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1. INTRODUCCION

El presente trabajo esta orientado a examinar la presencia en la miel de residuos de los
principales compuestos habitualmente empleados en el tratamiento de las colmenas a través
de su migracién desde la cera. Para ello es necesario disponer de metodologia sencilla que
permita evaluarlos a bajas y medias concentraciones dado que la cera como reservorio estd

frecuentemente contaminada en muy diferentes concentraciones.

La investigacion se ha establecido en dos vertientes por una parte (la que se presenta en
esta memoria) la puesta a punto de métodos para la evaluacién de esos residuos en diferentes
tipos de miel y, posteriormente, ver cdmo migran desde la cera estampada, en contacto con

las colmenas, hasta la miel.

Se ha realizado la primera parte, incluyendo una amplia revision bibliografica y, teniendo
en cuenta la experiencia previa del grupo de investigacién, se han realizado numerosos
ensayos y se han examinado algunos tipos de miel. Lamentablemente, no se han podido iniciar
los estudios de transferencia puesto que el laboratorio se cerré en marzo y no hemos tenido
acceso al equipamiento que ya teniamos pendiente de entrega y, por tanto, no ha sido posible
hasta el momento reanudar la actividad presencial. Confiamos en que en un futuro se pueda

completar el estudio.






2. RESUMEN

Debido a la importancia de las abejas para la sociedad tanto por su papel clave con el
medioambiente como por sus productos: ceras, miel... es primordial su cuidado a la hora de
realizar tratamientos sobre las colmenas. Los residuos mayormente encontrados para el
tratamiento de las colmenas son los acaricidas. Esto es causa directa de la presencia del acaro
Varroa destructor, culpable de la muerte de miles de individuos de la colmena. Aun asi, estos
tratamientos pueden llegar a resultar potencialmente dafiinos para las abejas e incluso para

el ser humano si se utilizan en cantidades superiores a las recomendadas.

Por ello, el presente trabajo se centra en la optimizaciéon de un método analitico para la
determinaciéon de siete plaguicidas, que son los que se emplean con mayor frecuencia, por
cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas (GC-MS). Se han
estudiado distintas variables que pudieran afectar a la extraccién de dichos plaguicidas de una
matriz como es la miel siendo la extraccién liquido-liquido la utilizada y como disolvente

extractante AcOEt:CeH12 en proporcién 50:50 v/v.

Esta optimizacidn se ha realizado con el fin de obtener un método analitico en el que el
efecto matriz fuera el menor posible teniendo, a su vez, unos porcentajes de recuperacién
suficientemente buenos. Por lo tanto, se optd por la proporcion de disolvente 50:50

AcOEt:CsH12, no utilizar sales de secado y un tiempo de agitacidon de 10 minutos.

Una vez optimizado el método de extraccién se procedid a la determinacién de dichos

analitos en muestras de mieles comerciales.



3. ABSTRACT

Due to the importance of bees to society both for their key role with the enviroment and
for their products: waxes, honey... is vital their care when performing treatments on hives.
The most commonly found residues for the treatment on hives are acaricides. This is because
of the presence of the parasitic mite Varroa destructor, responsable for the deaths of
thousands honey bees. Even so, these treatments can be potentially harmful to bees and even

for humans if they are used in quantities higher than recommended.

That is the reason why this essay focuses on the optimization of an analytical method
which determines seven of the most frecuent pesticides using gas chromatography coupled
to mass spectrometry (GC-MS). Different variables that could affect the extraction of these
pesticides from a matrix such as honey have been studied once the liquid-liquid extraction has

been chosen using AcOEt:CeH12 50:50 (v/v) as solvent extractant.

This optimization has been carried out in order to obtain an analytical method in which
the matrix effect was the light as posible having as well recovery percentages good enough.
Therefore, the solvent ratio 50:50 AcOEt:CsH12 was chosen, no salts were used and a shaking

time of 10 minutes.

