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I. RESUMEN

Los neonicotinoides son un grupo de insecticidas sistémicos que afectan al sistema
nervioso central de los insectos, causando paralisis y después la muerte de estos.

El extensivo uso de los neonicotinoides ha llevado a una creciente preocupacion sobre
la toxicidad que causan sobre los insectos polinizadores, como las abejas. Ello ha
provocado que sean identificados como uno de los factores potenciales mas relevantes
ante el despoblamiento de las colmenas de abejas.

Para evaluar la exposicion de las abejas a esta familia de insecticidas se analiza
principalmente el polen, ya que es la fuente de alimento para las abejas asi como un
indicador ambiental.

Se empled la cromatografia liquida de alta eficacia junto con un espectémetro de
masas, para la determinacién simultanea de siete neonicotinoides, dinotefuran,
nitenpyram, tiametoxam, clotianidina, imidacloprida, acetamiprida, y tiacloprida. La
fuente de ionizacién mas adecuada para el analisis fue la lonizacién por Electrospray
(ESI) en modo positivo.

Para la separaciéon de los analitos fue empleada una columna cromatografica Kinetex
C18 (150 mm x 4,6 mm, 2,6 um de tamafio de particula; Phenomenex, Torrance, CA,
USA).

En cuanto al tratamiento de muestra se propuso la metodologia QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) en la que se evalud cada una de las etapas

que la constituye, con el fin de obtener cromatogramas lo mas limpio posibles.



ABSTRACT

The neonicotinoids are a group of systemic insecticides, which affects the central
nervous system of bugs, causing paralysis and then death.

The extensive use of this agrochemicals has led to an increasing concern about toxicity
to natural pollinators, like honey bees. This, has provoked the neonicotinoids to be
indentified as a potential contributing factor to sudden decline in adult honey bee
population, commonly known as Colony Collapse Disorder (CCD).

The main consideration when evaluating honey bee exposure to neonicotinoids is
based on the analysis of pollen, as it is the main food source for honey bees apart from
being a noteworthy environmental indicator.

A High Performance Liquid Cromatography - Electrospray lonization - Mass
Spectrometry (HPLC-ESI-MS) method was developed for the simultaneous
determination of seven neonicotinoids, including dinotefuran, nitenpyram
thiamethoxam, clothianidin, imidacloprid, acetamiprid and thiacloprid. The most
suitable lonization source for the analysis was the positive lon mode.

The chromatographic separation was performed on a Kinetex C18 column (150 mm x
4,6 mm, 2,6 um particle size; Phenomenex, Torrance, CA, USA).

With regard to the sample preparation, QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) methodology was proposed, appraising his specific stages with the

aim of getting the cleanest chromatograms.



Il - INTRODUCCION Y SITUACION DEL TEMA

Las abejas y otros insectos polinizadores juegan un papel muy importante en la
naturaleza, no solo desde el punto de vista biolégico, sino también para el
mantenimiento de la biodiversidad. Se conoce que el 70% de los alimentos vegetales
consumidos por los seres humanos son polinizados por las abejas; que dichos insectos
aumentan la produccion de semillas, polinizando ademas las zonas verdes como
bosques y selvas.

Lamentablemente y desde comienzos de esta centuria se ha apreciado a nivel mundial
una notable y creciente disminucién del nimero de abejas y colmenas. Dicho
fenédmeno se caracteriza porque las abejas obreras dejan la colonia y no vuelven a ella,
muriendo en las cercanias del lugar, mientras que el resto de la poblacidon (abejas
adultas, crias y reina) permanece en la colmena.

Como consecuencia del debilitamiento de la colmena ésta es mas susceptible a la
invasion de otros insectos.

Han sido muchas las causas indicadas para explicar este fendémeno, tales como las
sequias [1,2], distintas plagas [2], el monocultivo [3],, la urbanizacidn en zonas rurales
[4] y un largo etcétera. Sin embargo existe una explicacién en la que coinciden
numerosos adeptos: achacar el efecto de la desaparicion de las abejas a los
plaguicidas, y en especial a nuevos insecticidas derivados de la nicotina, los
neonicotinoides [4].

Geraldine Wright, principal autora de estudios del Instituto de Neurociencia de la
Universidad de Newcastle, explicd que “una cosa mucho mds grave es que esos
insectos no consiguen sentir el sabor de los neonicotinoides en sus comidas, lo que
hace que el riesgo de envenenamiento sea mayor”. Ademas asegura que “los
neonicotinoides funcionan como una droga: las plantas contaminadas con pesticidas

se convierten en mds atrayentes para las colonias de abejas” [5].

Los neonicotinoides afectan al sistema nervioso central de los insectos y, con menor
toxicidad, al de vertebrados como aves y mamiferos. Su mecanismo de accién implica
la interrupcidon del sistema nervioso mediante la estimulacion de los receptores

nicotinicos de la acetilcolina.



Estos insecticidas comenzaron a desarrollarse en la década de los 90, siendo la
imidacloprida, la clotianidina y el tiametoxam los primeros en utilizarse ampliamente.
Sin embargo, recientemente el uso de ciertos compuestos quimicos de esta familia
estd siendo restringido en paises debido a su relacién con el despoblamiento de las

colonias de abejas [5].

Segun su estructura quimica existen tres generaciones distintas de neonicotinoides:

e La primera, formada por acetamiprida, imidacloprida, nitenpyram y tiacloprida,
cuya caracteristica estructural es un anillo heterociclico 6-cloro-3-piridilo.

e La segunda generacidn se caracteriza por contener un anillo 2-cloro-5-tiazolil y
se compone de compuestos como la clotianidina y el tiametoxam.

e La tercera generacién presenta un anillo 3-tetrahidrofuranil, y la forma el

dinotefuran.

En la figura # 1 se recoge la estructura de los neonicotinoides estudiados segun la

generacion a la cual pertenecen.
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Figura # 1. Estructura de los neonicotinoides estudiados [13].



