

degradacién, gue dichas degradaciones siguen cinéticas de primer

154,155

orden y donde por primera vez se informa que clotianidina es un

producto de transformacién de tiametoxam.***

En este contexto y considerando los estudios antes expuestos, nos
planteamos el examinar la persistencia de los neonicotinoides en cera
de abejas, evaluando la variacion de la concentracion de cada uno de
ellos en cera sometida a distintas condiciones ambientales, durante un

periodo de 120 dias.

IV.3.4.2. Evaluacién de la persistencia.

Los ensayos se llevaron a cabo adicionando los analitos, disueltos en
acetona, a la cera fundida. Se evaluo el efecto que tiene la temperatura
y la radiacién sobre la persistencia de los siete neonicotinoides en la
cera de abejas. Para ello el trabajo se dividi6 en tres etapas con

distintas condiciones ambientales cada una.
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e 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.

e Segundo estudio: Con la idea de evaluar el efecto de la
temperatura, el experimento se realizé a temperatura ambiente y en
ausencia de luz.

e Tercer estudio: Para evaluar el efecto de la luz, se considero

realizar el estudio a temperatura ambiente y en presencia de luz.

La persistencia de los analitos fue evaluada durante 120 dias, y a tres
niveles de concentracion (50,100 y 250 ug/kg)-para lo cual se procedio
a tomar periddicamente una muestra representativa que se sometio al
tratamiento y andlisis por LC-MS. Cada dia de medicion se prepararon
las disoluciones de referencia de las mismas concentraciones para
contrastar los resultados. En las siguientes figuras se agrupan las
graficas de cada analito para una facil comparacion 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.
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Figura 12. Grafico que muestra la persistencia de dinotefuran en cera en
ausencia de radiacién a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la radiacién

(C) a tres niveles de concentracion.

A la vista de los resultados se pueda afirmar que el dinotefuran
permanece en la cera durante los primeros 15 dias 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 mas 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 radiaciéon. Lo que podria indicar que el compuesto
es menos estable y se descompone cuando la cera estd expuesta a la
radiacion.

En este sentido y aunque no existen datos acerca de la fotodegradacion
de dinotefuran en cera de abejas, es importante mencionar que estos
resultados son similares a los suministrados por estudios realizados en

otras matrices.'*%1%?

En lo que respecta a la temperatura, si se comparan las gréficas (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. Gréafico que muestra la persistencia de nitenpyram en cera en
ausencia de radiacién a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la radiacién

(C) a tres niveles de concentracion.

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 condiciébn. Disminuyendo
rapidamente durante los primeros 15 dias, llegando a una persistencia
promedio del 4% el dia 30 y cercana al 0% el dia 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

dificil atribuir dicho comportamiento a uno de los dos factores.
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Aungue no existen estudios acerca del efecto de la temperatura sobre
nitenpyram, si se ha descrito el efecto de la radiacion en un estudio
sobre disoluciones acuosas del compuesto, que demuestra la

fotodegradacion y degradacion fotocatalitica en presencia de TiO,, **®

En la figura 14 quedan reflejados los resultados obtenidos para el
tiametoxam.

TIAMETOXAM

TIAMETOXAM A
120 - (A)
S 100 - A
©
S 80 - —8—50
(O] i
g 60 100
» 40 -
o =250
Q 20 -

0 T T T T T 1
0 15 30 60 90 120

Tiempo (dias)

TIAMETOXAN (B)
- 120 -
S
< 100 -
hhd | \‘
Q 80 —~—— o —@—50
g 60 -
% 100
2 40 -
o 20 | =250

O T T T T T

0 15 30 60 90 120

Tiempo (dias)

96




IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas
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Figura 14. Grafico que muestra la persistencia de tiametoxam en cera a 35°C
en ausencia de radiacion a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la
radiacion (C) a tres niveles de concentracion.

En la figura 14 se puede observar que la disipacion de tiametoxam tiene
un comportamiento muy similar a lo largo de 120 dias de

experimentacion, a las tres condiciones y concentraciones estudiadas.

Si se comparan los resultados obtenidos al variar la temperatura se
observan ligeras 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 dias.

En cuanto al efecto de la luz, es necesario comparar la grafica (B) y (C),
donde se aprecia una persistencia menor para el experimento realizado
con luz (gréfica C), lo que indica que tiametoxam disipa més facilmente
de las ceras cuando el producto esta expuesto a la luz. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en el estudio de Pefia el 2011, que aunque
las matrices son distintas (agua residual, lodo y solucién con
tensoactivos), tiametoxam también se degarada mas lentamente en

condiciones anaerébicas y sin luz.**
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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.
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Figura 15. Grafico que muestra la persistencia de clotianidina en cera a 35°C
en ausencia de radiacion a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la

radiacion (C) a tres niveles de concentracion.

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 dias, para las tres concentraciones y a todas

las condiciones estudiadas.

Al evaluar el efecto de la temperatura se puede observar que cuando
ésta es mas alta, el pesticida es menos persistente (30 dias), efecto que
se hace menos evidente al cabo de 120 dias, donde las persistencias
son muy similares para ambos experiementos a las tres
concentraciones estudiadas.

Al comparar las gréficas (B) y (C), las persistencias son muy similares
una vez transcurridos los 120 dias, donde parece ser que, en ausencia
de luz, el Ultimo mes de experimentacion, clotianidina se estabiliza o
disipa mas lentamente con respecto a los meses anteriores. Dicho
fendmeno se podria relacionar con la transformacion de tiametoxan en
clotianidina, como producto de degradacion, informado por primera vez
en el estudio de Zabar el afio 2012.'*°
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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. Gréafico que muestra la persistencia de imidacloprida en cera a 35°C
en ausencia de radiacion a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la

radiacion (C) a tres niveles de concentracion.

La figura 16 muestra que, en general, la persistencia de imidacloprida
en cera va decayendo a lo largo del tiempo de un modo mas o menos
ligero llegando a una peristencia promedio cercana al 55% el dia 120
del experimento. Dicho comportamiento se evidencia a todas las

concentraciones y condiciones estudiadas.

En cuanto al efecto de la temperatura, gréfica (A) y (B), se puede
observar que a mayor temperatura el dia 30 del experimento,
imdacloprida disipa mas rapidamente, mientras que en el transcurso de
los 120 dias, la persistencia es menor, por lo que esta temperatura no

es un factor determinante en la disipacion del analito.

Al comparar la grafica (B) y (C), es posible observar como imidacloprida
disipa mas rapidamente en presencia de luz a partir del dia 15, mientras
que en oscuridad parece ser mas estable, con una disipacion mas lenta
a partir del dia 30. Dichas diferencias iniciales se mantienen una vez
transcurridos los 120 dias de medicién 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 mas facilmente en

presencia de luz.""**°

Aunque no existe evidencia bibliografica de la persistencia de este
pesticida en cera, se pueden citar como referencia los tiempos de vida
media indicados por el Departamento de Regulacién de Pesticidas de
California (DPR),"* que establecen una vida media en campo entre 27
y 229 dias, dependiendo del tipo de suelo, presencia de fertilizantes
orgéanicos, luz y vegetacion, donde la ausencia de estos ultimos dos
factores aumenta la persistencia del pesticida.**®

Los resultados de la ecetamiprida quedan reflejados en la figura 17.
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Figura 17. Gréafico que muestra la persistencia de acetamiprida en cera a 35°C
en ausencia de radiacién a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la

radiacion (C) a tres niveles de concentracion.

De la figura 17 se desprende que la persistencia de acetamiprida en
cera, en el transcurso de 120 dias de experimentacidon, 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, grafica (A) y (B), se puede observar que a mayor

temperatura el pesticida es menos persistente, disipando rapidamente

103



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en cera de abejas

entre el dia 30 y 60, el efecto parece estabilizarse hasta el dia 120
cuando llega al minimo de persistenca con un 36% promedio para las
tres concentraciones estudiadas. Esto significa casi un 50% mas bajo,
que en la ceraa25°C.

Por otro lado, si se compara el grafico (B) y (C), hay una leve diferencia
aproximada del 6% entre la disipacion en presencia de luz, con respecto
a la cera en oscuridad. Aunque esta diferencia es minima, podria servir
de antecedente el trabajo de Gupta del 2008, que estudia la disipacion
de este analito en suelo, revelando que acetamiprida es fotolabil y que
su degradacion en suelo se ve acelerada en presencia de luz UV y luz
solar.™®

Y por ultimo los resultados del estudio de la persistencia de tiacloprida

en cera quedan reflejados en la figura 18.
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Figura 18. Grafico que muestra la persistencia de tiacloprida en cera en
ausencia de radiacién a 35°C (A) y 25°C (B) y a 25°C expuesta a la radiacién

(C) a tres niveles de concentracion.

Si comparamos la persistencia de tiacloprida y los demas
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
gréfica (A) y (B), donde se puede observar que a mayor temperatura el

pesticida es menos persistente, con una rapida disipacion a partir de los
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15 dias y una persistencia del 34% a los 120 dias de transcurrido el

experimento.

En cuanto al efecto de la luz, las gréficas (B) y (C) muestran que
durante los primeros 30 dias, la luz no parece ser un factor
determinante en la persistencia del analito, disipando mas rapido incluso
en la oscuridad, situacién que se revierte a partir de este dia, ya que la
cera en presencia de luz presenta una rapida disipacion de tiacloprida
llegando incluso a persistencias del 23,6% el dia 120 de medicion.

Resultados que coinciden con los de Gupta el afio 2008 ya comentados.

106



IV. Parte experimental: procedimientos de limpieza y blanqueamiento de cera

IV.3.5. EFICACIA DE LOS PROCEDIMIENTOS DE LIMPIEZA Y
BLANQUEAMIENTO DE CERA DE ABEJAS

IV.3.5.1. Introduccién

Como se mencioné en apartados anteriores, la cera de abejas es el
material de construcciéon de las celdas de la colmena,® pero ademas
tiene otras diversas aplicaciones, como materia prima para la
fabricacion de velas, esculturas y figuras artisticas, en la elaboracion de
alimentos, confiteria y panaderia, uso farmacolégico en la fabricacion de
pildoras, capsulas y ungientos, uso cosmético en la elaboracion de
cremas y labiales, como impermeabilizante de pinturas, barniz y
abrillantadores e incluso en la cubierta de instrumentos musicales.®

En cuanto a la legislacion que regula el uso de cera de abejas, se puede
encontrar normativa con respecto al uso alimentario en Europa. Asi lo
indica el Reglamento (UE) N° 1147/2012 de la comision 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
gue no se consumen las pieles. Permitiendo el uso de cera de abeja (E
901), sobre las frutas que se importan principalmente de paises de
clima tropical, es decir, platanos, mangos, aguacates, granadas,

papayas y pifia.*’

Pero dicha normativa, no sélo se queda en Europa, ya que la FAO
(Food and Agriculture Organization) y la OMS (Organizacion Mundial de
la Salud), también tienen normativa al respecto, lo que se ve reflejado
en el CODEX alimentarius,™® 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 méximo 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 max. Nota
Aperitivos listos para el consumo Tratamiento superficial
Bebidas a base de agua aromatizadas, incluidas las bebidas para deportistas, Como vehiculo de
bebidas energéticas o bebidas electroliticas y bebidas con particulas afadidas 200mg/kg sabor

Café, sucedaneos del café, té, infusiones de hierbas y otras bebidas calientes

a base de cereales y granos, excluido el cacao

Solo en café en grano

Complementos alimenticios

Tratamiento superficial

Decoraciones (p. €j., para productos de pasteleria 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 categorias 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, raices y tubérculos, legumbres y
leguminosas y aloe vera), algas marinas y nueces y semillas frescas tratadas

en la superficie

Sélo en nueces

Productos de cacao y chocolate

Tratamiento superficial

Productos de imitacién y sucedaneos del chocolate

Tratamiento superficial

Productos de panaderia 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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Segun la EFSA (European Food Safety Authority) la cera de abejas
ademds de ser un agente de recubrimiento como se indica en las dos
normativas citadas anteriormente, actia como portador de sabores. En
dicho dictamen, ademas se establecen cantidades maximas de
consumo de cera de abeja, valor que sorprendentemente puede llegar a

los 1290 mg/diario/persona.**

En cuanto al uso en cosmética, existe mucha bibliografia que habla

acerca de estos usos, 80160161

incluso hay una gran cantidad de
informacion en internet para la fabricacién casera de estos productos,
pero existe muy poca informacion legal al respecto. En este sentido, se
puede citar el Reglamento (CE) No 1223/2009 del Parlamento
Europeo'® que establece el listado de sustancias prohibidas en
productos cosméticos, en el cual la Unica cera prohibida es la cera de
parafina (hulla), producto derivado del petrdleo y que es utilizada
comunmente para reemplazar la cera de abejas, que es mas 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.*®®

En relacion a los usos en farmacologia, una de las principales funciones
de la cera es actuar como vehiculo del principio activo, que ademas
actla estabilizando los farmacos que son susceptibles a la hidrolisis y/u
164

oxidacion,™" area donde existen distintos estudios patentados acerca de

165166 cremas de

la cera de abejas formando parte de capsulas,
aplicacion externa'® y otras formas farmacéuticas donde la cera puede

llegar a ocupar, incluso, el 46% del peso total del farmaco.*®®

Con respecto a la recuperacion y reutilizacion de las ceras en la
industria apicola, una de las aplicaciones mas importantes es la cera

estampada, que se obtiene después de la limpieza de la cera por
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decantacién, posterior formacion de las laminas y estampado para
conseguir las formas hexagonales de las celdas. Dicho proceso es
realizado por industrias dedicadas al procesamiento de la cera™®® o por
distintas cooperativas y organizaciones apicolas,'”® que muchas veces
realizan la labor mezclando ceras de distintos apicultores sin tener la
precaucion de la posible contaminacion que esto implica. Asi ha
quedado demostrado en el estudio publicado por Jennifer Berry el afio
2009,*™* quien en su busqueda de cera libre de pesticidas, no tuvo
resultados positivos, ya que todas las ceras recolectadas de distintos
apiarios que nunca habian aplicado tratamiento quimico, incluso
colmenas supuestamente organicas, presentaban residuos de dichos
pesticidas, estudio que concluyé en que el proceso de mezcla y
estampado de ceras es desordenado y poco saludable para las
colmenas porque existe contaminacion de un producto a otro.'™ Si a
esto ademas le sumamos los resultados de persistencia obtenidos en el
apartado anterior, donde queda demostrado que la persistencia de la
mayoria de los neonicotinoides supera los 120 dias a distintas
condiciones ambientales, se hace necesario estudiar la efectividad de
los procesos de limpieza de cera que se aplican actualmente en la

industria apicola.