Once the extraction method has been optimized, the analytes were determined in

comercial honey samples.
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4. ANTECEDENTES Y SITUACION DEL TEMA

La matriz que se va a estudiar, la miel, es de sobra conocida. A continuacidn, se dan algunos

datos que tienen interés en relacion con su posterior tratamiento.

La miel tiene muchos beneficios para la salud como pueden ser la regulacion del azucar en

sangre, la reduccion del estrés metabdlico, el tratamiento de pieles o labios secos...

El proceso de formacién de la miel comienza con las abejas meliferas y la absorcién del
néctar de las flores introduciéndolo en su buche de manera que asi lo transportan hasta la
colmena. Una vez alli, el néctar es entregado a las abejas conocidas como obreras jovenes

antes de disponerse a volver a buscar mas néctar.

Las abejas del interior de la colmena rdpidamente se encargan de transformar dicho néctar
en la miel. Para que el proceso se lleve a cabo por completo pueden llegar a pasar varios dias,
dependiendo de las condiciones en la colmena como son la humedad del interior y la
temperatura tanto interior como exterior. Este proceso consiste en rebajar el porcentaje de

humedad desde un 60% hasta menos del 20%.

Miles de abejas jovenes, que todavia no han salido de la colmena, se pasan el néctar de
unas a otras enriqueciéndolo al mismo tiempo con enzimas, que ellas mismas segregan. El
trabajo de procesamiento de los excedentes de néctar que se han depositado sobre las

paredes del panal es completado por las abejas jévenes, nodrizas y pecoreadoras.

Aun asi, el néctar es depositado en las celdas de los panales para que siga perdiendo
humedad hasta llegar al grado de maduracién perfecto en torno al 18%. En el momento en el
gue las abejas consideran que la miel esta lista, sellan la celda con una fina capa de cera; este
proceso se llama el operculado de las celdas y es la sefial que indica a los apicultores que
pueden proceder a la recogida de la miel. Durante todo el proceso de deshidratacion del
néctar, la pérdida de humedad es aprovechada por las abejas para refrigerar la colmena,
creando corrientes de aire entre los panales por cientos de abejas ventiladores que consiguen
bajar la temperatura interior de la colmena en mas de 15°C y asi poder mantener constante

la temperatura del nido de cria, que siempre ronda los 36°C [1,

Asi, la miel natural serd aquella que no haya sido calentada por encima de los 43°C ni

sometida a procesos como la pasteurizacién.

En la industria, la pasteurizacion se utiliza para evitar la cristalizaciéon de la miel,

perdiéndose en el proceso gran parte de las enzimas y de los antioxidantes.
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Los componentes de la miel se muestran en una tabla a continuacidn:

Tabla 1. Componentes de la miel y su rango en porcentaje I,

Componentes Rango (%)
Agua 14-22
Fructosa 28-44
Glucosa 22-40
Sacarosa 0,2-0,7
Maltosa 2,0-7,0
Otros azUcares 0,1-8,0
Proteinas y aminoacidos 0,2-2,0
Vitaminas, enzimas, hormonas, acidos organicos y otros 0,5-1,0
Minerales 0,5-1,5
Cenizas 0,2-1,0

Los minerales mas frecuentes en las mieles son calcio, cobre, hierro, magnesio,
manganeso, zinc, fésforo y potasio. Entre los acidos organicos presentes en las mieles
podemos encontrar el acido acético y el acido citrico entre otros. En cuanto a las vitaminas
encontrariamos vitaminas del complejo B, vitamina C, D, E y antioxidantes como flavonoides

y fendlicos.