Los neonicotinoides sometidos a andlisis son insecticidas sistémicos muy eficaces por
contacto y por ingestion. Normalmente son usados por agricultores para el
tratamiento de los suelos, como tratamiento foliar en cultivos de arroz, algoddn,
cereales, etc. y para controlar insectos chupadores de savia en cultivos tales como
citricos, manzanos, vides, algodén, plantas ornamentales, etc.

Algunos como el nitenpyram son utilizados en agricultura y en veterinaria para matar
parasitos externos, tanto del ganado como de animales domésticos.

Cabe resaltar la clotianidina, que es un insecticida facilmente absorbido por las
plantas; llega a formar parte del polen y néctar de las flores, lo que la hace altamente

toxica para los insectos que se alimentan de estos productos, como las abejas [6].

Las investigaciones se han visto incrementadas en los Ultimos afios debido al auge que
han tenido los neonicotinoides en la agricultura. Asi, se puede encontrar una amplia
variedad de matrices estudiadas: en frutas y verduras [7, 8-15] agua y suelos [16-20],
granos [9-11, 21, 22], té [22], aceites [23, 24], carnes y huevos [24-26], néctar en flores
[27-29], abejas y productos de la colmena [30-34]. En lo que se refiere a metodologia
analitica, la mayoria de las investigaciones han sido realizadas mediante cromatografia
liqguida con una columna de relleno C;g y fase movil formada por una mezcla
acetonitrilo/agua. Los detectores mas utilizados son el espectrémetro de masas (MS)
dada su capacidad para detectar concentraciones de pesticidas muy bajas, y el de

absorcion ultravioleta.

En lo referente al tratamiento de muestra para la determinacién de trazas de
neonicotinoides en muestras de polen, miel y abejas, la bibliografia sugiere el método

QUEChKERS, que consta de dos etapas: extraccion y clean-up.

En la etapa de extraccion una gran cantidad de estudios [8, 11, 14, 35-38] se centra en
el uso de acetonitrilo/agua como extractante. Para facilitar la extraccidon se resalta el
empleo de sulfato de magnesio (MgS0,) o cloruro de sodio (NaCl); aunque fueron
propuestas otras alternativas como el uso de trisodiocitrato dihidratado ( Najcitrato *
2 H,0), trisodiocitrato hexahidratado ( Najcitrato * 6 H,0) e incluso la mezcla de

estas sales en funcion de la matriz con la que se trabaja [37, 38].



Para la etapa de clean up o limpieza se sugiere la extraccion en fase sélida dispersiva
(dSPE) que consiste en el empleo de PSA (Primary and Secondary Amine; Amina
Primaria y Secundaria) junto con octadecil C;g o bien silica, aminopropil (NH2-), carbén
grafitizado (GCB), etc.

Otros estudios llevados a cabo [26, 39, 40] propusieron el uso de nanomateriales como
Nanotubos de Carbono Multicapa dada las propiedades fisico-quimicas de estos
materiales. Estas experimentaciones verificaron que es posible el analisis multiresiduo
de pesticidas, incluidos los neonicotinoides, en frutas y verduras como col, uva,
espinaca y naranja, obteniendo bajos limites de deteccidon y de cuantificacién. Se
alcanzaron ademas recuperaciones de entre el 71 % y el 110 % para los siete
neonicotinoides en las cuatro matrices estudiadas.

Recientemente algunas investigaciones centradas en el andlisis de trazas de
neonicotinoides en muestras de polen [30, 41, 42] han optado por establecer
modificaciones en el clean up, como son:

A. Llevar a cabo una extraccion en fase solida dispersiva (dSPE) con PSA + C;g.

B. Realizar una etapa de congelacién (freeze-out) y después la etapa de limpieza
mediante dSPE con PSA + (5.

C. Establecer la etapa de congelacién previa a la dSPE con PSA + C;g + Z-Sep.
(Zirconium Dioxide-Based Sorbent, que consiste en la mezcla de C;g v silica
recubierta con didxido de zirconio,ZrO,)

D. Congelacion seguida del clean up mediante dSPE con PSA + (g y extraccidn en

fase solida (SPE) con Z-Sep.

Fueron alcanzados porcentajes de recuperacién que rondaron el 70-120 %, con una
desviacidn estandar relativa (RSD) menor al 20%; a la vez que se obtuvieron limites de
deteccion (LODs) entre 5-50 pg/Kg y limites de cuantificacion (LOQs) menores a 1

ug/Kg, en un rango lineal de 4-400 pg/Kg.

Para comprobar la incidencia de los neonicotinoides sobre el despoblamiento de las
colmenas debe disponerse de metodologia que permita el andlisis de posibles residuos

de neonicotinoides en los productos apicolas. Nuestra experimentacion se ha centrado



en el polen como alimento bdsico de la colmena, y como un importante indicador de la
contaminacién ambiental.

Dada las caracteristicas fisico-quimicas de los compuestos se ha utilizado como técnica
de analisis la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccion mediante
espectrometria de masas

Se ha desarrollado la investigacién prestando una especial atencidn en el tratamiento
de muestra, empledndose diferentes procedimientos de extraccidn sdlido- liquido, con

el fin de obtener los extractos mas limpios y los mejores porcentajes de recuperacion.
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lll. OBJETIVOS DEL PROYECTO

El objetivo general de la investigacion ha sido la modificacion de una metodologia
desarrollada previamente para el analisis de residuos de neonicotinoides en polen.
Esta metodologia se basaba en wuna extraccién sélido-liquido empleando

diclorometano como extractante.

Para conseguirlo se han establecido los siguientes objetivos especificos:

® Se pretende eliminar el empleo de diclorometano como disolvente para la
extraccién, por ello se va a probar el uso de diferentes extractantes en el
tratamiento de muestra.

® Establecer un tratamiento de muestra lo mas rapido, sencillo, eficaz, y eficiente
posible que permita obtener buenos porcentajes de recuperacion.

® Incluir en el tratamiento de muestra alguna etapa de limpieza con el fin de

obtener cromatogramas mas limpios, y que el efecto matriz sea lo mas bajo posible.