Para ello, fue necesario indagar acerca de los procedimientos mas
empleados en la industria apicola, donde cabe destacar que existe una
gran cantidad de informacién acerca de estos procesos,*® con
publicaciones en distintos blogs apicolas que indican como realizar
limpiezas, factores a controlar y que reactivos utilizar,'"?'"*
concluyéndose que las sustancias quimicas mas empleadas, son
aquellas que oxidan los compuestos coloreados presentes en la cera
para producir su blanqueamiento, tales como &cidos, peréxido de

hidrogeno y bases.®
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A pesar de la cantidad de informacion encontrada, no existe legislacion
gue controle dichos métodos de limpieza, ni soporte cientifico que

demuestre la efectividad de los reactivos actualmente empleados.

En este sentido y después de recaudar informacién sobre préacticas
apicolas y uso de algunos compuestos para favorecer el
blanqueamiento, como el acido oxalico, citrico y sulfarico, utilizados

comlUnmente por apicultores para tal efecto,®

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, mas comidnmente
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 parametro 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 asegurandonos de favorecer
el contacto sélido liquido y facilitar de agitacion en el procedimiento.

Antes de comenzar con cada procedimiento de limpieza, se adicionaron

los patrones a las ceras para obtener una concentracion conocida.
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A continuacion, en la tabla 17, se muestran las condiciones empleadas

en cada procedimiento de limpieza y que han sido tomadas de los

procedimientos mas utilizados por los apicultores.

Tabla 17. Condiciones de limpieza y purificacion de ceras

Tiempo Temperatura
Disolvente de limpieza Método
(minutos) y/o Potencia
Agua
Ac. Sulfarico (0,1% v/v)
Ac. Oxalico (0,25% viv) Agitacion a 10 60°C
700rpm
Ac. Citrico (0,25% v/v)
4 70W
1 350 W
Agua Microondas
0,5 700 W
40 40°C/110W
Agua Ultrasonidos 80 40°C/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

analizadas por LC-MS segun 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 60°C durante

10 minutos y con agitacion.

LIMPIEZA CON AGUA Y AGITACION
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Figura 19. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras

empleando con agua a 60°C y agitacion para unay dos limpiezas.

En la figura 19 se puede observar que las diferencias son minimas entre
realizar una o dos limpiezas consecutivas en cuanto a la eficacia de la
limpieza empleando agua a 60°C ya que las diferencias entre una y dos
etapas no difieren de porcentajes de limpieza superiores al 3%., razon
por la cual, el siguiente procedimiento de limpieza se realizara una sola

vez.

Como se mencion6 en la introduccion de este apartado, la acidificacion
del agua es otra técnica de limpieza muy empleada en la industria
apicola, por lo que el siguiente estudio consistié en utilizar tres acidos

diluidos y evaluar los efectos sobre la eliminacién de residuos vy
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decoloraciéon de la cera. En la tabla 17 se pueden observar los &cidos y
las concentraciones que se emplearon para cada uno, junto con el
tiempo de limpieza, temperatura y condiciones de agitacion. La figura 20
muestra los resultados obtenidos de la eficacia de la limpieza

empleando los &cidos asi como agua.
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Figura 20. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras

empleando agua y acidos a 60°C y agitacion.

Como se puede observar en la figura 20 no hay diferencias significativas
en funcion del disolventes de limpieza utilizados, los porcentajes de
residuos de neonicotinoides que se encuentran en la cera suponen
eficacias de eliminacion entre un 97 y 100%, por lo que se puede
concluir que la limpieza es muy efectiva independientemente del agua o

acido empleado.

En un tercer estudio se evalué el efecto de las microondas en la
eliminacion de los residuos. Para ello se estudiaron tres potencias del

microondas con tiempos variables determinados por la fundicion total de
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la cera. Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la figura 21,
donde el nimero 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 podria

atribuirse a la no agitacién , lo cual no favorece el contacto de la cera

con el agua.
LIMPIEZA CON AGUA EN MICROONDAS
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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 eliminacién 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 facilmente con una

sola limpieza y a las tres potencias estudiadas.

En el dltimo estudio se evaluo el efecto de los ultrasonidos en la
limpieza de ceras. Dicho procedimiento consistio en una limpieza con
agua en bafio de ultrasonidos y temperatura méaxima de este (~40°C)

durante 40 y 80 minutos. Dichos resultados se pueden observar en la

figura 22.
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Figura 22. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras
empleando agua a 40°C en bafio de ultrasonidos durante 40 minutos (1) y 80

minutos (2).

La figura 22 muestra que el Unico neonicotinoide eliminado de modo
efectivo bajo las condiciones del experimento es nitenpyram, mientras
gue 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 maxima alcanzada en el este caso es de 40°C, temperatura
a la cual la cera permanece en estado sdlido, dificultando el contacto

con el disolvente de limpieza, lo que dificultaria su eliminacion.

Una vez comprobada la eficacia de los procedimientos habituales de la
cera en la eliminacion de residuos de neonicotinoides, donde los
mejores resultados de eficacia de los procedimientos basados en la
eliminacion de los residuos de los analitos, se obtuvieron empleando
agua o acidos a una temperatura de 60°C con agitacién durante 10
minutos y en una sola etapa. Se estudi6 cual de ellos producia un
mayor blanqueamiento o decoloracion de las ceras. Dichos resultados

se muestran en la figura 23.

o B

Ac. Sulfuric. Ac. Oxalico Ac. Citrico
0,1% 0,25% 0,25%

Figura 23. Resultados de la decoloracion de ceras con agua y acidos.

Se puede observar en la figura 23 que los mejores resultados se
obtuvieron con el procedimiento de limpieza con acidos oxalico y citrico
al 0,25% viv.

Considerando los buenos resultados que presenta el 4cido oxalico en
términos de eliminacion de residuos de neonicotinoides y el
blanqueamiento o decoloracién que este compuesto genera en las

ceras, la limpieza con este acido se podria plantear como una buena
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alternativa de limpieza de ceras contaminadas con estos compuestos,
més aln si se considera que este compuesto estd autorizado como
producto natural alternativo para el control de algunas plagas que

atacan a las colmenas,***"41"®

por lo que la posibilidad de que queden
residuos del &cido en la cera podria ser incluso beneficiosa para la

colmena.l™

Una vez seleccionadas las mejores condiciones que permiten una
buena limpieza y blanqueamiento de cera a escala de laboratorio, el
empleo de una disolucién de acido oxalico al 0.25% p/v a 60°C y con
agitacion. 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 méas adecuado
para la eliminacibn de los posibles residuos de los pesticidas

estudiados.

Para ello 50g de cera a la cual se le habian adicionado los pesticidas se
pusieron en contacto con 250 mL. de acido oxalico al 0,25% a una
temperatura de 60°C y con agitaciéon durante 10 minutos. Transcurrido
este tiempo se determinan los posibles residuos de los analitos
comprobandose la eficacia de la limpieza. Al aumentar la cantidad de
muestra se decidié asi mismo comprobar si existian 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 acido oxalico (0,25% p/v) a 60°C y agitacién 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 acido oxalico.
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LIMPIEZA DE 200g DE CERA
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Figura 25. % De eficacia de los procedimientos de limpieza de ceras

empleando acido oxalico (0,25% p/v) a 60°C y agitacion .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 eliminacion de los pesticidas

estudiados, superandose eficacias de limpieza superiores al 97%.
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IV.4. DETERMINACION DE SIETE NEONICOTINOIDES EN
POLEN APICOLA.

IV.4.1. INTRODUCCION

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

categorias de polenes distintos.

El primero y més 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 apicola,
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 ultimo,
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 crias, llamado
pan de abeja, razén por la cual este producto es tan importante para la

colmena.l’®

En cuanto a la importancia que tiene este producto, es bien sabido que
tiene un alto valor nutritivo, ya que en su composicion se pueden
encontrar proteinas, hidratos de carbono, aminodcidos esenciales,

vitaminas y minerales,'’”’

nutrientes aprovechados no sélo por la
colmena, sino también por el hombre, quien consume cada vez mas
ente producto. Pero su importancia no se queda solo en un suplemento
alimentario, ya que este Ultimo tiempo han aumentado los estudios que

178

indican a este producto como un potente antioxidante,”’® cuyo alto
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179

contenido de polifenoles y flavonoides, le confiere propiedades

antibacterianas™® y antifingicas.®

En este contexto la presencia de pesticidas en pan de abeja y polen
corbicular puede llegar a ser aun més peligrosa que la acumulacion en
ceras, ya que el pan de abeja sirve de alimento para la colmena y el,
polen de abeja esta siendo cada vez mas utilizados para consumo
humano. Por esta razén, 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 ademas de presentar una variada
composicion de proteinas, vitaminas, aminoacidos y flavonoides,
normalmente se encuentra con impurezas propias de la colmena, como
restos de miel o cera. Por esta razon es necesario desarrollar un
procedimiento que permita tratar la muestra para detectar los siete
neonicotinoides de manera selectiva y conseguir limites de deteccion y

cuantificacién lo mas bajo posibles.

Para desarrollar este procedimiento se trabajé con polen comercial que
fue analizado para verificar la ausencia de los analitos. Para comenzar
con el tratamiento de muestra se aplicé una etapa de secado (12 horas
a 45°C) para trabajar sobre muestra seca y otra etapa de molienda,
procesos que favorecen la adicion de los analitos generando muestras
homogéneas con mayor superficie de contacto mejorando asi la

extraccién 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 agreg6 una disoluciéon

de los siete neonicotinoides en acetona, homogenizando con una varilla
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de vidrio y favoreciendo la evaporacion del disolvente durante 3

minutos.

El siguiente paso fue realizar estudios de extraccién con distintos
disolventes. A pesar de que mas adelante se optimizaran todos los
parametros que influyen en la extraccion, 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 realizd
con agitacion de 10 minutos en vibromatic y posteriormente se
centrifugd a 9000 rpm durante 10 min. Los extractos se evaporaron y
reconstituyeron segun tratamiento de muestra optimizado para las
ceras, se analizaron por LC-MS segun metodologia validada y se
calcularon sus porcentajes de recuperacion. 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 pg/kg, con 10 mL de diferentes disolventes (n=3).

Compuesto Acetona Aceetfillt(()) de 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
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Como se puede observar en la tabla, las mejores recuperaciones se
obtuvieron para la extraccion con diclorometano obteniéndose
recuperaciones superiores al 85 % en todos los casos, por lo que una
vez seleccionado el disolvente, el siguiente pardmetro que se estudio
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 pg/kg, con tres volumenes de diclorometano (n=3).

Volumen (mL)

Compuesto

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 recuperacion
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 volimenes de diclorometano se seleccioné 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 sucedia con acetamiprida y tiacloprida, se realizo
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el estudio de la influencia sobre la recuperacion del tiempo de agitacion

en vibromatic.

Para ello se ensay6 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 pg/kg a tres tiempos diferentes (n=3).

Tiempo (min)

Compuesto 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 recuperacion de cada analito no se
modifican, tiempos mayores no conducen a resultados mas elevados,
de ahi que se seleccionara este tiempo con el fin de reducir los tiempos

de analisis.

Después de la extraccion solido-liquido fue necesario separar ambas
fases, por lo que se penso en centrifugar la mezcla y asi favorecer la

separacion. De esta manera se ensayaron tras tiempos de
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centrifugacion 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 pg/kg con tres tiempos de centrifugacién (n=3).

Centrifugacion (min)

Compuesto
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
mas de 10 minutos, por lo que el tiempo seleccionado fueron los 10
minutos evitando ademas que los tiempos de analisis sean demasiado

extensos.

Una vez seleccionado el tiempo de centrifugacion, se separ6 el
sobrenadante, utilizando un embudo de filtracién, 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 evaporacion posterior.
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A pesar de que los resultados de recuperacion son altos, tres analitos
presentan porcentajes de recuperacion por debajo del 90%, por esta
razon el ultimo estudio que se realizé fue la evaluacion de dos
volumenes 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 evaporacion. En la tabla 22 se pueden

observar los resultados obtenidos para los tres volimenes.

Tabla 22. Recuperaciones obtenidas después de extraer 2 g de polen con los
siete neonicotinoides a 500 pg/kg y reconstituidos con diferentes volimenes de
agua/acetonitrilo (50:50 v/v) (n=3).

Volumen (mL)

Compuesto
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 evaporacion, 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 ademas consideramos que los cromatogramas
obtenidos con 1 mL de reconstituyente no presentaban interferencias a

los tiempos de retencidon de los analitos y que menores voliumenes
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permiten obtener limites de deteccion y cuantificacion mas 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 pardmetros antes
mencionados, los extractos reconstituidos se pasan a traves de un filtro
de jeringa de 0,45 um, para finalmente inyectar una alicuota de 15 pL
en el equipo de LC-ESI-MS con Ilas mismas condiciones

cromatograficas y de deteccién que el caso de las ceras.

Una vez establecidas las mejores condiciones de tratamiento de
muestra que conducian para los diferentes analitos a recuperaciones
superiores al 85% se procedié a verificar las caracteristicas del método

puesto a punto mediante su validacion.
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Figura 26. Esquema del tratamiento de muestra de polen corbicular
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IV.4.3. VALIDACION DEL METODO.

Se procedi6 de manera totalmente anéloga a la validacion del método
de las ceras. Los resultados obtenidos se muestran en los siguientes
apartados.

IV.4.3.1. Selectividad

Para la evaluacion de la selectividad del método propuesto se puede
observar la figura 27, donde se comparan los cromatogramas de
extractos de polen tratados que no contenian analitos (A) con extractos
de polen tratados a los que se les habia afiadido los siete
neonicotinoides (B).
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Figura 27. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) de (A) polen
tratado y (B) polen con 50ug/kg de dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam
(3), clotianidina (4),imidacloprida (5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7).
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IV. Parte experimental: determinacion de neonicotinoides en polen

Como se puede ver en la figura 27, los cromatogramas muestran que no
hay coelucion con ningin 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. Limite de deteccidn y cuantificacion

En una primera etapa, se inyectd una serie de extractos de polen libres
de neonicotinoides, denominados extractos blancos, a los cuales se les
midié el valor del ruido de la respuesta analitica 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 sefal.

Una vez obtenido el ruido y las sefiales, se calcularon los limites de
deteccién (LOD) y cuantificacion (LOQ), correspondientes a 3 y 10
veces la relacién sefial/ruido, respectivamente. Los valores obtenidos

para cada analito se pueden observar en la tabla 23.

Tabla23 . Limites de deteccién y cuantificacion de cada compuesto en polen.