El color de la miel varia entre los diferentes tipos de ésta y estd determinado por la

fuente floral e incluso de las caracteristicas del suelo (minerales, pigmentos...) (21,

En el presente trabajo se pueden observar distintas caracteristicas dependiendo de la

miel:
Tabla 2. Caracteristicas de las mieles tales como color, sabor, aroma y cristalizacion.
Miel de romero Miel multifloral
Color Dorado hacia amarillento Rojiza
Sabor Dulce, intenso, con sabor a romero Diversos sabores de gusto dulce intenso
Aroma Poco intenso Floral tenue
Cristalizacion Rapiday fina Relativamente rapida y en cristal fino

12




4.1. Contaminacion e impacto ambiental

El estudio de las consecuencias de usar un plaguicida conlleva considerar el peligro que
produce la dispersion del producto y tener en cuenta los organismos afectados en dicha
dispersién. Esto conduce a que dentro de un analisis ambiental se tenga que estudiar si es mas
peligrosa la volatilizacién del producto o, en cambio, si es mas nociva su percolacidon a aguas
profundas. A su vez, hay que tener en cuenta la toxicidad para los seres vivos que puedan
verse en contacto con el plaguicida ya que hay estudios que indican que la cantidad de
plaguicida que entra en contacto directo o es consumida por el organismo blanco (organismo
que se desea controlar) es una fraccion extremadamente pequefia del total aplicado, del
orden del 0,3%, es decir, el 99,7% del producto va a parar a otro lugar o actua sobre
organismos que no son el organismo blanco, por lo que habria que tener en cuenta el uso de

plaguicidas de baja toxicidad y persistencia 34,

Wilmart et al. ®! estudiaron el riesgo que supone la exposicién de los consumidores a
estos residuos analizando muestras de miel y de cera de abejas contaminadas. Evaluaron PPPs
(Plant Protection Products) tales como el Clorfenvinfos y se encontraron en la colmena tanto
restos de plaguicidas que si que habian sido utilizados para el cuidado de la colmena como

otros PPPs que no [©],

En Europa plaguicidas como el Cumafds, utilizado para tratamiento veterinario, tiene
su MRL (Maximum Residue Level) de 100-200 pg/kg segun la regulacién europea N2 37/2010.
Sin embargo, su uso para proteger las colmenas contra el acaro Varroa destructor estd
prohibido en algunos paises. El uso ilegal de quimicos no autorizados como alternativa a la
limitacidon que presentan los tratamientos que si que estan autorizados puede llegar a la

intoxicacion de especies como las abejas e incluso el ser humano.

Otro problema que podemos encontrar para acaricidas sintéticos como el Cumafés y
el t-Fluvalinato es que tienen una eficacia variable dependiendo del clima, de las condiciones
dentro de la colmena y de la técnica de aplicacion (Gracia et al., 2017) 171, Las consecuencias
de estas variaciones son tales que los apicultores tienden a optar por el uso de cantidades mas
altas de estos tratamientos para controlar el Varroa. Lo que conlleva a acumulaciones
mayores, tanto en mieles como en ceras, especialmente de aquellos con gran lipofilia y

persistencia [°],
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4.2. Plaguicidas analizados

Los plaguicidas son sustancias quimicas (organicas, inorganicas o microbioldgicas)
liquidas o sélidas que producen efectos téxicos sobre ciertos organismos vivos. Su uso
principal es el control de las plagas de la agricultura. Entre los diferentes criterios posibles para
clasificar los plaguicidas, los dos mas utilizados son: por tipo de plaga o por estructura quimica.
Esta ultima clasificacion tiene como ventaja que permite identificar sustancias que suelen

tener efectos similares en las plagas y el ambiente [©l,

Los plaguicidas (herbicidas, acaricidas e insecticidas) que se utilizan tanto en
agricultura como ganaderia pueden llegar a las colmenas a través del proceso de polinizacion.
Las abejas llegan a viajar kildmetros para recoger polen y néctar por lo que la contaminacion
no puede evitarse solamente con el control de las zonas cercanas a las colmenas. Este polen
y néctar contaminado es el que serd utilizado mas tarde por las abejas obreras como alimento
y para la produccidon de miel tal y como se ha comentado en el primer apartado. Esta miel
puede llegar a almacenarse en la colmena durante plazos de tiempo muy elevados de manera
que la contaminacién va aumentando progresivamente. Ademas, otros plaguicidas como el -
Fluvalinato, Cumafds, Bromopropilato, etc. producen contaminacion directa a las colmenas
debido a que son aplicados sobre los panales. Esta contaminacidon puede provocar pérdidas
de fertilidad a la abeja reina y a los zdnganos, una reduccidn en la expresion de los genes
relacionados con el sistema inmunoldgico y el desarrollo fisico e incluso producir la muerte de