11
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

IV.1.

INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

IV.1.1. MATERIAL EMPLEADO

Balanza analitica de precision Mettler AE-240. Mettler Instrumente G1987

(Zurich, Suiza).

Bafio de ultrasonidos modelo Brasonic 5. Selecta (Barcelona,Espaia).
Micropipetas Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania).

Agitador Vértex REAX Control. Heidolph (Schwabach, Alemania).
Agitador oscilante Vibromatic. Selecta (Barcelona,Espafiia).

Centrifuga termostatada 5810R Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania).
Molinillo.

Rotavapor RE 111 Biichi,bafio de agua Blichi 461 y bomba de vacio Vacuubrand

GMBH + CO KG (Alemania).

o
p
.
o
o

V.1.2

E

Sistema de purificaciéon de agua Milipore que consta de dos unidades de
urificacion, Milo-RO y Mili Q. (Millipore,Bedford,MA,USA).

Tubos de centrifuga de 45 mL Eppendorf AG (Hamburgo, Alemania).

Viales ambar.

Filtros de jeringa de nylon (17mm, 0.45um). Microfiltration Systems

Placa calefactora. IKA C-MAG HS 7.

Microondas.

Material de vidrio de uso general y volumétrico graduado.

. REACTIVOS Y DISOLVENTES

Acetonitrilo calidad HPLC suministrado por Lab Scan, (Polonia).

Metanol calidad HPLC suministrado por Panreac (Barcelona, Espafia).

Acido férmico 98-100% de pureza. P.A. suministrado por Sigma Aldrich (Madrid,
spafia)

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

13



e Patrones de los neonicotinoides: Imidacloprida (99%), Nitenpyram (98,6%),
Acetamiprida (99%), Tiametoxam (98,5%), Tiacloprida (98,5%), Clotianidina
(99,5%) y Dinotefuran (98,5%) fueron suministrados por Dr. Ehrenstorfer GmbH
(Augsburgo, Alemania).

e Las disoluciones patrén preparadas en agua como disolvente (100 mg/L) fueron
almacenadas a 49C. La disolucién mezcla de los siete patrones de 10 mg/L fue
preparada por dilucién.

e Las muestras con las que se realizd el estudio eran de polen comercial, sin
contenido en neonicotinoides. Cada muestra de polen fue secada en el horno a
40°C entre 1 y 2 dias, hasta pesada constante, y posteriormente fueron trituradas
en un molinillo. Ello nos garantiza eliminar el maximo contenido en agua de las
muestras, y también que estas sean lo mds homogeneas posible antes de su

analisis.

IV.1.3 EQUIPO CROMATOGRAFICO

Para la determinacidn de los siete neonicotinoides en polen se utilizé un equipo de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), marca Agilent Technologies, modelo
1100, acoplado a un espectrometro de masas (MS).El espectrémetro esta equipado
con dos fuentes de ionizacidn, una de ElectroSpray (ESI) y otra de lonizacién Quimica a

Presién Atmosférica (APCI). En la siguiente figura puede verse el equipo HPLC-ESI-MS.

14



Figura # 2. Equipamiento experimental para el analisis de los neonicotinoides en

polen.

El equipo cromatografico se constituye de los siguientes mdédulos:
e Desgasificador.
e Bomba de gradiente cuaternario.
e Inyector automatico.
e Compartimento de columna termostatada.
e Detector de Diodos alineados (DAD).
e Detector de Masas (MS) cuadrupolo.

e Interfase ESI (ElectroSpray lonization).

IV.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

IV.2.1. CONDICIONES PARA LA DETECCION

Para la deteccién de los compuestos se utilizé el detector de masas, con la interfase ESI

(adecuada para compuestos de polaridad media-alta).

En cuanto a la deteccidn de los iones, los analitos pueden presentar ionizacién positiva

y negativa lo que significa que dichos iones se protonan o deprotonan

15



respectivamente. Los resultados mds satisfactorios se dieron para la fuente de
ionizacion en modo positivo.

Asi mismo se llevé a cabo una optimizacion de los diferentes parametros que afectan
directamente a la respuesta del detector mediante un analisis por inyeccidn de flujos
(FIA). Ello nos permite alcanzar la maxima sensibilidad en la deteccién para cada uno
de los siete analitos.

Dichos factores se estudiaron de manera independiente, y los valores éptimos se

muestran en la tabla # 1.

Tabla # 1. Resultados obtenidos a partir del andlisis por inyecciéon de flujos (FIA) para

los parametros MS-ESI (+).

Parametro MS Intervalo estudiado Valor éptimo
Voltaje del
20-380 —
fragmentador (V)
Temperatura (°C) del
10-350 340
gas secante (N;)
Presién (psi) del gas 60
10-60
nebulizador (N3)
Flujo (L/min) del gas 9
2-12
secante (N;)
Voltaje del capilar(V) 2000-5000 2500

Se obtuvieron, mediante un barrido en modo SCAN, los espectros de cada uno de los

neonicotinoides.

Estos espectros permiten obtener los iones de cuantificacion asi como los de

confirmacién, como puede observarse en la siguiente figura para el tiametoxam.
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Figura # 3. Espectro en modo SCAN del tiametoxam.
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En el espectro en modo SCAN del tiametoxam puede verse que el ion 292 (m/z) es el

mayoritario, y corresponde al ion molecular [M+H"]. Este ion se tendra en cuenta para

la cuantificacion. Los valores masa-carga (m/z) correspondientes a los iones 294 y 211

respectivamente, son para la confirmacidn del analito.

La tabla # 2 muestra los iones mayoritarios de cuantificacion y de confirmacién

obtenidos mediante el barrido en modo SCAN para cada uno de los analitos.

Tabla # 2. lones mayoritarios y de confirmacion obtenidos por MS-ESI modo positivo de los

siete compuestos.