Compuesto LOD (ng/kg) LOQ (ng/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. Parte experimental: determinacion de neonicotinoides en polen

IV.4.3.3. Linealidad y efecto matriz

Para realizar el estudio de la linealidad y el efecto matriz se prepar6 una
linea de calibrado de pdlenes tratados a los cuales se les adicion6 una
disolucion patron de los siete analitos y se enras6 con agua/acetonitrilo
(50:50 v/v) para obtener concentraciones finales en un intervalo del
limite de cuantificacion a 1000 pg/kg. Los resultados obtenidos para

cada ecuacion de la recta se pueden observar en la tabla 24.

Para verificar la tendencia lineal de la regresion se realizé 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 te, > tap, por lo tanto se acepta
gue el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de
determinacion (r?), 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 realiz6 la comparacion de las
pendientes de las lineas de calibrado de cada analito en fase movil y las
pendientes de las lineas de calibrado de poélenes tratados a los cuales
se les adiciond los analitos después del tratamiento. De esta manera se
pudo evaluar un efecto matriz que oscila entre 23 y 45%, por lo que la
cuantificacion de los siete analitos debe ser realizada sobre un calibrado

en polen.
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Tabla 24. Parametros de la linea de calibrado para cada compuesto (n=6)

Compuesto  Calibrado Concentracién (ug/kg) a (x103) S. (x103) b (x103) S, (x103) R? Syix (x103)
Disolucién 4000 303 90,5 4.7 0,998 668
Dinotefuran 9,1 -1000
Polen 4000 183 71,5 3,2 0,997 404
. Disolucién 7000 494 135,5 7,7 0,996 1,09
Nitenpyram 7,5-1000
Polen 7000 346 111,3 6,1 0,996 763
. Disolucion 1000 142 43,5 2,2 0,995 313
Tiametoxam 4.0-1000
Polen 2000 89,5 33,5 1,5 0,996 197
Disolucion 1000 130 54,2 1,7 0,996 288
Clotianidina 3,5-1000
Polen 1000 48,1 35,8 0,8 0,998 106
] ) Disolucion 2000 217 65,9 2,6 0,996 480
Imidacloprida 1,6 — 1000
Polen 2000 54,4 35,8 0,9 0,998 120
o Disolucién 5000 474 129,8 7,7 0,997 1,04
Acetamiprida 1,2-1000
Polen 6000 350 104,3 6,2 0,999 773
) ) Disolucién 3000 363 96,8 5,7 0,997 800
Tiacloprida 4,6 - 1000
Polen 4000 116 78,4 2,0 0,998 257




IV. Parte experimental: determinacion de neonicotinoides en polen

IV.4.3.4. Precision y Exactitud.

La precision del método se establecié en términos de repetitividad y
precision intermedia. Para ello se procedié a inyectar por sextuplicado
muestras de polen a las cuales se adicion6 una disolucién patron de los
siete neonicotinoides a tres niveles de concentracion. Para la evaluacion
de repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo dia, mientras
qgue para el estudio de la precision intermedia, dichas inyecciones
fueron realizadas en tres dias consecutivos. Los resultados que se

obtuvieron se detallan en la tabla 25.

Como se puede observar en dicha tabla, los coeficientes de variacion
son inferiores al 8% en todos los casos, valores que se consideran
adecuados en el estudio de precision cuando se analizan analitos a

nivel de trazas.

Asi mismo se establecio la exactitud de método establecido en un
funcion de los % de recuperacién obtenidos al someter a diferentes
muestras de , a tres niveles de concentracion, al tratamiento de muestra
establecido. Como puede observarse en la tabla los porcentajes de
recuperacion son superiores al 87%, lo cual supondria errores inferiores

al 13% en todos los casos al realizar la cuantificacion en muestras.
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Tabla 25. Estudio de precision y exactitud del método.

Estudios de precision (n=6)
Estudios de exactitud (n=6)

Concentracion Repetitividad Precisién intermedia
Compuesto (ug/kg) Concentracion CV  Concentracién CV  Concentracién  Recuperacién CV
(Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (%)
10 10 6,4 10 4,4 10 101 6,8
Dinotefurano 250 263 3,9 265 4,7 260 104 3,9
1000 1038 33 1039 51 1030 103 2,6
10 10 7.1 10 7,0 10 102 7,6
Nitenpyram 250 260 3,4 263 5,4 264 106 6,2
1000 1055 1,5 1039 6,7 1046 105 4.1
S 5 3,7 5 7.3 5 99 4,2
Tiametoxam 250 248 32 255 6,5 253 101 3,4
1000 973 1,4 975 4,9 981 98 1,9
5 5 5,0 5 6,9 5 92 5,2
Clotianidina 250 226 2,1 227 6,5 223 89 2,4

1000 882 2.2 884 4,9 876 88 2,2




Tabla 25 (continuacion). Estudio de precision y Exactitud del método.

Estudios de precision (n=6)
Estudios de Exactitud (n=6)

., Repetitividad Precision intermedia
Concentracion
Compuesto Concentracion ~CV  Concentracion CV  Concentracion y Cv
(Hg/kg) Recuperacion
(Mg/kg) (%) (Mg/kg) (%) (Hg/kg) (%)
2 2 6,7 2 5,7 2 97 6,5
Imidacloprida 250 243 5.4 236 3,5 238 95 43
1000 950 2.3 947 3,6 941 94 2.1
2 2 7.8 2 6,3 2 91 7.0
Acetamiprida 250 214 2,8 216 6,2 219 88 4.4
1000 864 1,7 866 5,9 856 86 4,1
5 5 3,7 5 6,6 5 87 3,6
Tiacloprida 250 220 4,4 210 6,0 215 86 4,3

1000 867 1,7 875 5,6 870 87 3,0




IV. Parte experimental: determinacion de neonicotinoides en polen

IV.4.4. APLICACION DEL METODO.

El método propuesto se ha aplicado al andlisis de 24 muestras de
polenes obtenidos de las mismas colmenas de las cuales se analizé la
cera. Dichas muestras proceden de distintos apiarios cercanos a zonas

agricolas con arboles frutales de la region de Murcia.

Considerando que la cera, el polen y la miel ya habian 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 metodologia
analitica puesta a punto en los apartados anteriores. Los resultados

obtenidos de dichos analisis se pueden observar en la tabla 26.
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Tabla 26 . Concentraciones (ug/kg) de cada neonicotinoide en muestras de polen obtenidas de distintas colmenas.

M ¢ Compuesto
uestra 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




IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

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 mas rapidamente en polen y
pan de abeja. En este sentido el siguiente estudio consistié 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 pélenes
proporcionadas por el Centro Apicola Regional (CAR) de Marchamalo
(Guadalajara) provenientes de una zona apicola distinta a la de las
muestras analizadas anteriormente. Los resultados se muestran en la
tabla 27.

Tabla 27. Concentraciones (ug/kg) de cada neonicotinoide en muestras de

polen
Muestras
Compuesto
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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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

Como se puede observar en la tabla 27 solamente una de tres muestras

dio positiva y solo para acetamiprida, con una concentraciéon de 5,89

Ha/kg.
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

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 pélenes secos y molidos, formando una mezcla
homogénea que luego fue secada a temperatura ambiente y cuya
concentracion final fue 500 pg/kg. La evolucion de los compuestos fue
medida durante 45 dias utilizando el tratamiento de muestra y analisis

cromatografico validado.

En el desarrollo del estudio se evalué 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 dividi6 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 llevo a cabo en ausencia de luz
a 25°C y el tercer estudio se realiz6 con pélenes expuestos a luz solar y
25°C. Los resultados de la persistencia de siete neonicotinoides a lo
largo de 45 dias se muestran en las siguientes figuras. Las gréficas 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

funcién del tiempo expuestos a las diferentes condiciones ambientales.
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja
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Figura 28. Gréafico que muestra la persistencia de dinotefuran en ausencia de
radiacion a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiaciéon a 25°C (C).
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

De los datos de la figura 28 se desprende que independientemente de
las condiciones de temperatura y luz, el dinotefuran es mas persistente
en polen corbicular que en pan de abeja donde se produce una

disipacion mas rpida 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 pdlenes 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 graficas (B) y
(C) que muestran persistencias muy similares con o sin luz, por lo que la
luz no es un factor determinante en la disipacién 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. Gréfico que muestra la persistencia de nitenpyram en ausencia de

radiacion a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacién 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 observé en
cera de abejas. En las tres graficas se puede observar que el analito

disipa rapidamente a partir del dia 2 de exposicion a las variables

ambientales estudiadas.

En lo que se refiere a la temperatura, las gréficas (A) y (B) muestran

que el analito es mas sensible a mayores temperaturas, disipando mas
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

rapido a 35°C entre los dias 14 y 45 con respecto a la temperatura mas
baja.

En cuanto al efecto de la luz, graficas (B) y (C), no se observan
diferencias importantes durante la primera semana de experimentacion,
situacion que cambia a partir del dia 14 con una persistencia mayor

para el analito que esta 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. Grafico que muestra la persistencia de tiametoxam en ausencia de
radiacion a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacién 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, gréficas (A) y (B), en
todos los dias estudiados se observa mayor persistencia a menor
temperatura, resultados que sugieren una mayor inestabilidad del

analito a las temperaturas mas altas.

En cuanto al efecto de la luz, gréficas (B) y (C), se puede observar que
tiametoxam es mas sensible al efecto de la luz, haciéndolo menos
persistente en ambos poélenes. Disipacion que desciende rapidamente a

hasta el dia 45 de estudio.

Aunqgue no existen estudios sobre la persistencia de este compuesto en
polen, es importante mencionar el estudio de Pefia (2011) realizado en
aguas residuales y lodos, que revela que tiametoxam es biodegradado y
que se fotodescompone, proceso que se hace mas lento en condiciones

anaerobicas y sin luz*™,
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

En la figura 31 se pueden observar los resultados de persistencia de la

clotianidina a lo largo del tiempo en los dos tipos de pdlenes estudiados.

Los cuales indican que para todas las condiciones estudiadas, la

clotianidina disipa mas facilmente en el pan de abeja que el polen
corbicular , con valores de persistencia en éste ultimo del 50% al final
de estudio.
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CLOTIANIDINA ©)
120 -

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

==@=P.corbicular

Pan de abeja

Persistencia (%)

0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)

Figura 31. Grafico que muestra la persistencia de clotianidina en ausencia de

radiacién a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacion a 25°C (C).

Las gréaficas (A) y (B) muestran que la temperatura no es un factor
determinante, ya que el analito es mas persistente en polen corbicular a
mayor temperatura,mientras que en pan de abeja persiste mas a bajas
temperaturas.

En cuanto a la influencia de la luz, gréficas (B) y (C), se puede observar
que este factor si es determinante en la persistencia del analito, ya que
en todos los dias de medicion se observan disipaciones mas aceleradas
para los poélenes expuestos a la luz. Resultado que coincide con los
publicados por Papp (2011) y Zabar (2012), que indican que
clotianidina se degrada mas facilmente en presencia de luz'’#*",

Para la imidacloprida los resultados obtenidos de este estudio se
muestran en la figura 32.

148



IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

(A)
IMIDACLOPRIDA
S 120
« 100 - —@—P.corbicular
[S]
GC) s \‘_—‘*.‘.
ke 60 - Pan de abeja
(2]
= 40 -
o 20 -
0 T T T T T 1
0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)
(B)
IMIDACLOPRIDA
S 120
© 100 -+ i
5 —~——— —@-—P.corbicular
S 80 - ® ® ]
@ 60 - Pan de abeja
2]
5 40 -
o 20 -
O T T T T T 1
0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)
(®)
IMIDACLOPRIDA
S 120 -
© 100 - —@=—P.corbicular
[&]
GC) w0 N
@ 60 - Pan de abeja
2]
b 40 -
o 20 -
0 T T T T T 1

0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)

Figura 32. Grafico que muestra la persistencia de imidacloprida en ausencia de

radiacién a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacion a 25°C (C).
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IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

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, gréficas (A) y (B), se puede
observar que hay un leve aumento de la disipacién a mayor temperatura
para ambos pélenes.

En cuanto al efecto de la luz, graficas (B) y (C), este es otro factor que
influye en la persistencia de imidacloprida en pélenes, ya que en todos
los dias de medicion, se puede observar una persistencia mas alta en
ausencia de luz. Resultados que coinciden con los obtenidos para cera
de abejas y que indicaria que el analito se degrada mas facilmente en

polenes o ceras que estan 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 disipacibn mas rapida en pan de
abeja.
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Figura 33. Grafico que muestra la persistencia de acetamiprida en ausencia de

radiacién a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacion a 25°C (C).

En cuanto al efecto de la temperatura, gréficas (A) y (B) se puede
observar que la persistencia es muy similar a 25 y 35°C, con
porcentajes levemente mas bajos para la temperatura mayor. Lo que

podria indicar que el analito es menos estable a esta temperatura.

El efecto de la luz se puede evaluar en las graficas (B) y (C), que
muestran que a partir del dia 2 todos los valores de persistencia son
menores para los pélenes expuestos a la luz, resultados que coinciden

con los obtenidos en cera, donde la luz es un factor que favorece la
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disipacion del analito también en esta matriz. Por otro lado, dichos
resultados también coinciden con los de Gupta el 2008, que indica que
acetamiprida es més fotolabil que tiacloprida en suelo y que muestra

mayor disipacion expuesta a luz solar y UV*®°,

Y por ultimo en la figura 34 quedan reflejados los datos de este estudio
para la tiacloprida.

(A)
TIACLOPRIDA
120
X
< 100 -
©
‘© 80 - \A——._-*.
E’ 60 - =@=P.corbicular
%)
‘» 40 -
) Pan de abeja
o 20 -
O T T T T T 1
0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)
(B)
TIACLOPRIDA
120 -
\O
< 100 -
©
c .
% 60 - =@=P.corbicular
‘» 40 - Pan de abeja
o)
[a 20 -
0 T T T T T 1
0 2 7 14 30 45

Tiempo (dias)

152




IV. Parte experimental: persistencia de neonicotinoides en polen y pan de abeja

©)

TIACLOPRIDA
120 -
S 100 - —@—P.corbicular
©
g g0 \"—\’\. Pan de abeja
3 60 -
8]
% 40 -
(&)
o 20 -

O T T T T T 1
0 2 7 14 30 45
Tiempo (dias)

Figura 34. Gréafico que muestra la persistencia de tiacloprida en ausencia de

radiacién a 35°C (A) y a 25°C (B) y en presencia de radiacion 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
graficas (A) y (B), muestran el mismo comportamiento con una leve
tendencia a partir del dia 14 que indica que a 35°C el analito disipa mas

rapido que a 25°C.