gran cantidad de individuos por intoxicacién 121,

Hay estudios que documentan que la principal fuente de contaminacion en las abejas
de la especie Apis melifera son los acaricidas utilizados para combatir el parasito conocido
como Varroa destructor, un acaro que puede llegar a acabar con colmenas enteras
alimentandose de la hemolinfa (liquido equivalente a la sangre en los invertebrados) de la
abeja provocando deformaciones en su cuerpo y debilitandola hasta que termina muriendo.
El acaro ha llegado a evolucionar hasta tal punto que se ha adaptado por completo al ciclo de
vida de la propia abeja de manera que consigue afectar a cualquier etapa de ésta 131, Por lo
tanto, el uso de estos plaguicidas en la produccién apicola para combatir a dicho acaro y, con
ello, garantizar la produccién apicola y la subsistencia de las colmenas, es de esencial

importancia a pesar de los perjuicios que llega a causar para las abejas.
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Figura 1. Varroa destructor en el cuerpo de dos abejas.

Para prevenir y controlar los riesgos que sufren estos insectos, es de vital importancia
gue se realicen analisis de los productos apicolas, tales como pdlenes, ceras, mieles, las
propias abejas... Estos analisis buscan la determinacién de los plaguicidas que presentan
dichos productos y en qué cantidades para dar una idea del riesgo al que se exponen las abejas

y la contaminacién que puede haber en los terrenos cercanos a la colmena 14131,

Tras la revisién bibliografica se han seleccionado siete plaguicidas de uso mas generalizado
ya que seria los que se presentan en mayor cantidad en la colmena vy, por ello, en las mieles.

Los siete plaguicidas se explican a continuacién:

- Atrazina: la Atrazina es un herbicida de férmula molecular 2-cloro-4-(etilamina)-6-
isopropilamina)-1,3,5-triazina utilizado para controlar el crecimiento de malas hierbas
en la agricultura. Se presenta como un polvo blanco muy fino y esta clasificado como
peligroso para el medio ambiente y mortal para ciertas especies como algunos
organismos acuaticos e insectos. A pesar de que no se acumula en la cadena
alimentaria, la exposicion a corta duraciéon en seres humanos puede provocar
enrojecimientos en la piel y los ojos, mientras que a larga duracién los efectos son mas
severos, llegando a producir dermatitis e incluso problemas en el sistema nervioso
central, el higado y el rifidn.

Por estas razones, actualmente su utilizacidn y venta esta prohibida en toda la Unién
Europea, aunque en paises como Estados Unidos y en el continente oceanico sigue

estando permitida [& 161,
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para el consumo humano de la Atrazina [17],

Tabla 3. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

Nombre Atrazina
Nombre comercial Atrazina
Formula molecular CgH14NsCl jl\
Masa molecular (g/mol) 215,68 N7 =N
Familia Triazinas /L )|\ /
— - N7 NN
Actividad Herbicidas H H
Limite apto para el
il 0,05
consumo humano (mg/kg)

- Bromopropilato: el Bromopropilato es un plaguicida de muy elevada toxicidad
utilizado para combatir fundamentalmente los dcaros de la fruta especialmente en los
citricos, las uvas y las fresas, aunque también se usa para otros cultivos como la cafia
de azucar, el té o el algoddn. En nomenclatura organica su hombre es isopropil 4,4’-
dibromobencilato y su estado natural es en forma de cristales blancos. Actualmente
estd prohibido en toda la Unidn Europea y América, pero debido a que presenta una
elevada persistencia en suelos, agua y otras matrices, aun se pueden encontrar

residuos en la naturaleza [8 18],

Tabla 4. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del Bromopropilato [17],