Masa molecular

Compuesto
(g/mol)
Dinotefuran 202
Nitenpyram 270
Tiametoxam 291
Clotianidina 249
Imidacloprida 255
Acetamiprida 222
Tiacloprida 252

lon de cuantificacion

[M+H*]

203

271

292

250

256

223

253

lones de

confirmacién (m/z)

204/225

273/156

294/211

252/251

258/257

225/167

255/185
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IV.2.2. CONDICIONES PARA LA SEPARACION

La separacioén de los analitos se llevd a cabo trabajando en régimen de gradiente. Fue
utilizada una columna Kinetex C18 de 150 mm x 4.6 mm de didametro interno y tamafio
de particula 2,6 um.

La tabla # 3 muestra el gradiente seleccionado para la fase moévil (acido formico 0,1%
en agua y acetonitrilo, ACN), con el fin de conseguir la mdxima resolucién entre picos

cromatograficos en el menor tiempo de andlisis posible.

Tabla # 3. Gradiente seleccionado para la separacion de los siete analitos.

Tiempo (min) %A (Ac. férmico 0.1 % /Agua) %B (ACN)
0 90 10
8 65 35
13 60 40
17 10 90
21 10 90
23 90 10

El volumen de inyeccidon y la temperatura de la columna fueron 25 pL y 35°C
respectivamente.

En la figura # 4 se muestra el cromatograma en modo SIM (que permite la deteccidn
selectiva de cada uno de los iones sometidos a andlisis) correspondiente a una
disolucién patrén de los siete neonicotinoides, analizada bajo las condiciones

cromatograficas anteriores.
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Figura # 4. Cromatograma LC-ESI-MS correspondiente a un patrén que contiene
dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam (3), clotianidina (4), imidacloprida
(5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7) bajo las condiciones cromatograficas

seleccionadas.

IV.3. TRATAMIENTO DE MUESTRA

El polen recolectado de las colmenas ademads de presentar una variada composicién de
proteinas, vitaminas, aminodcidos y flavonoides. Una vez obtenido el polen de la
colmena es necesario establecer un procedimiento que permita tratar la muestra,
detectar los siete neonicotinoides de manera selectiva, consiguiendo limites de
deteccion y cuantificacidn lo mas bajo posibles.

Todos los ensayos se realizaron utilizando polen comercial.

IV.3.1. EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO

El método puesto a punto con anterioridad se basaba en una extraccion sdlido-liquido
usando diclorometano como extractante [43].

Se pretende llevar a cabo un tratamiento de muestra en el cual se emplee como
extractante diferentes disolventes, o la mezcla de estos con agua en diferente

proporcioén.
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Ademas, se quiere establecer para el tratamiento una metodologia QUEChERS en la
gue se va a realizar una adicién de sales para facilitar la extraccién, asi como una etapa

de limpieza con el fin de obtener cromatogramas mas limpios.
IV.3.1.1. EXTRACCION CON DICLOROMETANO

Se analizaron por este procedimiento blancos de polen, libres de neonicotinoides y
blancos de polen adicionando una cantidad conocida de disolucidon patréon de los
neonicotinoides.

Las muestras de polen con las que se realizaron los ensayos fueron de 1 g de polen, a
las que se adiciond una alicuota de disolucién de los siete neonicotinoides en agua, de
tal manera que la concentracion fuese de 500 pg/Kg.

Una vez que se tuvieron los blancos de polen con los patrones adicionados se llevo a
cabo el proceso de extraccién. Las condiciones de la extraccidn ya estaban optimizadas
por el equipo de investigacion. El tratamiento de muestra llevado a cabo se puede ver

en la figura # 5 de manera detallada.

1 g de polen molido

10 ml de diclorometano

Agitacion en vibromatic 800 rpm 10 min
Centrifugacion 252C, 12000 rpm, 10 min

Decantacion del sohrenadante

Evaporacion en rotavapor a 60 2C

Filtro de nylon

Analisis en el equipo HPLC-ESI-MS

Figura-# 5 Tratamiento de muestra.
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La determinacidon de los analitos se realizd teniendo en cuenta las condiciones
cromatograficas del apartado IV.2.

En la figura # 6 se puede observar un cromatograma de un blanco de polen tratado.

200000

e

2 4 6 8 10 12 14 16 tr{min)

Figura # 6. Cromatograma LC-ESI-MS de un blanco de polen tratado.

En la figura # 7 se muestra el cromatograma de un blanco de polen al cual se le
adiciond una disolucién patréon de los analitos después de realizar el tratamiento de

muestra indicado.

A
200000

2 4 6 8 10 12 14 16 tr{(min)

Figura # 7. Cromatograma LC-ESI-MS de un blanco de polen tratado con una
disolucién patron de dinotefuran (1), nitenpyram (2), tiametoxam (3), clotianidina
(4), imidacloprida (5), acetamiprida (6) y tiacloprida (7) bajo las condiciones
cromatograficas seleccionadas.
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Como puede verse en los cromatogramas en el blanco no aparece ninguna sefal al
tiempo de retencion de los analitos que impida la cuantificacién de estos.

En la tabla # 4 se muestran las recuperaciones tras el tratamiento de muestra indicado,
asi como los porcentajes de desviaciéon estandar relativa (% RSD) asociados a cada

recuperacion.

Tabla # 4. Recuperaciones obtenidas con diclorometano. (n=3)

Compuesto % Recuperacion + %RSD
Dinotefuran 104 +6
Nitenpyram 1027
Tiametoxam Sl) 2 €]
Clotianidina 88+8
Imidacloprida 97+9
Acetamiprida 85+8
Tiacloprida 8719

De los resultados se desprende que los porcentajes de recuperaciéon no descienden del
85 %, lo cual implica una buena extraccion de los analitos. Se obtuvo un % RSD < 9,
adecuado para este tipo de analisis.