En lo que se refiere a efectos de la luz, las gréaficas (B) y (C) indican
que el analito es sensible a la luz, generando menos persistencia en
polen y pan de abeja expuestos a la radiacion. 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

disipacion 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 podrian tener relaciébn con las
diferencias en la composicion que presenta cada producto. Ya que

como se menciond en la introduccién de este apartado, el pan de abeja
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pasa por un proceso fermentativo que hace variar su composicién
guimica. Al respecto, ademas 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 &cido-lacticas autdctonas del pan de abeja.'®® Aunque dichos
microbios disminuyen después de someter el polen a un proceso de

secado, estos no desaparecen totalmente,'®?

por lo que se podria
pensar que su presencia en los productos podria influir en la
degradaciéon de los analitos estudiados, mas aun si se tiene evidencia
de la biotransformacién de tiacloprida por efecto de bacterias presentes

en el medio ambiente.'®
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IV.5. OBSERVACIONES DETERMINACION DE
NEONICOTINOIDES

IV.5.1. GENERALES

o Se ha puesto a punto un método analitico rapido y muy sensible
para determinar residuos de dinotefuran, nitenpyram, tiametoxam,
clotianidina, imidacloprida, acetamiprida y tiacloprida en cera y
polen, utilizando la cromatografia liquida de alta resolucion con

deteccion por espectrometria de masas.

o La determinacion se ha llevado a cabo empleando una columna
Kinetex de Phenomenex, Cig 2,6um (150mm x 4,60mm i.d),
utilizando como fase maovil en régimen de gradiente una mezcla de
acido formico 0,1% en agua y acetonitriio con un flujo de 0,5
mL/min, con un volumen de inyeccién de 15 UL y una temperatura
de 35°C.

o El empleo de ESI como interfase del MS proporciona mejores
resultados para la determinacion de los siete neonicotinoides, en

comparacion con la interfase APCI.

o Los siete neonicotinoides en disolucion 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 ambar y
en frigorifico, condiciones que aseguran su estabilidad por 30

dias.
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IV.5.2. EN CERA DE ABEJA

o 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 extraccion liquido-liquido en caliente y
posterior extraccion en cartuchos de tierras de diatomeas. Se
eligio este tipo de cartuchos ya que proporcionaban altos
porcentajes de recuperacion para todos los analitos, generando
cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitian la

inyeccién de multiples muestras sin dafiar la columna.

o El método para la determinacion de los siete neonicotinoides ha
sido validado, presentando una buena selectividad y limites de
deteccién entre 0,6 y 5 pug/kg para todos los analitos empleando

como detector el MS.

o Tras el estudio de las pendientes de las lineas de calibrado y la
existencia de un efecto matriz promedio del 30%, se puede
concluir que todos los analitos deben ser cuantificados con una

linea de calibrado en cera.

o De 24 muestras de cera analizadas provenientes de la regiéon de
Murcia, el 33% presentd residuos de tiametoxam con
concentraciones entre 14 y 153 ug/kg, el 16,6% dio positivo para
acetamiprida con concentraciones entre 11 y 61 pg/kg y un 12,5%

de las muestras presento residuos de ambos insecticidas.

o De los siete neonicotinoides estudiados, nitenpyram presenta
menos persistencia en cera, disipando completamente a los 30
dias a todas las condiciones establecidas. Los seis pesticidas

restantes son mucho mas persistentes incluso transcurridos 120
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dias de estudio. En general, la luz y la temperatura favorecen la

disipacion de estos pesticidas en cera de abejas.

IV.5.3. EN POLEN APICOLA

o Para determinar y cuantificar los siete neonicotinoides ha sido
necesario someter a los pdlenes a un tratamiento previo que ha
consistido en una extraccién solido-liquido y posterior filtracién con
papel, sin necesidad de una etapa de extraccion en fase sélida y

limpieza.

o El método para la determinaciéon de los siete neonicotinoides ha
sido validado, presentando una buena selectividad y limites de
deteccioén entre 0,4 y 2,8 pg/kg para todos los analitos empleando

como detector el MS.

o Tras el estudio de las pendientes de las lineas de calibrado y la
existencia de un efecto matriz promedio del 35%, se puede
concluir que todos los analitos deben ser cuantificados con una

linea de calibrado en polen.

o De 27 muestras de polen analizadas provenientes de distintas
regiones de Espafa, una dio positiva para acetamiprida con 5,89
po/kg, lo que justifica la necesidad de desarrollar este tipo de
metodologias analiticas.

. 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 dias a todas las condiciones
establecidas. Los demas pesticidas presentan persistencias muy

variadas, que van desde un 12 a un 80% (dia 45) dependiendo de
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las condiciones de luz y temperatura. En general, los analitos
disipan méas facilmente 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. INTRODUCCION

Aunque ya se ha incluido este compuesto en el andlisis multirresiduo, se
ha dedicado un apartado especifico a su determinacién, tratando de
conseguir limites de deteccién mas bajos y menor tiempo de andlisis, en
respuesta a las opiniones de diversos sectores que atribuyen la
desaparicion 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 atomo
de cloro en la posicion seis del anillo nicotilinico 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 accion idéntico al alcaloide natural S-(-)-nicotina, actuando
sobre el sistema nervioso central de los insectos como agonista de los
receptores de acetilcolina, bloqueando la proteina receptora de la
acetilcolina en la célula postsinaptica, lo que interfiere con la transmision
quimica del estimulo nervioso durante la sinapsis.*®> Como se mencioné
en los antecedentes, este modo de accion tan particular, su amplio
espectro de accién y versatilidad en los modos de aplicacion, han hecho
gue este insecticida se convierta en uno de los mas vendidos en todo el
mundo, encontrdndose en mas de 15 formulaciones y siendo su empleo
sobre semillas (Gaucho) la que parece, esta mas ligada a la

desaparicion de las abejas.

En cuanto a la metodologia para el analisis de sus residuos, y teniendo
en cuenta su gran aplicacion, existe gran cantidad de trabajos para

determinarla en matrices tan variadas como frutas y vegetales,®*%
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196-202 203-205

suelos y aguas, cultivos agricolas, peces®® e incluso tejido
humano post morten.”®” En lo que se refiere a productos derivados de la
colmena se han encontrado distintos trabajos,”®**® de los cuales la

mayoria esta enfocado al analisis en miel*®*'® y muy escasamente se

208,210,211,213,214 y Cer.a.212—214 De todos

han analizado los residuos en polen
los trabajos citados, la mayoria utiliza la técnica cromatografica en fase
liguida, empledndose principalmente el modo de separacién en fase
inversa, donde todos recomiendan columnas con fase estacionaria Cis.

La cromatografia en fase gaseosa se emplea en raras ocasiones.

En relacion a las fases modviles mas empleadas, la mayoria de los

208,212-215

autores emplean disoluciones de acido acético y como

208,212-215,217 con eIUCién

modificador organico metanol*'® o acetonitrilo,
en modo isocrdtico cuando se analiza sélo imidacloprida o modo

gradiente cuando hay mas analitos.

En lo que se refiere a la deteccion, dentro de los trabajos en los cuales
se han analizado matrices apicolas, las técnicas mas empleadas son la

209,212,213

espectrometria de masas con  cuadrupolo y en

2 208,210,211,214,215
tandem

mientras que hay un solo trabajo que realiza la
deteccién por DAD,?*® otro por fluorescencia?’ y un articulo que utiliza
ELISA (enzime-linked inmunosorbent assay) , que consiste en la

deteccién de imidacloprida por interaccién con una enzima.*®

De los trabajos examinados, es importante mencionar que también
existe uno que emplea el método QUEChERS, un tratamiento de
muestra rapido, facil de aplicar, econémico, robusto y seguro que
consiste en una etapa de extraccion y posterior limpieza con distintas
sales, ampliamente utilizado en el analisis de pesticidas en muestras
alimentarias y agricolas,?* si bien en este tipo de muestras no es de tan

facil aplicacion.
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En lo que respecta al tratamiento de muestra, también se puede
apreciar que existen varios trabajos que utlizan las tierras de

212-215,217

diatomeas, ya sea como material de relleno de cartuchos o

como material para filtrar soluciones acuosas.

En este sentido, la etapa de preparacién de muestra es muy importante
a la hora de analizar residuos de plaguicidas. Considerando esto, en la
mayoria de los trabajos se ha sugerido la extraccion de los analitos ya
sea por medio de extraccion liquido-liquido (LLE) o extraccion solido-
liguido (SLE) de la matriz y una posterior etapa de limpieza, que
normalmente recurre a la extraccion en fase solida (SPE). A
continuacion se resumen las etapas mas significativas de la preparacién
de muestra empleadas en los cinco articulos en donde se hace mencién

a la cera como matriz.

a) En las dos publicaciones de Schéning (2001 y 2003), en las que

213214 s describe un Unico tratamiento de

se trata cera de abejas
muestra para matrices tan variadas como soja y girasol (flores, polen y
hojas), maiz (flores y polen), arboles (flores y hojas) castafas, cera y
abejas, no siendo exclusivo para la matriz de interés. Dicho
procedimiento consiste en la extraccion de dos gramos de muestra con
30mL de una mezcla MeOH /H,O (3:1 v/v) y homogenizacion por 3
minutos para la posterior filtracion con 2,5g de tierras de diatomeas,
dicho filtrado es lavado con 30mL de la misma mezcla para luego tomar
una alicuota 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 (CH,Cl,), dicho
eluato es evaporado a sequedad y posteriormente reconstituido en 2mL
de una mezcla de tolueno/acetato de etilo (AcEt) (85:15 v/v), disolucion

organica que es percolada a través de un segundo cartucho de 0,5g de

161



IV. Parte experimental: determinacién de imidacloprida en cera

silica gel (3mL) y eluida con 5mL de ACN, que finalmente es evaporado
a sequedad y redisuelto en ImL ACN/H,O (2:8 v/v) para su anlisis por
LC-MS/MS. Las recuperaciones de este método para todas las matrices
analizadas se encuentran entre un 68% y 107% y limites de deteccion
(LOD) del orden de 1,5 pg/kg.

Como posible inconveniente de este método es de resaltar que la
duracion y costes asociados al andlisis de cada muestra deben ser altos
ya que ademas de emplear dos sorbentes distintos, debe considerarse
el consumo de disolventes que implican la extraccion, lavado del
filtrado, dos eluciones en cartuchos y dos volumenes de reconstitucion
de los extractos evaporados y un proceso muy laborioso.

b) Un tercer trabajo, Nguyen ( 2009),2*?

realiza la preparacion de
muestra sobre 0,59 de cera enfriados previamente con nitrégeno
liquido, 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 solucion
de NaCl al 20%, con un tiempo de espera para su acondicionamiento de
15 minutos, seguido de la elucién con 10mL de una mezcla de n-
hexano/diclorometano (50:50 v/v). El extracto obtenido de la elucion es
luego evaporado bajo una suave corriente de nitrégeno a 30°C hasta
obtener aproximadamente 1mL de extracto que se deja en el
congelador toda la noche a -20°C. El sobrenadante es posteriormente
evaporado a 30°C con nitrégeno y reconstituido con 200 uL de n-
hexano, filtrado y transferido a un vial de GC. El limite de deteccion

informado para los pesticidas, incluida imidacloprida, es de 0,05 pg/kg.

Esta metodologia presenta un buen LOD, pero el procedimiento es
demasiado largo en el sentido que debe estar a -20°C durante toda la
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noche, para continuar con el tratamiento y analisis el dia siguiente,
haciendo que todo el proceso sea muy poco practico al tener que
abordar un numero elevado de muestras, como normalmente se

requiere.

C) Los otros dos articulos de mas interés, Chauzat (2009 y 2011),

también presentan una preparacion de muestra coman,?%?!

y aunque
no analizan imidacloprida en cera, describen el tratamiento para la
extraccién de otros pesticidas organoclorados, este consiste en la
extraccion de 2 g de cera con n-hexano en bafio de ultrasonido a 40°C,
para luego enfriar la mezcla con nitrégeno liquido, centrifugar y separar
el sobrenadante. Este Ultimo es evaporado en evaporador rotatorio a
40°C hasta obtener 6 mL aproximadamente, extracto que luego es
sometido a dos LLEs con n-hexano y luego con ACN, esta ultima
fraccibon es concentrada en evaporador rotatorio hasta 2ml
aproximadamente. Finalmente este extracto es sometido a limpieza con
SPE usando cartucho Cyg y elucion con una mezcla de ACN/H,0, al
eluato se le agregan 20mL de ACN. Esta disolucién es finalmente
evaporada a sequedad en rotavapor y el concentrado es redisuelto en

1mL de AcEt para su posterior analisis por GC-MS/MS.

Con relacion a la metodologia propuesta es importante sefialar por
nuestra experiencia que la cera a 40°C se encuentra mayoritariamente
en estado sélido y el n-hexano no la disuelve totalmente a dicha
temperatura, lo que hace mas dificil la extraccion de los analitos, mas
aun, si ésta no ha sido sometida a molienda y los tamafios de la cera
son demasiado grandes. En este contexto entonces, quedan dudas

acerca de las buenas recuperaciones de los pesticidas.

163



IV. Parte experimental: determinacién de imidacloprida en cera

Como resumen de los antecedentes bibliogréficos relativos a la
determinacion de imidacloprida en cera de abejas, se puede sefalar

que:

e Existe muy poca bibliografia que relacione este analito con la
matriz de interés, solo hemos encontrado tres referencias
concretas de su determinacion en cera de abejas.

e Las tierras de diatomeas son un sorbente muy utilizado en la
retencion selectiva de este analito.

e Lafase estacionaria de las columnas es la Ci5

o Las fases maviles mas sugeridas son con modificador organico
metanol y acetonitrilo.

e La técnica mas empleada para la determinacion es la
cromatografia liquida con deteccién por MS, cuadrupolo y en

tandem.

Con el objetivo determinar Unicamente en muestras de cera
imidacloprida se intentara establecer un método de analisis en el menor
tiempo posible y con unos menores limites de cuantificaciéon que los

establecidos para dicho analito en el apartado del mutiresiduo.