Para verificar el efecto de la matriz sobre la ionizacidn, se realizé la comparacién de las
pendientes de las lineas de calibrado de cada analito en fase movil y las pendientes de
las lineas de calibrado de pdlenes tratados a los cuales se les adiciond los analitos
después del tratamiento de muestra. De esta manera se pudo evaluar un efecto matriz
que oscila entre el 18 y 55 %, por lo que la cuantificacidn de los analitos debe realizarse

mediante un calibrado en polen.
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Debido a que la matriz afecta a la ionizacidon de los analitos, se pretendié buscar un
tratamiento en el cual existiera una mayor limpieza de la muestra, lo cual supondria un

menor efecto matriz.

IV.3.1.2 PRUEBAS CON OTROS EXTRACTANTES

Con el fin del eliminar como extractante el empleo de diclorometano se probd el uso
de otros extractantes, siguiendo el mismo tratamiento de muestra de la figura # 5.

En primer lugar se pensé emplear como extractante agua. Se realizaron pruebas
empleando 10 ml de agua sometida a diferentes procesos fisicos: agitacion en
vibromatic, agitacion en el equipo de ultrasonidos, agitacion y calentamiento en placa
calefactora y calentamiento en microondas. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando se empleaba agua agitada en vibromatic. En este caso se obtuvieron
recuperaciones que oscilaban entre el 62-75 % con un %RSD < 9. El método
cromatografico era selectivo y presentaba efecto matriz.

Con el objetivo de obtener mejores recuperaciones se realizaron otras pruebas
basadas en la modificacién de algunos parametros en la extraccién, como el tiempo de
agitacion con el vibromatic (5, 15 y 20 minutos) y el volumen de extractante empleado
(5, 15, 20 ml).

No se observd mejoria en los resultados, por lo que se pensaron otras posibles
alternativas.

Ello llevé a plantearse el empleo de metanol como extractante observandose un
aumento en los porcentajes de recuperacion de los analitos. Asi mismo se realizaron
una serie de pruebas utilizando como extractante mezclas de metanol/agua
(MeOH: H,0) en diferente proporcion. Los resultados obtenidos en estas pruebas se

muestran en la tabla # 5.
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Tabla # 5. Porcentajes de recuperacion y % RSD empleando MeOH: H, 0 .(n=3)

% Proporcion de MeOH: H, O (v,v)

Compuesto 0:100 50:50 80:20 100:0
MeOH: H,0 MeOH: H,0 MeOH: H,0 MeOH: H,0
Dinotefuran 75 +9 73+ 8 7617 79+ 7
Nitenpyram 66 8 67+ 8 7318 93+ 6
Tiametoxam 67 8 62+ 7 92+ 7 88+ 5
Clotianidina 73 6 62+ 6 90+ 6 72+ 4
Imidacloprida 68+ 7 100+ 5 98+ 5 91+ 4
Acetamiprida 62+ 5 83+ 5 89+ 8 80+ 8
Tiacloprida 70+ 6 82+ 4 88+ 6 83+ 6

Los resultados de la tabla anterior muestran que las mejores recuperaciones se
obtuvieron empleando la mezcla MeOH: H,0 en proporcién 80:20 v/v. Sin embargo,
los cromatogramas obtenidos no eran muy limpios,y presentaban un elevado efecto
matriz con un método selectivo. Es decir, los diferentes analitos se podrian cuantificar
al no aparecer ninguna sefial en el blanco cromatografico al tiempo de retencién de los
analitos, pero diferentes compuestos que eran coextraidos de la matriz producian una

débil ionizacidn de los neonicotinoides en la fuente para su posterior deteccion.

Se continud buscando otras alternativas, esta vez usando como extractante

acetonitrilo (ACN).

Se realizaron una serie de pruebas empleando en la extraccién mezclas de acetonitrilo/

agua (ACN: H,0). Los resultados obtenidos se muestran en la tabla # 6.
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Tabla # 6. Porcentajes de recuperacion y % RSD empleando ACN: H, 0 .(n=3)

% Proporcion de ACN: H, O (v,v)

Compuesto 0: 100 75:25 100: 0
ACN: H,0 ACN: H,0 ACN: H,0

Dinotefuran 75+ 9 82+5 71+ 6

Nitenpyram 66% 8 84+ 6 80+ 7

Tiametoxam 67+ 8 95+ 4 84+ 7
Clotianidina 73+ 6 93+5 80+ 5
Imidacloprida 68+ 7 98+ 3 81+ 7
Acetamiprida 62+ 5 99+ 4 63t 4
Tiacloprida 70+ 6 90+ 4 81+ 6

Como puede observarse en la anterior tabla los mejores porcentajes de recuperacién
se obtuvieron al emplear una mezcla ACN: H,0 (75:25, v/v).

Si se comparan estos resultados con los obtenidos cuando se empled la mezcla
MeOH: H,0 (80:20, v/v), se observa un ligero incremento en los porcentajes de
recuperacion de los analitos para el primero de los casos.

Al verificarse el efecto matriz cuando se utiliza la mezcla ACN: H,0 (75:25, v/v) se
observaron porcentajes de ionizacidn entre un 23-45 %. Con el fin de eliminar en lo
posible la coextraccidn de compuestos de la matriz que impiden la correcta ionizacién,
se pensé emplear la metodologia QUEChERS, que conlleva tras la extraccién una etapa

de limpieza de los extractos.
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IV.3.2 METODO QuEChERS

El uso de ACN: H,0 (75:25, v/v) da mejores resultados respecto del empleo de
MeOH: H,0 (80:20, v/v). Por ello quiso probarse la metodologia QUEChERS para el
tratamiento de muestra, centrandonos en el empleo de dicha mezcla de extractantes.
Como ya se comentd en apartado 11.1.1, el método QUEChERS consta de dos etapas,
una de extraccién y otra de limpieza. En primer lugar se hicieron pruebas para
comprobar la influencia del empleo de sales en los porcentajes de recuperacion

El tratamiento de muestra seguido puede observarse en la figura # 8.