IV.6.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

En base a los conocimientos adquiridos en el apartado anterior,
trabajando como la misma columna cromatogréafica, Kinetex Cig de
150mm x 4,60mm de diametro interno y tamafio de particula 2,6um de
Phenomenex se han examinado los distintos parametros
cromatograficos para encontrar las condiciones que permitan la

determinacion de imidacloprida en muestras de cera a los niveles més
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bajos posibles, en el menor tiempo posible. En dicho estudio se
procedi6 a modificar una variable manteniendo el resto de ellas
constante. A continuacion se describe el proceso de seleccion de

manera detallada para cada una

IV.6.2.1. Composicion de la fase movil

Para comenzar el estudio de la composicion de la fase movil, se prepar6
una disolucién patrén de imidacloprida de 1 mg/kg, posteriormente se
realizé una serie de experiencias manteniendo constantes un volumen
de inyeccion de 10uL y un flujo de fase movil de 0,5mL/min. El objetivo
de dicho estudio fue conocer la variacion del tiempo de retencion del
analito, disminuir el solapamiento con interferencias propias de la matriz

y conseguir una sefial simétricamente para su posterior cuantificacion.

Considerando los trabajos citados en la bibliografia y los conocimientos
adquiridos en el apartado multiresiduo en los que se analiza
imidacloprida en distintas matrices, se utilizO como fase mavil inicial,
una mezcla constituida por agua y acetonitrilo, variando las
proporciones iniciales desde 70:30 hasta 50:50 en modo isocratico, pero
los resultados no fueron satisfactorios, ya que la sefial 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 superposicion de
la sefal con un interferente de la matriz, la proporcion 60:40 genera una
buena separacién entre la sefial y el frente cromatografico, con un
tiempo de retencién de 4,6 minutos, por lo que se pens6é modificar el pH
del agua para intentar separar la sefial y la interferencia usando esta

proporcion. Se ensayaron cuatro pH distintos con valores de 2, 4, 7y 9,
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pero la sefal del analito aun solapaba con la interferencia, por lo que se

pensd cambiar el modificador organico por metanol.

Considerando que el metanol tiene menos fuerza que el modificador
organico utilizado hasta ahora (acetonitrilo), para comenzar con las
pruebas la cantidad de modificador se aumentd en diez unidades,
realizando las siguientes pruebas con una proporcién agua/metanol
50:50. De esta manera se ensayaron los mismos valores de pH
mencionados anteriormente, de los cuales, los pH &cidos y béasicos, no
presentaban ninguna mejoria, ya que el analito aun solapaba con la
interferencia y los cromatogramas obtenidos eran mas sucios. Caso
contrario se dio eluyendo con agua a pH 7 y metanol en proporcion
50:50, ya que la sefial del analito ya no coincidia con la sefal de la
matriz y disminuyé su tiempo de retencién a 4,5 minutos. De esta
manera se seleccion6 una fase moévil compuesta por agua a pH 7 y

metanol en proporciéon 50:50 en modo isocratico.

Una vez seleccionada la composicion de la fase mdévil, se realiz6 el
estudio de la influencia que ejercian la temperatura de la columna y el
volumen de inyeccion para posteriormente seleccionar las condiciones

cromatograficas optimas.
IV.6.2.2. Temperatura de la columna

Para estudiar la influencia de la temperatura de la columna sobre la
sefial se realizaron ensayos variando dicho pardmetro 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 parametros cromatograficos
(n=3).

Temperatura (°C)

Parametro cromatografico
25 30 35 40

Tiempo de Retencién (min) 4,6 4,6 4,5 4,5
Anchura (min) 0,15 0,26 0,17 0,18
Simetria 0,97 097 097 0,9

Se puede apreciar que el aumento de la temperatura en ese intervalo
no tiene una influencia significativa sobre los tres parametros
cromatogréficos estudiados, por esta razon se selecciond una

temperatura de 25°C.

IV.6.2.3. Volumen de inyeccion

Considerando que se desea llegar a concentraciones lo mas bajas
posibles del compuesto y que con mayores volumenes de inyeccion se
podrian obtener limites de detecciébn mas bajos, el siguiente parametro
a estudiar fue el volumen de inyeccion. De esta manera se estudiaron

distintos volumenes de inyeccién entre 10 y 40 pL, con intervalos de 10

pL.

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 evitd
la inyeccidon de volimenes muy altos ya que mayores cantidades de
cera residual introducida a la columna aceleraban su deterioro en el
tiempo. Si a esto ademas se une que durante la experimentaciéon se
evidencié una acumulacion de impurezas en la interfase, después de

varias inyecciones consecutivas, los volimenes ensayados no deberian
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ser superiores a los 40 pL. Los resultados obtenidos de este estudio se
muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Influencia del volumen de inyeccion en los parametros

cromatograficos (n=3).

Volumen de inyeccién (uL)

Parametro cromatogréfico
10 20 30 40

Tiempo de retencién (min) 4,6 4,6 4,7 4,7

Sefal/ruido 46 65 68 71
Anchura (min) 0,17 0,17 0,22 0,31
Simetria 0,90 0,99 0,95 0,94

Al analizar los resultados de la tabla 29 se observa que la relacion
sefial/ruido aumenta considerablemente al inyectar 20 pL, pero a
voliumenes mayores dicha variacion no es tan apreciable, esto debido a
qgue el aumento del ruido es mas acusado. En cuanto a los demas
parametros que tienen relacion con la sefal del analito, se puede decir
gue hay un aumento significativo en el ancho de la sefial a volumenes
superiores a 20 pL y ademas se observa una mejora en la simetria

cuando se inyectan 20 pL, por lo que dicho volumen fue el seleccionado

Como resultado de los estudios realizados se propone para la
determinacion de imidacloprida, una fase mdévil constituida por agua a
pH 7 y metanol (50:50 v/v), en régimen isocratico, con un flujo de 0,5

mL/min a una temperatura de 25°C e inyeccion de 20 pL.
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IV.6.2.4. Condiciones para la deteccidn

Al modificar las condiciones de fase movil frente al andlisis multirresiduo
se comprobd si empleando como fase mavil agua a pH 7 y metanol
(50:50 v/v) los pardmetros para llevar a cabo la deteccién empleando la
espectrofotometria de masas. Como era obvio los resultados obtenidos

fueron los mismos que el caso del analisis conjunto de los siete analitos.

Se llevo a cabo la cuantificacion utilizando como fuente de ionizacion
ESI (+) empleando un flujo de gas secante (N,) de 9 L/min a una
temperatura de 340°C y con una presion de nebulizacion de 60 psi,
aplicando un voltaje de capilar de 2500V y un voltaje de fragmentador
de 140V. Se llevé a cabo un barrido de masa/carga obteniéndose Como

i6n de cuantificacion se obtuvo el M+1

Una vez establecidas las condiciones de separacion y deteccion para la
cuantificacion de la imidacloprida en el menor tiempo posible y con los
menores limites, donde el cromatograma obtenido se muestra en la

figura 35, se llevo a un estudio de la etapa de preparacion de muestra

Imidacloprida
100000
60000
20000
1 2 3 4 5 min.

Figura 35. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolucién de imidacloprida de 40

Mg/L con las condiciones seleccionadas.
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IV.6.3. TRATAMIENTO DE MUESTRA

Una vez adicionado el patréon de imidacloprida a la muestra, fue
necesario seleccionar un disolvente para disolver la cera y facilitar la
siguiente etapa de extraccion. Para ello y debido a los buenos
resultados obtenidos en los apartados anteriores se empled la mezcla
de n-hexano/isopropanol en proporciones 5:5, 6:4, 7:3, 8:2y 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 sélo se reflejan
los resultados de recuperacion obtenidos al emplear agua como
extractante pues cuando se utilizaban los otros dos disolventes no se

producia una buena separacién entre las fases.

Tabla 30. Recuperaciones de imidacloprida obtenidas después de disolver la

cera con diferentes mezclas n-hexano/isopropanol

Relaciéon
Recuperacion
n-hexanol/isopropanol (%)
5:5 67
6:4 78
73 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 obtenian con la mezcla 8:2. Si se comparan estos
resultados con los obtenidos en la tabla 6 , en este caso los % de
recuperacion son superiores lo cual podria 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 optima extraccion liquido-liquido. Al igual que el caso del analisis
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 recuperacion.

Otros dos parametros que fue necesario fijar, fue la temperatura y el
tiempo de extraccién. Considerando los buenos resultados obtenidos en
los estudios anteriores la extraccion se realiz6 a 60°C y se establecio

un tiempo de extracciéon de 5 minutos.

Una vez realizada la extraccion liquido-liquido, fue necesario separar
ambas fases, por lo que la mezcla fue depositada rapidamente y en
caliente a un embudo de decantacion para separar las fases. En esta
etapa y como prueba, se inyecté una alicuota de la fase acuosa, pero el
cromatograma obtenido presentaba muchas interferencias y la
ionizacién de los iones para su deteccién por MS no era la 6ptima,
debido a que los componentes de la matriz (hidrocarburos, ésteres y
pigmentos) ensuciaban la fuente de ionizacién. Para solucionar estos
problemas se decidid6 emplear la extraccién en fase sélida (SPE), que
ademas 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

carbdn) y un cartucho muy utilizado en la evaluacion 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 evaluo la
posibilidad de secar el cartucho, para ello se evaluaron tres tiempos de
secado con flujo de nitrégeno 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 elucién 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 pasé 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 extraccién de cera dopada (250 ug/kg) y limpieza con distintos disolventes

para los cuatro cartuchos propuestos (n=3).

Eluyente Recuperacion (%) + CV (%)

Isolute HM-N* Florisil® Oasis HLB® Strata C18-E*

Cloroformo 3751 35+54 33+£5,2 30+5,7
Acetato de etilo 51+4,9 26 +5,6 35+54 37+£5,1
Diclorometano 44 52 24+£49 31+£5,6 45+55
Acetona 95+53 38+4,8 52+49 58 +6,0
Acetonitrilo 88+5,2 3457 41+ 4,7 5054
Metanol 75+4.8 18 +5,2 43+5,1 46 +5,3

! 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 elucién, con la mayoria de los disolventes estudiados,
en cartuchos Isolute HM-N. Otra ventaja que presentd el uso de las
tierras de diatomeas fue que se obtuvieron cromatogramas mas 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 elucion con
acetonitrilo, la acetona fue seleccionada porque tiene un punto de
ebullicibn menor, favoreciendo su evaporacion 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
continuacion el residuo fue reconstituido en 1 mL de fase movil (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 um, para finalmente inyectar una alicuota de 20 pL 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 evalu6 la estabilidad de imidacloprida en la disolucion
reconstituyente: agua a pH 7 /MeOH (50:50 v/v). Para ello se
prepararon disoluciones de imidacloprida a una concentracién de
250ug/L y estas disoluciones se conservaron a distintas condiciones de
temperatura y luz. Una fue guardada en frigorifico a 4°C, otra se
mantuvo en presencia de radiacion a 25°C, otra disolucion en las
mismas condiciones de temperatura pero aislada de radiacion y otras se
mantuvieron en estufa a 35°C y 60°C. Dichas disoluciones fueron
inyectadas de manera regular durante 30 dias con las condiciones
cromatograficas seleccionadas en el apartado anterior. Cada dia de
mediciébn se prepar6 una disolucion de referencia de la misma

concentracién para contrastar los resultados.

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 36, donde la grafica
representa el % de la sefial del analito con respecto al patron de

referencia durante el tiempo que duré el estudio.
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IMIDACLOPRIDA
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Figura 36. Grafica correspondiente al estudio de la influencia de la radiacion
sobre imidacloprida expuesta a la radiacion (vial transparente) y protegida de la

radiacion (vial ambar).

Como se puede observar el efecto de la radiacion a los 30 dias puede
generar pérdidas cercanas al 10%, estabilidad que no se ve afectada en
viales protegidos de la radiacion, por lo que las disoluciones que
contienen imidacloprida deben ser almacenadas en viales de color

ambar.

A continuacion se muestra el estudio del efecto de la temperatura sobre
las disoluciones de imidacloprida, donde se representa el % de sefal
del compuesto con respecto al patrén de referencia durante el tiempo

que duro el estudio .Figura 37
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Figura 37. Gréfica 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 disolucion, los viales deben ser almacenados en frigorifico ademés

del empleo de viales topacio, como se indic6 anteriormente.

IV.6.5. VALIDACION DEL METODO

Para ello se evalué selectividad, limites de deteccion y cuantificacién, la
linealidad, el efecto matriz y la precisién y exactitud para el método LC-
ESI-MS.
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IV.6.5.1. Selectividad

Para la evaluacion de la selectividad del método propuesto se
compararon los cromatogramas de extractos de cera tratados, que no
contenian imidacloprida, con extractos de cera tratados a los que se les
habia afiadido imidacloprida. Como se observa en la figura 38 no hay
coelucion con ningun componente de la matriz y tampoco hay

interferentes al tiempo que eluye el analito de interés.

100000 (A)
60000
20000
1 2 3 4 5 min.
B
100000 | Imidacloprida (B)
60000
20000
1 2 3 4 5 min.

Figura 38. Cromatogramas representativos LC-ESI-MS (SIM) (A) cera tratada y

(B) cera que contiene imidacloprida a concentraciéon 250 pg/kg

IV.6.5.2 Limite de deteccidén y cuantificacion

Se procedi6é de manera totalmente analoga a los apartados anteriores,
inyectando extractos blancos, a los cuales se les midi6 el valor del ruido

de la respuesta analitica al tiempo que eluye la imidacloprida y a
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continuacion se inyectaron extractos de cera con imidacloprida
adicionada hasta obtener una sefial, que produjera relaciones
sefial/ruido de 3 y 10 veces para establecer el limite de deteccién (LOD)
y cuantificacion (LOQ) respectivamente. Los valores de LOD y LOQ
calculados para el método propuesto, fueron 0,1 y 0,5 pg/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

Asi mismo se llevo a cabo un estudio de linealidad y se comprobo el
efecto que la matriz ejercia sobre la ionizacién. Para lo cual se preparé
una linea de calibrado sobre ceras tratadas a las cuales se les adicion6
una disoolucién patrén de imidacloprida en fase mévil en un intervalo de
concentracion de 0,5 a 1000 ug/kg. Los resultados obtenidos para la

ecuacion de la recta se pueden observar en la tabla 32.

Tabla 32. Parametros de la linea de calibrado para un intervalo analitico

comprendido entre 0,5y 1000 pg/kg (n=6)

Calibrado a Sa b Sy R? Syix

Disolucion -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 teg > twp, por lo tanto se
acepta que el método es lineal. En cuanto al valor del coeficiente de
determinacion (r?), 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 cuantificacion de
imidacloprida debe ser realizada sobre un calibrado de patrones en

cera.

IV.3.5.4. Precisién y Exactitud

La precision del método se establecié en términos de repetitividad y
precision intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedido a
inyectar por sextuplicado cuatro muestras de cera a las cuales se
adicion6 imidacloprida a cuatro niveles de concentracion y que fueron
sometidas al tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la
evaluacién de repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo dia,
mientras que para el estudio de la precision intermedia, dichas
inyecciones fueron realizadas en tres dias 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).

Repetitividad Precisién intermedia

Concentracion Concentracion CV Concentracion CV

(hg/kg) (hg/kg) (%) (hg/kg) (%)
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

variacién no superan el 7%..
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IV.6.6. APLICACION DEL METODO

El método propuesto se ha aplicado al analisis de 20 muestras de cera
provenientes de las regiones de Andalucia y Murcia, zonas que se
caracterizan por el cultivo de frutales y donde se podrian estar
empleando formulaciones que contienen imidacloprida. Todas las
muestras fueron proporcionadas por el Centro Apicola 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
contenia cada muestra. Los productos fueron almacenados en tubos de

centrifuga aislados de la luz y a 4°C hasta su analisis.

Una vez que se logro separar la cera de la miel y el polen, se aplico 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 Concentracion (ug/kg)

Jaén 1337 <LOD
Cordoba 1338 <LOD
Malaga 1642 <LOD
Malaga 1643 <LOD
Murcia 1733 <LOD
Murcia 1735 40
Murcia 1737 <LOD
Sevilla 1744 <LOD
Murcia 1753 <LOD
Murcia 1757 <LOD
Cédiz 1767 <LOD
Jaén 1816 <LOD
Jaén 1818 <LOD
Huelva 1830 <LOD
Cordoba 1956 <LOD
Granada 1961 <LOD
Almeria 1963 <LOD
Almeria 1965 <LOD
Almeria 1967 <LOD
Malaga 1972 <LOD

En la tabla 35, se puede observar que sélo 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

analisis para dicho plaguicida en cera de abejas.
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IV.6.7. OBSERVACIONES

o Se ha puesto a punto un método analitico rapido y muy sensible
para determinar residuos de imidacloprida en cera, utilizando la
cromatografia liquida de alta resoluciébn con deteccion por
espectrometria de masas. El empleo de ESI como interfase del

MS proporciona mejores resultados

o La determinacién se ha llevado a cabo empleando una columna
Kinetex de Phenomenex, Cig 2,6um (150mm x 4,60mm i.d),
utilizando como fase movil en régimen isocratico 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 inyeccién de 20 pL y una temperatura de 25°C.

o Para determinar y cuantificar imidacloprida en cera ha sido
necesario someter a las muestras a un tratamiento previo que ha
consistido en una extraccion liquido-liquido en caliente y posterior
extraccion liquido-liquido en cartuchos de tierras de diatomeas. Se
eligi6 este tipo de sorbente ya que proporcionaba altos
porcentajes de recuperaciébn para el analito, generando
cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitian la

inyeccién de multiples muestras sin dafiar la columna.

. El método para la determinacion de imidacloprida ha sido
validado, presentando una buena selectividad y limite de
detecciéon de 0,5 pg/kg empleando como detector el MS, con un

intervalo lineal entre 0,5y 1000 pg/kg.
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Tras el estudio de las pendientes de las lineas de calibrado y la
existencia de un efecto matriz del 35%, se puede concluir que
imidacloprida debe ser cuantificada con una linea de calibrado en

cera.

De 20 muestras de cera analizadas provenientes de las regiones
de Andalucia y Murcia, una de ellas presentd residuos de

imidacloprida con una concentracion de 40 pg/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
fermentacion de la bacteria Saccharopolyspora spinosa.®? 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.?® Como se muestra en la figura 39, estructuralmente estos
compuestos son iguales, excepto por el sustituyente en la posicion R1
qgue diferencia a las dos macrdélidos, los que ademas contienen un

sistema de anillos tetraciclicos con dos azlcares diferentes en su
64,220

extremo.
CH
n CH,
0

CH;

O CH;
cH o o
OCH,

R1
Compuesto R:
Espinosina A H
Espinosina D CH;

Figura 39. Estructura quimica de las espinosinas Ay D.
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Este pesticida presenta un modo de accion unico, que sumado a su

y el
hecho que sea un biopesticida,®*®” hacen que este plaguicida sea uno

capacidad insecticida sobre una gran variedad de insectos®*®*

de los mas importantes en la actualidad dentro de los pesticidas
naturales.??

El compuesto es un sélido cristalino de color blanco con alta solubilidad
en diclorometano, acetona y acetonitrilo y baja solubilidad en agua. El
método de andlisis para el producto comercial (77% de espinosina A y
14% de espinosina D) es la cromatografia liquida empleando como fase
estacionaria un relleno Cg y una fase mévil formada por una mezcla de
acetonitrilo/metanol/buffer acetato de amonio 2% en relacion 2:2:1, con

deteccién por UV a 263 nm.

Con respecto a la metodologia para el analisis de sus residuos, existen
pocos articulos que determinen de manera exclusiva las espinosinas,

trabajos que han centrado su estudio en matrices como frutas y

221-225 226,227 8

verduras, carne, leche y huevos, granos,??® citricos y sus

cultivos,?® aceite de oliva,®® suelos y aguas,® variedad de

232,233

alimentos, subproductos de algodén,?* pescados y mariscos®*®

pero ninguno en matrices o productos apicolas.

De los trabajos citados, la mayoria utilizan la cromatografia en fase
liguida, como técnica de andlisis realizdndose las separaciones en

221,223-226,228-231,233,234

columnas con fase estacionaria Cg, , por otro lado

tres trabajos emplean la técnica de ensayo inmunoquimico con un kit

rapido y especializado en la determinacion de pesticidas.?2%2%"23

Con relacion a las fases méviles mas empleadas, la mayoria de los
articulos 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 isocratico,??1#26:228:229.231,233.234 tros dos estudios emplean sélo
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MeOH?**** y un Unico articulo utiliza una fase moévil compuesta por

&cido férmico 0,1% y ACN en modo gradiente.?*

En lo que se refiere a su deteccion, las técnicas mas empleadas son la

absorcién UV’221,223,226,227,231,233,234 Seguida por UV/DAD,224,225,229 la

223,228,235 222,230
S’ , fl S ,

espectrometria de M , dos estudios que emplean MS/M

y tres articulos que utilizan un moderno método de deteccion especifico
para pesticidas, més conocido por su acronimo IA (Immunoassay), que

consiste en un kit de pruebas para la detecciébn de espinosinas por

interaccion con un enzima.???227:2%2

En cuanto a la etapa de tratamiento de muestra la mayoria de los

230232 cyando se

220-229,231-235

trabajos ha utilizado la extraccion liquido-liquido (LLE)
trata de matrices liquidas o extraccion sélido-liquido (SLE)
para matrices soélidas, también hay un estudio que utiliza la metodologia
multiresiduo QUEChERS,?*? y otro que usa extraccion por reflujo.??® De
todos estos estudios, la mayoria emplea grandes cantidades de

muestra, que van desde 5 g,228,232 10 g,220,221,226,229,233,234 20

g,
atencion el uso de grandes cantidades de disolventes entre 50 y 100
mL 221,223,226-229,231-234

223,226,227,229,231 224,225

y hasta 50 g, con extracciones en las que llama la

o algunos que emplean incluso 900 mL?* y 1050
mL?** 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,?*?%6:22723423% (iclorometano,’**

227,229-234 221-223,226-230,232,233,235 [ 224-228,231 234,235
1

acetonitrilo, metano acetona

y agua 226-229,232,233

Con relacion a las demas etapas del tratamiento, la limpieza

normalmente se realiza con extraccion en fase solida (SPE), 22223229231

2% pero también es importante mencionar que la mayoria de los

estudios incluyen otras etapas, como particion,?2}?23227.229.231-233,235
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221,223,229,231

agitacion en bafio de ultrasonidos, y finalmente

221,223,231

centrifugacion, haciendo que todo el procedimiento sea

demasiado tedioso y largo.

En este contexto y considerando que no existen metodologias analiticas
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 1V.3.4.B.1 de

esta investigacion.

Como resumen de los antecedentes bibliograficos para la determinacion

de espinosinas, se puede sefialar que:

e No existe bibliografia que relacione estos analitos con las
matrices de interés.

e La técnica mas empleada es la cromatografia liquida con
detecciéon por UV y MS.

e La fase estacionaria de las columnas mas empleada es la Cig.

o Las fases moviles mas sugeridas contienen como modificador

organico metanol y acetonitrilo.
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IV.7.2. MATERIALES Y REACTIVOS
IV.7.2.1. Reactivos y disolventes

o Patrén de spinosad 91% de pureza (77% Ay 14% D) suministrado
por Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania).

o Agua ultrapura purificada por sistema Milli-RO y Milli-Q de
Millipore (Bedford, MA, USA).

o Acetonitrilo y Acetato de etilo grado HPLC-UV, y Acetona al 99,8%
Pestican suministrados por Labscan Ltd. (Dublin, Irlanda).

o Acido férmico 98-100% pureza. P.A. Sigma Aldrich.

o 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 Quimicas S.A.U. (Barcelona).
IV.7.2.2. Equipos y materiales adicionales

Los equipos adicionales utilizados en el desarrollo del método fueron los

siguientes:

o Balanza analitica de precision Mettler AE-240. Mettler Instruments
G1987 (Suiza).

. Bafio de ultrasonidos, Ultrasons. P. Selecta S.A.

o Centrifuga 5810 de Eppendorf (Hamburg, Alemania)

o Filtros de nylon de 0,45um Cronus.

o Micropipetas

o Rotavapor RE 111 Biichi, bafio de agua Bichi 461 y bomba de
vacio Vacuubrand GMBH+CO KG (Alemania).
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I\V.7.3. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Se ha realizado un estudio de los distintos parametros cromatograficos
para encontrar las mejores condiciones que permitan la correcta
determinacion de spinosad en muestras de cera y polen corbicular. En
dicho estudio se procedié a modificar una variable manteniendo el resto
de ellas constante. A continuacion se describe el proceso de seleccion

de manera detallada para cada una de las variables.

IV.7.3.1. Condiciones para la deteccidn

En esta etapa del trabajo se ha utilizado el mismo detector de
espectrometria 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 realizé el
estudio de las interfases (ESI y APCI) para evaluar cual de ellas otorga
mejores resultados en cuanto a intensidad y calidad de las sefiales. Los
mejores resultados se obtuvieron empleando como fuente de ionizacion
electrospray. Después de seleccionar la interfase, fue necesario
estudiar el modo de ionizacibn de ambos macrélidos ya que estos
pueden presentar ionizacién positiva y negativa, para posteriormente
seleccionar el modo que proporcione las mejores sefales que fue el
positivo. Los parametros relacionados con el detector se optimizaron
utiizando un andlisis FIA., con el fin de conseguir la méxima
sensibilidad y alcanzar mejores limites de deteccién. Dichas condiciones
se optimizaron estudiando los parametros que afectan la respuesta y
que se muestran en la tabla 36.
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La optimizacién se realiz6 modificando una variable, mientras las
restantes se mantenian constantes, en la tabla 36 se pueden observar

los intervalos estudiados y los resultados 6ptimos para cada variable.

Tabla 36: Resultados obtenidos del analisis por inyeccién de flujo (FIA) para

los parametros ESI(+)- MS.

Intervalo Valor
Parametros estudiado optimo
Voltaje del fragmentador (V) 20-380 140
Temperatura (°C) del gas secante (N,) 10-350 340
Voltaje del capilar (V) 2000-5000 3000
Presidn (psi) del gas del nebulizador (N,) 10-50 40
Flujo (L/min) del gas secante (Ny) 2-12 9
Ganancia 5-20 20

Una vez obtenidas las Optimas condiciones de deteccién del MS, se
realizé un barrido en modo SCAN para encontrar los iones mas
abundantes que nos permitiran realizar la cuantificacion de espinosina A
y D en modo SIM, ya que este modo permite obtener la maxima
sensibilidad en el analisis cuantitativo. El barrido se realizé entre 50 y
800 unidades de m/z.

La siguiente figura muestra el espectro de masas correspondiente a los

iones mayoritarios de las espinosinas Ay 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

utilizaran para la cuantificacion de cada compuesto y otros dos iones

minoritarios en abundancias que fueron seleccionados para realizar la

confirmacién de los analitos, segun las directrices del documento

SANCO.* En la tabla 37 se muestran dichos iones.
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Tabla 37. lones mayoritarios y de confirmacién obtenidos por MS-ESI modo

positivo del patron.

Masa lon de lones de

Compuesto molecular cuantificacion confirmacién

(g/mol) (m/z) (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 cromatografica

Como se menciond en la introduccion de este apartado, en la mayoria
de las publicaciones se muestra una retencién selectiva de las
espinosinas cuando son eluidas a través de columnas de fase reversa
con rellenos Ci5. En este sentido y debido a los buenos resultados
obtenidos, se planted utilizar la misma columna empleada en los
apartados anteriores: Kinetex Ci;g de 150mm x 4,60mm de diametro

interno y tamafio de particula 2,6 pm.

IV.7.3.3. Composicion de la fase movil

Para comenzar el estudio de la composicidn de la fase movil, se preparé
una solucién patrén de spinosad a una concentracion de 1 mg/kg,
posteriormente se realizO una serie de experiencias manteniendo
constantes un volumen de inyeccion de 10uL y un flujo de fase movil de
0,5mL/min. El objetivo de dicho estudio fue conocer la variacién del

tiempo de retencibn de ambos macrdélidos, disminuir el solapamiento
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con interferencias propias de la matriz y conseguir una sefal simétrica

para su posterior cuantificacion.

Considerando los trabajos examinados en la bibliografia, donde se
analiza spinosad en distintas matrices, se utiliz6 como fase mavil inicial,
una mezcla constituida por acido formico al 0,1% y acetonitrilo, variando
las proporciones iniciales desde 60:40 hasta 30:70 en modo isocrético.
En este estudio la proporcién 60:40 mostr6 una sola sefal, por lo que
fue necesario aumentar el modificador organico para separar las
sefales. Con la proporcion 40:60 se logré una buena separacién de las
sefiales de ambos macrdlidos con tiempos de retencion de 7,3 y 8,5

minutos.

En cuanto a las demas mezclas de disolventes estudiadas (50:50 y
30:70), estas no proporcionaron buenos resultados ya que los tiempos
de retencibn eran muy cercanos y a mayores concentraciones las
sefiales se solapaban. Segun dichos resultados, se seleccion6 como
fase movil una mezcla de acido férmico en agua al 0,1% y acetonitrilo
en proporcion 40:60 (v/v).