I 1 g de muestra I

ACN: H20 (75:25, v/v)

Agitacion en vortex
G 2500 rpm 1 min

Adicion de sales para facilitar la extraccion:
Sulfato de magnesio/NacCl/ trisodiocitrato
dihidratado

Agitacidn en vdrtex 2500 rpm 1 min
G Agitacidn en vibromatic 200 rpm 10 min
Centrifugacién 102C, 11000 rpm, 10 min

Decantacion de 2 mL de
sobrenadante con micropipeta

G Evaporacidn en rotavapor a 60 2C
Redisolucion en 1 mL de
MeOH:H20 (80:20, v/v)

G Filtro nylon

I Analisis en el equipa HPLC-ESI-MS I

Figura # 8. Tratamiento de muestra método QUEChERS.

Se adicionaron sobre la mezcla extractante MgSO,, NaCl y trisodiocitrato dihidratado.

Dichas sales son las mas empleadas en diferentes matrices en el método QUEChERS.
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Se estudio la influencia de la adicién de MgS0O, sobre los porcentajes de recuperacion
de los diferentes analitos. No se observaron diferencias significativas en los
porcentajes de recuperacion.

Se estudio la influencia de las otras dos sales, manteniéndose constante la cantidad de
MgS0, (1 g) y de NaCl (0.5 g) afadida, varidndose la cantidad de trisodiocitrato

dihidratado (entre 0.2- 0.8 g). Los resultados se muestran en la tabla # 7.

Tabla # 7. Porcentajes de recuperacion y % RSD empleando en la etapa de extraccion
diferentes sales o mezcla de estas. (n=3)

1 g de MgS0,, 0.5 g de NaCl.

Compuesto + 02 g de + 05 g de + 08 g de
trisodiocitrato trisodiocitrato trisodiocitrato
dihidratado dihidratado dihidratado

Dinotefuran 777 7916 89+ 4

Nitenpyram 707 72+ 4 90+ 5

Tiametoxam 79t 6 70+ 5 102+ 5

Clotianidina 68+ 5 80+ 7 100+ 6

Imidacloprida 7316 88+ 8 99+ 5

Acetamiprida 76% 5 85+ 7 101+ 7

Tiacloprida 80+ 7 79+ 6 106+ 6

Como puede observarse en la tabla # 7, los mejores porcentajes de recuperaciéon se
obtuvieron al usar 1 g MgS0O,, 0.5 g NaCl y 0.8 g de trisodiocitrato dihidratado. Estas
recuperaciones superan a las obtenidas sin emplear sales.

Es por ello que para la etapa de extraccion se va a utilizar esta proporcion de sales.
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Con el fin de eliminar los compuestos coextraidos de la matriz se realizaron una serie
de pruebas empleando una etapa de limpieza o clean up. Se utilizé6 PSA y C18.

Se obtuvieron cromatogramas mas limpios cuando en la etapa de limpieza de utilizaba
50 mg de PSA, 50 mg de C18 y 300 mg de MgSO0, .

Se evalud el efecto de estas sales sobre el porcentaje de ionizacién, para lo cual se
inyecté en el sistema cromatografico una disolucién patréon de concentracién
conocida, y también una muestra a la cual se le afiadié al final del tratamiento una
cantidad conocida de disolucién patrén, de tal manera que la concentracién fuera la

misma para ambos casos.

Tabla # 8. Evaluacién del porcentaje de ionizacion (en %) y % RSD extrayendo con1g
de MgSO0,, 0.5 g de NaCl y 0.8 g de trisodiocitrato dihidratado, con y sin clean up.
(n=3)

Compuesto % lonizacion sin % lonizacion con
clean up clean up
Dinotefuran 49+ 4 82t 5
Nitenpyram 51+5 88+ 5
Tiametoxam 64+ 5 85+ 7
Clotianidina 73+ 6 81+ 6
Imidacloprida 68+ 5 85+ 4
Acetamiprida 69+ 7 89+ 6
Tiacloprida 74+ 5 93+ 7

Cabe destacar de la anterior tabla que los porcentajes de ionizacion aumentan cuando
hay una etapa de limpieza o clean up, lo cual significa que el efecto de la matriz sobre

la ionizacién es menos notable. Estos porcentajes oscilaban del 82-93 %.
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Existen estudios que sugieren una etapa de congelacidn o freeze out antes de la etapa
de clean up, para una mejor limpieza de la muestra.

Por esta razon se quiso ver como influye sobre la ionizacidn de los analitos el hecho de
introducir una etapa de congelacion.

Tras la etapa de extraccién y centrifugacidon se realizaron pruebas en las que se
modificd el modo de congelacion de la muestra, ya sea con hielo seco (a -782C) o
metiendo las muestras al frigorifico (aproximadamente a — 42C).

Tras varios ensayos se comprobd que se obtienen cromatogramas mucho mas limpios
enfriando con hielo seco a -782C.

Se estudio la influencia del tiempo de congelacion sobre la limpieza de la muestra (%
de ionizacién) variandose de 0-6 minutos.

En la tabla # 9 se muestran los porcentajes de ionizacién para cada uno de los analitos
sin congelar y congelando a 2 minutos. No se muestran los resultados a tiempos

superiores porque no existieron variaciones significativas.

Tabla # 9. Evaluacion del porcentaje de ionizacién (en %), y %RSD con y sin

enfriamiento previo a la etapa de clean up. (n=3)

Tiempo de congelacion

Compuesto t=0" t=2"
Dinotefuran 82+ 5 89+ 5
Nitenpyram 88+ 5 99+ 4
Tiametoxam 85+ 7 98+ 5
Clotianidina 81+ 6 98+ 6
Imidacloprida 85+ 4 100+ 5
Acetamiprida 89+ 6 98+ 4
Tiacloprida 93+ 7 104+ 7
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Puede observarse que al congelar durante dos minutos (t=2°) el porcentaje de
ionizacidn de los neonicotinoides es superior al 89 %.