Una vez seleccionada la composicion de la fase movil, se realizo el
estudio de la influencia que ejercia el flujo de la fase movil, la
temperatura de la columna y el volumen de inyeccién sobre el tiempo de
retencion de los analitos y la simetria de las sefiales para

posteriormente seleccionar las condiciones Gptimas.
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IV.7.3.4. Flujo de la fase movil

Se realizé 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 disminucién de los
tiempos de retencion a medida que aumenta el flujo de la fase mdévil,
pero para realizar la eleccién del mejor flujo, ademas se ha considerado
gue las sefiales son mas definidas y presentan mayor simetria cuando
se utiliza un flujo de 0,5 mL/min. En este sentido y considerando todos

los parametros, el flujo seleccionado fue el de 0,5 mL/min.

Tabla 38. Influencia del flujp de la fase moévil en los parametros

cromatograficos (n=3).

Flujo fase movil (mL/min)

Parametro cromatogréfico
Compuesto 0,5 0,7 0,9 1,0

Tiempo de Retencion (min) 7,31 6,58 5,94 5,27

Espinosina A Anchura (min) 0,14 0,14 0,17 0,18

Simetria 0,97 0,91 0,79 0,93

Tiempo de Retencion (min) 8,54 7,81 7,21 6,64

Espinosina D Anchura (min) 0,15 0,15 0,19 0,20

Simetria 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 pardmetro 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 retencion; los dos
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parametros cromatograficos estudiados, que tienen relaciébn con la
calidad de la seifal tampoco difieren de manera importante con el
aumento de la temperatura, razén por la cual se optdé por una

temperatura de trabajo de 25°C.

Tabla 39. Influencia de la temperatura en los parametros cromatograficos
(n=3).

Temperatura (°C)

c ¢ Parametro cromatografico
ompuesto 25 30 35 40 45

Tiempo de Retencién (min) 7,38 7,37 7,49 7,47 7,32

L Anchura (min) 0,18 0,18 0,20 0,20 0,18
Espinosina A

Simetria 094 09 095 0,94 0,95

Tiempo de Retencién (min) 850 8,49 854 8,54 8,47

L Anchura (min) 0,20 0,20 0,20 0,20 0,19
Espinosina D

Simetria 095 094 094 0,96 0,95

IV.7.3.6. Volumen de inyeccion

El ultimo pardmetro a estudiar fue el volumen de inyeccion de muestra,
variable que debe ser considerada a la hora de analizar residuos de
pesticidas a nivel de trazas. Asi, se ensayaron distintos volimenes de

inyeccion entre 5y 20 pL, con intervalos de 5 pL.

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 evitd
la inyeccion de volimenes muy altos ya que mayores cantidades de
polen y cera introducida reducen notablemente la vida util de la columna

y provocan una mayor acumulacion de impurezas en la interfase
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después de varias inyecciones consecutivas, por esta razon los
volimenes ensayados no superaron los 20 pL. Los resultados

obtenidos de este estudio se muestran en la tabla 40.

Tabla 40. Influencia del volumen de inyeccion en los parametros

cromatograficos (n=3).

Volumen de inyeccién (UL)

Compuesto Parametro cromatogréfico
5 10 15 20

Tiempo de retencién (min) 7,25 7,16 7,20 7,35

Anchura (min) 0,22 0,20 0,20 0,20
Espinosina A Simetria 073 084 088 0095
Sefal/ruido 59,4 58,9 79,8 93,5

Tiempo de retencién (min) 8,37 8,38 8,41 8,45

L Anchura (min) 0,24 0,22 0,23 0,22
Espinosina D

Simetria 083 084 087 093

Sefal/ruido 66,1 82,6 111,5 131,7

Al analizar los resultados de la tabla 40 se observa que la relacion
sefial/ruido para los analitos es mayor cuando se inyectan 20 pL. En
cuanto a los dos pardmetros relacionados también con la sefial, anchura
y simetria, estos son levemente mejores para el mismo volumen y en lo
gue se refiere a los tiempos de retencidon, no se observan diferencias
significativas. En este sentido, el volumen de inyeccién seleccionado es
de 20 pL.
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Como resultado de los estudios realizados se propone para la
determinacion de espinosinas, una fase movil constituida por éacido
férmico en agua al 0,1% y acetonitrilo (40:60 v/v), en régimen isocratico,
con un flujo de 0,5 mL/min a una temperatura de 25°C e inyeccion de 20
UL, empleando la columna Kinetex C18 para llevar a cabo la separacion
y la deteccién mediante MS empleando como analizador un cuadrupolo
y como fuente de ionizacién ESI(+). La cuantificacién se realizara a
través de i6n mayoritario M+1 en todo SIM.

En la figura 41 se muestra un cromatograma, de una disoluciéon de

spinosad de 40 pg/L obtenido con las condiciones cromatograficas
descritas anteriormente.

f
200000

100000 .

Tiempo {min)

Figura 41. Cromatograma LC-ESI-MS de una disolucion de spinosad de 40

Mg/L, cuyas sefiales corresponden a espinosina A (1) y espinosina D (2).
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I\V.7.4.DETERMINACION 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 maxima cantidad de
espinosinas A y D de manera selectiva y conseguir mejores limites de

deteccion.

Para la puesta a punto del tratamiento de muestra se trabajo con cera
en la que se comprobd 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 bibliografia, en esta etapa se evaluo
desarrollar un tratamiento de muestra que permitiera mantener la cera
protegida de la luz durante todo el procedimiento de extraccion,
condiciones dificiles 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 intento realizar un
tratamiento de muestra similar al del polen corbicular, para lo cual fue
necesario enfriar y cortar la cera en laminas finas, que luego se
mantuvieron en el congelador durante un dia, posteriormente las
laminas fueron molidas, generando granos finamente divididos, de
tamafio similar al del polen molido. A continuacion se pes6 1g de cera
molida y a la cual se adicion6 el analito en una disolucién en acetona,
homogenizando con una varilla de vidrio y favoreciendo la evaporacion

del disolvente durante 3 minutos.

Una vez obtenida la muestra con una concentracién conocida de los

analitos, y a diferencia del estudio realizado para los neonicotinoides en
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cera donde se realizaron estudios de disolucion de la cera, en este caso
se realizaron estudios de extraccion sdlido-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
gue se inyectaron segun las condiciones cromatograficas optimizadas
para examinar las posibles interferencias de estos coextractos con las
sefales de los analitos. Se seleccionaron sélo dos disolventes, metanol
y acetonitrilo, para realizar las pruebas de extraccién, ya que el resto
presentd cromatogramas con sefales a los mismos tiempos de

retencion de los analitos.

Una vez seleccionados los dos mejores disolventes, se realizaron las
extracciones sobre cera con patrones adicionados. Los resultados de

porcentajes de recuperacion se muestran en la tabla 41.

Tabla 41. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de cera,
adicionada con spinosad a 500 pg/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
extraccion con acetonitrilo, ya que los porcentajes para la especie D con
este disolvente eran del orden 10% superior que cuando se empled

metanol.
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Una vez seleccionado el disolvente de extraccién, se realizo el estudio
del tiempo de agitacion. 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 pg/kg a tres tiempos diferentes (n=3).

Tiempo (min)

Compuesto

5 10 15
Espinosina A 84 93 94
Espinosina D 82 94 94

La tabla 42 muestra que los porcentajes de recuperacidn son muy
buenos para ambos analitos a 10 y 15 minutos de agitacion, sin
diferencias importantes entre ambos tiempos, razén por la que se
seleccionan 10 minutos ya que 15 minutos hacen que el tratamiento de

muestra sea mas largo.

El siguiente parametro que se estudié fue el volumen de extractante
necesario para la obtencion de la totalidad de los analitos con el minimo
gasto de disolvente. En la tabla 43 se muestran los porcentajes de

recuperacion obtenidos de estos ensayos.

Tabla 43. Recuperaciones obtenidas después de extraer 1 g de cera con

spinosad a 500 ug/kg con tres volumenes de acetonitrilo(n=3).

Volumen (mL)

Compuesto ) 15 0
Espinosina A 91 95 92
Espinosina D 90 97 93

Segun 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 recuperacion mas altos

con el minimo gasto de disolvente.

Después de la extraccion fue necesario separar ambas fases, por lo que
se penso en centrifugar la mezcla y asi favorecer la separacion. De esta
manera de ensayaron tres tiempos de centrifugacién 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 centrifugacion, se separé el sobrenadante
utilizando un embudo de filtracion por gravedad y papel gravimétrico de
poro constante. Esta etapa fue necesaria ya que restos de cera
finamente triturada pasaban al balén dificultando su posterior

evaporacion.

Finalmente y con la idea de obtener limites de deteccién y cuantificacion
mas bajos, el dltimo parametro a optimizar fue la masa de cera a
extraer, aumentando la cantidad que hasta ahora se habia ensayado de
1g. De esta manera ademas se estudio la extraccién de 1,5y 2 g de
cera. Se comprob6 que al aumentar la masa de cera a extraer los
porcentajes de recuperacion de ambas especies no sufrian ninguna
modificacion. En cuanto a los cromatogramas obtenidos no existia
ningun aumento en ruido de fondo al aumentar la masa de cera. Debido
a esto se seleccioné 2g para obtener los limites de deteccion y

cuantificaciéon més bajos.

De esta manera y habiendo optimizado todos los pardmetros antes
mencionados, el extracto resultante fue transferido a un bal6n de fondo
redondo de 25 mL para ser evaporado a sequedad a 40°C en rotavapor.
A continuacién 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 um, para
finalmente inyectar una alicuota de 20 pL en el equipo de LC-ESI-MS
con las condiciones mencionadas en el apartado anterior, obteniéndose
porcentajes de recuperacion para ambas espinosidas superiores al
95%.

Una vez establecido el método final de cuantificacion de espinosidas en
ceras que consistié en laminar y congelar 2 g de cera y a continuacion
sometarla a una extraccion soélido-liquido empleando como extractante
15 mL de acetonitrilo con agitaciéon durante 10 minutos. A continuacion
una etapa de centrifugacion durante 10 minutos a 9000 rpm para
separar ambas fases. El extracto obtenido es evaporado a 40°C y
reconsituido en 1 mL de agua/acetontirilo 50/50 (v/v). Se procedi6 a
validar el método de andlisis en los mismos términos que los apartados

anteriores de este trabajo.

IV.7.4.2. Validacion del método
IV.7.4.2.1. Selectividad

Para la evaluacion de la selectividad del método propuesto se
compararon los cromatogramas de extractos de cera que no contenian
spinosad con extractos de cera a los que se habia afiadido spinosad.
Como se observa en la figura 42 no hay solapamientos con ningdn

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 concentracion 50 ug/kg (B).

IV.7.4.2.2. Limite de deteccion y cuantificacion

Se inyectaron una serie de extractos de cera, libre de spinosad,
denominados extractos blancos, a los cuales se les midio el valor del
ruido de la respuesta analitica al tiempo que eluye cada una de las
espinosinas, a continuacion se inyectaron extractos de cera con los
analitos adicionados y realizando diluciones sucesivas hasta obtener la

minima sefal detectable.

Una vez obtenido el ruido y las sefiales, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), correspondientes a 3 y 10

veces la relacion sefial/ruido, respectivamente.

Los valores de LOD y LOQ obtenidos fueron 0,21 y 0,71 pg/kg para

espinosina Ay 0,11 y 0,36 pg/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 preparé una linea de
calibrado de extractos de ceras a las cuales se les adiciondé una
disolucion patrén de espinosinas en disolucion, en un intervalo de
concentracion entre el LOQ y 500 ug/kg. Llevandose a cabo una
cuantificacion por el método del patrén externo y un ajuste por minimos
cuadrados. Los resultados obtenidos para la ecuacion de la recta se

pueden observar en la tabla 44.

Tabla 44. Parametros de la linea de calibrado para un intervalo analitico

comprendido entre LOQ y 500 pg/kg (n=3)

Compuesto a S. b S,

Sy
Calibrado 2 Y

(10 (10° (10%  (10° R (10°%)

Espinosina  Patrén 2121 1268 988 148 0996 3465
A Cera 4156 888 758 1,03 0,997 2425
Espinosina  Patén 263 254 1073 163 0996 694

D Cera 79,3 20,1 88,7 1,28 0,997 54,8

Para verificar la tendencia lineal de la regresion se realizé la prueba t.
Cumpliéndose que la tex, > tiap, POr lo tanto se acepta que el método es
lineal. En cuanto al valor del coeficiente de determinacion (r?), 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 realizd la comparacién de la pendiente
de la linea de calibrado de spinosad en disolucion y la pendiente de la
linea de calibrado de extractos de ceras a las cuales se les adiciono el

spinosad después del tratamiento. De esta manera se pudo evaluar un
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efecto matriz promedio ~20%, por lo que la cuantificacion de las

espinosinas debe ser realizada sobre un calibrado en ceras.

IV.7.4.2.4. Precision y Exactitud.

La precision del método se establecié en términos de repetitividad y
precision intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedié a
inyectar por triplicado tres muestras de cera a las cuales se adicioné
spinosad a tres niveles de concentracion y que fueron sometidas al
tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluacion de
repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo dia, mientras que
para el estudio de la precision intermedia, dichas inyecciones fueron

realizadas en tres dias consecutivos.

La exactitud se evalué mediante el % de recuperacion, calculado para
tres muestras las cuales fueron sometidas a todo el proceso de forma
individual. El estudio se realiz6 para tres niveles de concentracion. Los

resultados que se obtuvieron se detallan en la tabla 45.
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Tabla 45. Estudios de precision y exactitud del método a tres niveles de concentracion (n=3).

Concentracién

Estudios de Precisién

Estudios de Exactitud

Compuesto . ) Repetitividad Precision intermedia
espinosina

(ug/kg) Concentracién CV  Concentracion CV Concentracion Recuperacién CV
(Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (%)
15 1,3 1,9 1,3 4.3 14 93 2,2

Espinosina
A 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
1,0 0,97 29 0,98 4,1 0,98 98 29

Espinosina
5 150 147,7 15 151,5 3,7 149,8 100 1,7
400 404,6 1,2 409,3 2,8 407 102 1,3




IV. Parte experimental: determinacion de espinosad en polen

Como se puede observar en la tabla anterior, los coeficientes de
variacion no superan el 5% en el estudio de la precisién, 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. Aplicacion del método

El método propuesto se ha aplicado al analisis de 20 muestras de ceras
provenientes de distintos apiarios cercanos a zonas agricolas con
arboles frutales de la region de Murcia, donde se ha detectado pérdida
de individuos y esta podria ser una de las causas, se desconoce si alli

se habia 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 presento 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. DETERMINACION DE ESPINOSAD EN POLEN
IV.7.5.1. Tratamiento de muestra

Para desarrollar este procedimiento se trabajo 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 extraccion de los analitos.