IV.4. METODO PROPUESTO

Finalmente, a la vista de los resultados obtenidos, el método propuesto ha sido el
siguiente :

A 1 gramo de muestra de polen pulverizado se adicionan 2 ml de agua y después 6 ml
de ACN, agitando tras cada adicion en vértex durante 1 minuto a 2500 rpm.
Posteriormente se afiaden las sales de deshidratacion: 1 g de sulfato de magnesio
anhidro, 0.5 g de NaCl y 0.8 g de trisodiocitrato dihidratado. La mezcla es agitada,
primero en vortex, y después en vibromatic durante 10 minutos a 900 rpm.

Se centrifuga a 102C y 11000 rpm durante 10 minutos, y se somete la muestra a
enfriamiento con hielo seco a -782C durante 2 minutos.

Se decantan 2 ml de fase organica, y se establece la etapa de limpieza. En esta etapa se
afiaden 50 mg de PSA, 50 mg de C18 y 300 mg de sulfato de magnesio anhidro,
centrifugando a 10 2Cy 11000 rpm durante 10 minutos.

El siguiente paso consiste en decantar el liquido sobrenadante en un vial y llevarlo a
sequedad con un rotavapor a 60 °C.

Se redisuelve en 1 ml de MeOH: H,0 (80:20, v/v) y se filtra el extracto a un vial con un
filtro de nylon de 0,45 um de tamafio de poro.

Por ultimo el extracto se analiza en el sistema HPLC-ESI-MS.

En la figura # 9 se muestra esquematicamente el método final propuesto.
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I 1 g de muestra I

Y

I ACN: H20 (75:25, v/v) I

Agitacion en vortex
0 2500 rom 1 min

Adicién de 1 g de sulfate de magnesio, 0.5 g de
NaCl y 0.8 g de trisodiocitrato dihidratade

Agitacion en vortex 2500 rpm 1 min
0 Agitacidn en vibromatic 900 rpm 10 min

Centrifugacion 102C, 11000 rpm, 10 min

Enfriamiento con hielo seco a -78 2C

Decantacion de 2 mL de
sobrenadante

0 Centrifugacién 102C, 11000 rpm, 10 min
Evaporacion en rotavapor a 60 2C

Adicion de 50 mg de PSA,
50 mg de C18 y 300 mg de

sulfato

O

Redisolucion en 1 mL de
MeOH:H20 (80:20, v/v)

o Filtro nylon

I Analisis en el equipo HPLC-ESI-MS I

Figura # 9. Método final propuesto.

En la tabla # 10 pueden observarse las recuperaciones obtenidas asi como el % RSD. Se

comparan los resultados de este método con los obtenidos para los otros

procedimientos de extraccion.
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Tabla # 10. Porcentajes de recuperacion segun el procedimiento de extraccion

empleado.
% Recuperacion y % RSD
Compuesto CH,Cl, H,0 MeOH: H,0 | ACN: H,O | QueChERS
80:20 75:25 ACN: H,0
75:25
Dinotefuran 104 +6 75+ 9 7617 825 95+ 5
Nitenpyram 1027 66x 8 73+ 8 84t 6 99+ 4
Tiametoxam 99+9 6718 92+ 7 951 4 99+ 2
Clotianidina 88+8 736 90+ 6 93+ 5 102+ 5
Imidacloprida 979 68+ 7 98+ 5 98+ 3 105+ 4
Acetamiprida 85+8 62+ 5 89+ 8 99+ 4 10244
Tiacloprida 879 70 6 881 6 90+ 4 96t 3

En la tabla anterior se observa que los porcentajes mas bajos se obtuvieron cuando se
empleaba agua como extractante. Estas recuperaciones mejoraban al emplearse
mezclas de agua con otro disolvente organico.

Cuando se emplea diclorometano como extractante las recuperaciones no descienden
del 85 %, pero sin embargo con este procedimiento existia un acusado efecto matriz,
por lo que la ionizacidn de los analitos en muchos casos fue baja.

Con el uso de la metodologia QUEChERS se consiguié una mayor limpieza de la
muestra, y por consiguiente un efecto de la matriz sobre la ionizacidon practicamente
nulo. Ademas se mejoran los porcentajes de recuperacion para muchos de los analitos.

Es por ello que se propone como método de tratamiento de muestra.
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Se evalud la eficiencia del tratamiento de muestra y el efecto de la matriz sobre la
ionizacién de los analitos a diferentes niveles de concentracion. Para ello se dopé
polen corbicular libre de neonicotinoides con patrones que contenian los analitos de
estudio de tal manera que se obtuviera una concentracion baja (5 pg/Kg), media (63
ug/Kg), y alta (500 pg/Kg).

En la siguiente tabla se establecen los valores medios de la ionizacién y recuperacién
(en % ) asi como la desviacién estandar relativa (% RSD), para las tres concentraciones

de estudio.

Tabla # 11. Evaluacion de la eficiencia del tratamiento de muestra y del efecto

matriz.(n=3)

% lonizacion

% Recuperacion

Media (%) + RSD (%) ~ Media (%) £RSD (%)

Compuesto Baja Media  Alta Baja Media Alta
Dinotefuran 91+5 974 90+ 5 914 99+2 933
Nitenpyram 100+ 3 94+2 99+3 99+2 93+2 99+3
Tiametoxam 104 £5 97 +3 99 +3 98+3 104+4 99+3
Clotianidina 94+5 102+4 98+4 92+3 98+3 103t5
Imidacloprida 95+ 2 93+3 101 +£5 95+4 97 +3 105+5
Acetamiprida  92+2 98+3 965 96 +3 101+3 1044
Tiacloprida 962 104+3 102+4 92+2 94+4 97+3

Como puede verse en la tabla anterior la desviacién estandar relativa obtenida para la
recuperacion es inferior al 5 %. Ello sugiere que el método es preciso.
Puede decirse ademas que existe una ionizacién practicamente total de los analitos,

por lo que el efecto matriz es insignificante.
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IV.4.1. Linealidad y limites

La cuantificacidn de los analitos se llevé a cabo mediante el método del patrdon externo

en base al drea del pico cromatografico y usando un ajuste de minimos cuadrados

Se realizé una linea de calibrado de cada uno de los compuestos en mezcla metanol-
agua, barriendo un intervalo de concentraciones rango entre 5-500 pg/Kg, y ademas se
realizé un calibrado sobre matriz.

Para ello 1 g de polen pulverizado es dopado con un determinado volumen de patrén
de los siete neonicotinoides que permita obtener concentraciones finales en polen
comprendidas entre los 5-500 pg/Kg. A partir de este punto se siguié el tratamiento de
muestra descrito en el anterior apartado.

Una vez propuesto el método se calcularon los limites de deteccién (LODs) y limites de
cuantificacion (LOQs).

Ello nos permite estimar los LODs y LOQs para cada compuesto, considerando éstos
como 3 veces la relacién sefial/ruido (LODs) y 10 veces la relacién sefial/ruido (LOQs).
En la tabla # 12 se ven los pardmetros generales de las lineas de calibrado para los

compuestos estudiados.
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Tabla # 12. Datos de la linea de calibrado para cada neonicotinoide. Limites de

deteccidn y de cuantificacion correspondientes a cada analito (en pg/Kg).

Compuesto

Linea de
calibrado

Intervalo
analitico

LOD (ug/Kg) LOQ(ug/Kg)

Dinotefuran
Nitenpyram
Tiametoxam
Clotianidina
Imidacloprida
Acetamiprida

Tiacloprida

Matriz

Matriz

Matriz

Matriz

Matriz

Matriz

Mariz

(ng/Kg)
10.0-500

9.0-500
5.3-500
9.8-500
5.3-500
9.0-500

9.5-500

0.999

0.999

0.997

0.999

0.999

0.998

0.999

3.3

2.8

1.5

3.0

1.5

2.8

3.0

10.0

9.0

5.0

9.8

5.3

9.0

9.5

Para el intervalo analitico estudiado se obtuvieron valores de R? > 0.99 por lo que

puede decirse que el método es lineal.
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IV.5. APLICACION A MUESTRAS DE POLEN.

El método de analisis finalmente propuesto se utilizd para analizar muestras de polen
(en su totalidad pan de abeja) que fueron recogidas de sus respectivas colmenas por
apicultores y enviadas al Centro Apicola Regional de Marchamalo (Guadalajara,
Espafia). Posteriormente estas muestras se remitieron al laboratorio.

Cada muestra de polen fue secada en el horno a 40 2C hasta pesada constante, y
posteriormente fue triturada en un molinillo hasta conseguir una homogeneidad
adecuada para su analisis.

Se analizaron 21 muestras de polen, de las cuales ninguna presentd residuos de
neonicotinoides en concentraciones iguales o mayores a los LODs del método

propuesto.
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V.CONCLUSIONES

1. Se llevd a cabo un tratamiento de muestra para la determinacién de
residuos de neonicotinoides en polen. Para ello fueron desarrollados

diferentes procedimientos de extraccién.

Il. Se propuso un método QUEChERS mediante el cual se consiguié una
mayor limpieza de la muestra. Ello condujo a que se eliminara practicamente
el efecto de la matriz sobre la ionizacién de los analitos, obteniéndose

cromatogramas mas limpios.

lll. Acorde alos datos obtenidos puede decirse que el método propuesto es
coherente y fiable, con LODs y LOQs adecuados para el andlisis de

trazas.

IV. Se ha aplicado el método propuesto para la determinacién de residuos

de neonicotinoides en muestras de polen procedentes de apiarios.

V. No se encontraron residuos de los neonicotinoides estudiados en

concentraciones iguales o superiores a los LODs del método propuesto.
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VII.ABREVIATURAS

ACN  Acetonitrilo

APCI  lonizacién Quimica a Presion Atmosférica

CAR Centro Apicola Regional

CCD Colony Collapse Disorder (Trastorno y colapso de las colonias )

CH,Cl, Diclorometano

CV% Coeficiente de variacién porcentual

DAD Diode Array Detection (Deteccion por arreglo de diodos alineados)
DLLME Microextraccién liquido-liquido dispersiva

dSPE Dispersive Solid Phase Extraction (Extraccién en fase solida dispersiva )
EFSA European Food Safety Authority (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria)
EM  Efecto Matriz

EPA  Agencia de Proteccion del Medio ambiente

ESI lonizacién por Electro Spray

EtOH Etanol

FAO Food and Agriculture Organization (Organizacion por los alimentos y la
agricultura)

FIA  Andlisis por inyecciéon de flujo

FLD  Fluorescencia

GC Cromatografia gaseosa

GCB Carbodn grafitizado

GC-NPD cromatografia de gases acoplada a un detector de nitrégeno-fésforo
HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia

H,0 Agua

LC Cromatografia liquida

LLE Extraccién liquido-liquido

LOD Limite de deteccion

LOQ Limite de cuantificacion

MAE Extraccidn asistida por microondas

MeOH Metanol

MgSo, Sulfato de magnesio

MS  Espectrometria de masas
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MS/MS Espectrometria de masas en tandem

MWCNTSs Multi-Walled Carbon Nanotubes

NaCl Cloruro de sodio

Najcitrato * 2 H,O Trisodiocitrato dihidratado, o citrato trisédico dihidratado.
Najcitrato * 6 H,O Trisodiocitrato hexahidratado, o] citrato trisddico
sesquihidratado.

NQ  No cuantificado

OAOC Association of Official Agricultural Chemists

OMS Organizacién Mundial de la Salud

PSA  Amina primaria y secundaria

QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (Rdapido, facil,
econdémico, eficaz, robusto y seguro).

r.p.m. Revoluciones por minuto

RSD% Porcentaje de desviacidn estandar relativa

SIM  Monitorizacién de ion seleccionado

SPE  Extraccion en fase solida

SFE  Extraccién por fluidos supercriticos

USA  Estados Unidos de América

UHPLC Ultra high performance liquid chromatography

uv Ultravioleta

Z-Sep. Zirconium Dioxide-Based Sorbent
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