El siguiente paso fue adicionar los analitos al polen de tal manera que
se lograra una mezcla homogénea. Para ello se prepard una disolucion
de spinosad en acetona, disolvente seleccionado por su facil
evaporacion a la hora de adicionar patrones a las muestras, a
continuacion se homogeneizé con una varilla de vidrio y se favorecio la
evaporacion del disolvente durante 3 minutos aproximadamente.
Procedimiento realizado en ausencia de luz para evitar la foto

descomposiciéon de los compuestos.

Una vez obtenida la concentracion necesaria del analito en la muestra
de polen, se realizaron estudios de extraccion con distintos disolventes.
Se fij6 una masa de 1 g de polen y se variaron los disolventes de
extraccion, 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 segun las condiciones
cromatogréaficas optimizadas para examinar las posibles interferencias
de estos coextractos sobre el polen con las sefiales de los analitos. Asi
se comprobd la ausencia de interferencias a los tiempos de elucién de
los analitos y se realizaron las extracciones sobre polen con patrones
adicionados. Debido a lo cual se realizaron a las pruebas de extraccién

con los cuatro disolventes mencionados.
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Los resultados de los porcentajes de recuperacion 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 pg/kg,con 10 mL de diferentes disolventes (n=3).

Acetato de

Compuesto Acetona atilo 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 extraccion solido -liquido.

Una vez seleccionado el disolvente de extraccion, se realizo el estudio
del tiempo de agitacion. Se ensayaron tres tiempos de entre 5y 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 agitacién en Vibromatic de
10 minutos, ya que con este tiempo se consiguen buenas

recuperaciones en el menor tiempo posible.

El siguiente parametro que se estudio 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 pg/kg con tres volimenes de acetona(n=3).

Volumen (mL)

Compuesto 10 15 20
Espinosina A 91 95 95
Espinosina D 90 97 96

Segun los resultados que se indican en la tabla 48, el aumento de
volimenes 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

recuperacion mas altos usando un minimo de disolvente.

Después de la extraccion fue necesario separar ambas fases, por lo que
se penso en centrifugar la mezcla y asi favorecer la separacion. De esta
manera de ensayaron tres tiempos de centrifugacion a 9000 rpm. Los
resultados condujeron a seleccionar un tiempo de centrifugacién de 10

minutos.

Una vez seleccionado el tiempo de centrifugacion, se separé el
sobrenadante utilizando un embudo de filtracién por gravedad y papel.
Esta etapa fue necesaria ya que restos de polen finamente triturado

pasaban al bal4n dificultando su posterior evaporacion.

Finalmente y con la idea de obtener limites de deteccidn y cuantificacion
mas bajos, el Ultimo pardmetro a optimizar fue la masa de polen a
extraer, aumentando la cantidad que hasta ahora se habia 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 limites al igual que ocurria en el caso de las

ceras.
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De los estudios realizados se deduce que los mejores resultados para la
determinacion 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 continuacion el extracto resultante fue
transferido a un balén 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 um, para finalmente
inyectar una alicuota de 20 pL en el equipo de LC-ESI-MS con las

condiciones mencionadas en el apartado anterior.

IV.7.5.1. Validacion del método

La validacion del método se realiz6 siguiendo las mismas directrices

empleadas en la validacion del método para cera de abejas.

IV.7.5.2.1 Selectividad

Para la evaluacion de la selectividad del método propuesto se
compararon los cromatogramas de extractos de polen que no contenian
spinosad con extractos de polen a los que se le habia afiadido
spinosad. Como se observa en la figura 42 no hay coelucién con ningdn
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 concentracion 10 pg/kg (B).

IV.7.5.2.2. Limite de deteccidn y cuantificacion

En una primera etapa, se inyecto una serie de extractos de polen libre
de spinosad, denominados extractos blancos, a los cuales se les midié
el valor del ruido de la respuesta analitica 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 sefal.

Una vez obtenido el ruido y las sefiales, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ), correspondientes a 3 y 10

veces la relacion sefial/ruido, respectivamente.

Los valores de LOD y LOQ calculados para el método propuesto fueron
0,3y 0,9 pg/kg para espinosina Ay 0,8 y 2,7 ug/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
determinacion (r), 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 realizd la comparacién de la pendiente
de la linea de calibrado de spinosad en disolucion y la pendiente de la
linea de calibrado de pélenes a los cuales se les adicioné el spinosad
después del tratamiento. De esta manera se pudo evaluar un efecto
matriz promedio ~23%, por lo que la cuantificacion de spinosad debe

ser realizada sobre un calibrado en polen.

Tabla 49. Parametros de la linea de calibrado para un intervalo analitico

comprendido entre el LOQ y 500 pg/kg (n=3)

Compuesto ) a Sa b Sy ) S yix
Calibrado 3 3 3 3 R 3
(10°) (107 (109 (20°) (109
Patron 76,0 77,6 102,3 0,90 0,999 2120

Espinosina A
Polen -10,5 395 754 0,46 0,994 108,0
Patron -121,8 48,0 1224 1,87 0,996 1549

Espinosina D
Polen -68,1 209 97,8 0,81 0,999 67,5
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IV.7.5.2.4. Precision y exactitud

La precision del método se establecié en términos de repetitividad y
precision intermedia. Para realizar ambos estudios, se procedid a
inyectar por triplicado tres muestras de polen a las cuales se adiciono
spinosad a tres niveles de concentracion y que fueron sometidas al
tratamiento de muestra seleccionado. En el caso de la evaluacion de
repetitividad, las inyecciones se realizaron el mismo dia, mientras que
para el estudio de la precision intermedia, dichas inyecciones fueron
realizadas en tres dias consecutivos. Los resultados que se obtuvieron

se detallan en la tabla 65.
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Tabla 65. Estudios de precision y exactitud del método a tres niveles de concentracion (n=3).

Concentracién

Estudios de Precisién

Estudios de exactitud

Compuesto . ) Repetitividad Precision intermedia
espinosina
(ug/kg) Concentracién CV  Concentracion CV Concentracion Recuperacién CV
(Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (Hg/kg) (%) (%)
1,5 1,3 2,1 14 4,6 1,3 90 4,4
Espinosina
150 141,5 11 143,6 3,8 137,9 92 1,6
A
400 375,4 2,0 381 2,4 372,4 93 2,1
1,0 0,97 2,1 1,2 3,2 0,98 99 3,3
Espinosina
150 151,5 2,1 153,6 2,8 154,6 103 2,4
D
400 409,5 3,8 412,8 4.8 415,3 104 2,0




IV. Parte experimental: Determinacion spinosad en polen

Como se puede observar en la tabla anterior, los coeficientes de
variacibn no superan el 8%, valores que se ajustan a la precision
cuando se analizan trazas, segun lo establecido por la Comisién
Europea en su documento SANCO0/825/00.*#®

IV.7.5.3. Aplicacion del método

El método propuesto se ha aplicado al analisis 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 1V.4.4.B.1. y posteriormente analizadas por LC-
MS empleando la metodologia analitica 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 present6 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

o Se ha puesto a punto un método analitico rapido y muy sensible
para determinar residuos de espinosad en matrices apicolas,
utilizando LC-ESI-MS.

o La determinacion se ha llevado a cabo empleando una columna
Kinetex de Phenomenex, Cig 2,6um (150mm x 4,60mm i.d),
utilizando como fase movil en régimen isocratico una mezcla de
acido férmico 0,1% en agua y metanol (40:60 v/v), con un flujo de
0,5 mL/min, con un volumen de inyeccion de 20 pL y una

temperatura de 25°C.

o La deteccion se llevé a cabo mediante espectrofotmetria de masas
utilizando como analizador un cuadrupolo. El empleo de ESI como
interfase del MS proporciona mejores resultados para la
determinacion de espinosad, en comparaciéon de APCI. La
cuantificacion de los analitos se realiz6 en modo SIM a través del
M+1.

o Para determinar y cuantificar espinosad en cera ha sido necesario
someter a las muestras a un tratamiento previo que ha consistido
en una extraccion sélido-liquido, previa congelacion de laminas de
cera. Se eligié como extractante 15 mL de acetonitrilo, que fueron
concentrados hasta 1 mL en rotavapor, lo que generaba
cromatogramas limpios, sin interferencias y que permitian la

inyeccién de multiples muestras sin dafiar la columna.
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Para determinar y cuantificar espinosad en polen se ha puesto a
punto un método sencillo de extraccion sélido-liquido, posterior
centrifugacion, evaporacion vy filtrado. Se eligi6 como extractante
10 mL de acetona, lo que generaba cromatogramas limpios, sin
interferencias y con buenos porcentajes de recuperacion de los

analitos de la matriz.

El método para la determinacion de espinosinas Ay D en ambas
matrices apicolas es preciso y exacto, presentando una buena
selectividad y con buenos limite de deteccion y cuantificacion para

la determinacién de residuos a nivel de trazas.

Tras el estudio de las pendientes de las lineas de calibrado se
comprobd la existencia de un efecto matriz promedio del 20%, lo
cual implica que para una correcta cuantificaciéon la linea de

calibrado se debe realizar en cada una de las matrices.

Se aplicd el método puesto a punto a muestras de cera y polen
provenientes de distintos apiarios cercanos a zonas agricolas con
arboles frutales de la regién de Murcia no encontrdndose en
ninguna de ellas residuos de espinosad por encima del limite de

cuantificacion establecido.
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NEONICOTINOIDES

e Se ha puesto a punto un método analitico, empleando la
cromatografia liquida de alta eficacia utilizando una columna fused-
core acoplada a espectrofotometria de masas, que permite la
determinacion de residuos de neonicotinoides en cera y polen
apicola. El método ha sido validado en los diferentes casos y
presenta como caracteristicas mas importantes una excelente
selectividad y un buen limite de deteccion para determinar residuos a

nivel de trazas.

e De los distintos procedimientos ensayados para la recuperacion
de los neonicotinoides de las ceras se propone una extraccion
liguido-liquido en caliente y posterior concentracién limpieza
empleando tierras de diatomeas que retienen las impurezas de cera,

generando extractos mas limpios y mas faciles de concentrar.

e La persistencia de neonicotinoides en cera de abejas es muy
variable, donde nitenpyram es el menos persistente disipando
completamente entre 15 y 30 dias, mientras que el resto de

compuestos presenta persistencias entre un 27 y 75% a los 120 dias.

¢ Se han examinado los diferentes procedimientos de limpieza de
cera de abejas utilizados habitualmente con el fin de comprobar su
eficacia en la eliminacion de residuos de neonicotinoides. Se ha
podido constatar que el empleo de acido oxalico a 60°C y agitacion,
permite la eliminacion completa de residuos de neonicotinoides,

ademas de proporcionar ceras mas blancas.
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e El tratamiento de muestra para la determinacion de los analitos
en polen implica un sencillo procedimiento sélido-liquido con el que
se ha evaluado la persistencia de los siete neonicotinoides en polen

corbicular y pan de abeja.

e Se ha podido constatar que en el pan de abeja, examinando la
evolucion en funcién del tiempo, los residuos encontrados son
menores que para el polen corbicular, siendo el nitenpyram el

compuesto que mas rapidamente desaparece.

e Se ha aplicado el método analitico a la determinacion de
residuos en muestras de ceras y polen procedentes de apiarios
cercanos a zonas con frutales. Encontrandose residuos en algunas

de las muestras de cera no asi en el caso de los pélenes.

IMIDACLOPRIDA

e A partir de método multiresiduo se ha desarrollado uno nuevo
para determinar imidacloprida en cera de abejas en un menor tiempo

y con mejores limites de cuantificacion.

e El método que implica un tratamiento de muestra con extraccion
en caliente y limpieza empleando tierras de diatomeas ha sido
validado. Y aplicado al analisis de muestras procedentes de

colmenas
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ESPINOSAD

e Se propone un método rapido y sensible para determinar
residuos de espinosad en cera y polen de abejas basado en el
empleo de cromatografia liquida con deteccion de espectrometria de

masas

e Para determinar y cuantificar espinosad en cera ha sido
necesario someter a las muestras a un tratamiento previo que ha
consistido en una extraccion sélido-liquido previa congelacion de

cera con acetonitrilo, posterior centrifugacion, evaporacion y filtrado.

e El método para la determinacion de espinosinas A y D ha sido
validado, presentando una buena selectividad y limite de deteccion
de 0,21 y 0,11 pg/kg respectivamente, empleando como detector el
MS, con un intervalo lineal entre LOQ y 500 pg/kg. Espinosad debe

ser cuantificado con una linea de calibrado en matriz.

e 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 extraccibn sélido-liquido con acetona, posterior

centrifugacioén, evaporacion y filtrado.

e El método para la determinacién de espinosinas A y D ha sido
validado, presentando una buena selectividad asi como limites de
deteccién y cuantificacion aceptables para También en este caso el
espinosad debe ser cuantificado con una linea de calibrado en

matriz.
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e En ninguna de las muestras analizadas se han encontrado
cantidades de ambas espinosinas superiores a los respectivos

l[imites de deteccién
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VIl. Abreviaturas
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VIl. Abreviaturas

AcEt
ACN
APCI
CAR
CCD
CV%
DAD
DLLME
EFSA
ESI
EtOH
FAO

FIA
FLD
GC
HPLC
LC
LLE
LOD
LOQ
MAE
MeOH
MS
MS/MS
ND
NQ
AOAC
OMS
PSA

Acetato de etilo

Acetonitrilo

lonizacion Quimica a Presion Atmosférica
Centro Apicola Regional

Trastorno y colapso de las colonias
Coeficiente de variacion porcentual
Deteccion por bateria de diodos alineados
Microextraccion liquido-liquido dispersiva
European Food Safety Authority
lonizacion por Electro Spray

Etanol

Food and Agriculture Organization (organizacién por los
alimentos y la agricultura)

Analisis por inyeccion de flujo
Fluorescencia

Cromatografia gaseosa

Cromatografia liquida de alta eficacia
Cromatografia liquida

Extraccion liquido-liquido

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Extraccion asistida por microondas
Metanol

Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tandem

No detectado

No cuantificado

Association of Official Agricultural Chemists
Organizacion Mundial de la Salud

Amina primaria y secundaria
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VIl. Abreviaturas

QUEChERS

r.p.m.
RSD%
SIM
SPE
SFE
USA
UHPLC
uv

Rapido, fécil, econdémico, eficaz, robusto y seguro
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe).
Revoluciones por minuto

Porcentaje de desviacion estandar relativa
Monitorizacion de ion seleccionado

Extraccion en fase estacionaria

Extraccion por fluidos supercriticos

Estados Unidos de América

Ultra high performance liquid chromatography

Ultravioleta
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