Nombre Bromopropilato
Nombre comercial Acarol Br
Férmula molecular C12H16Br203

Masa molecular (g/mol) 425,95
Familia Bencilatos
7 o]
Actividad Acaricidas OH Y
P S o]
Limite apto para el Br
0,01
consumo humano (mg/kg)

Clorfenvinfos: el Clorfenvinfos, 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etenil dietil fosfato, es un
herbicida e insecticida organofosforado liquido y de color naranja que presenta un
fuerte olor caracteristico. Se utiliza mayormente en el tratamiento de cereales, arroz,

azucar y semillas y para combatir mosquitos paludicos.
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Provoca la muerte de insectos y organismos acudticos en determinados ecosistemas,
afectando incluso a los animales que se alimentan de ellos. Es fuertemente téxico
debido a su capacidad para interferir en la transmision de impulsos nerviosos,
provocando la pardlisis del cerebro y la muerte incluso en seres humanos, por lo que
la exposicidon prolongada es altamente peligrosa. Como consecuencia, esta prohibido
y obsoleto en toda la Unién Europea, sin embargo, en lugares como Australia,

Sudéfrica, Kenia, Centroamérica y Sudamérica su uso aln estd generalizado [& 16,181,

Tabla 5. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del Clorfenvinfos [17],

Nombre Clorfenvinfos

Nombre comercial Clorfenvinfos

Férmula molecular C12H14Cl304P j“a . Ot

Masa molecular (g/mol) 359,57 o S O\TF'T»/O\I N o\(%,oﬁ
a 6 cHy o oy
Familia Organofosforados

Actividad Insecticida cl cl

Limite apto para el

consumo humano (mg/kg) 001

- Clorpirifos: el Clorpirifos es otro plaguicida organofosforado de nombre quimico O,0-
dietil O-3,5,6-tricloropiridin-2-il fosforotioato que al igual que el Clorfenvinfos provoca
la paralizacién de los impulsos nerviosos en el ser humano llegando a producir la
muerte cuando uno se expone a elevadas concentraciones. Sin embargo, la exposicidn
en pequefias dosis no supone dafio aparente para la salud humana. Es un sélido
cristalino con olor penetrante, insoluble en agua, pero soluble en disolventes
organicos. Permite combatir plagas de insectos, parasitos del ganado vy
microorganismos patdgenos en cultivos.

Es insoluble en agua, aunque esto no evita que sea muy toxico para los organismos
acuaticos, insectos y algunas especies de aves. Esta permitido en la mayoria de los

paises de la Unién Europea y en general a nivel mundial & 161,
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Tabla 6. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del Clorpirifos (171,

Nombre Clorpirifos
Nombre comercial Clorpirifos
Férmula molecular CoH11CIsNO3PS o o
Masa molecular (g/mol) 321,00 g
\ \_O.__CHy
Familia Organofosforados | " N\ O/P\
0
Insecticida A\
Actividad . Y Chy
acaricida
Limite apto para el
prop 0,05
consumo humano (mg/kg)

- Cumafés: el Cumafds o Asuntol es un insecticida organofosforado de nombre 3-cloro-
7-dietoxifosfinotioiloxi-4-metil-2-cromenona que se utiliza para repeler a una amplia
variedad de insectos y pardsitos en ganaderia, entre los que se encuentran los piojos y
garrapatas, las larvas y lombrices y la escabiosis. Es un sélido cristalino de color marrén
claro, estable y persistente en el medio ambiente. Es altamente téxico y peligroso para
el ser humano cuando se experimentan exposiciones prolongadas a elevadas
concentraciones, ya que puede causar convulsiones, incontinencia, pérdida del
conocimiento, crisis nerviosas y crisis respiratorias de manera que no se usa para la
agricultura o para plantas residenciales. Sin embargo, salvo en Australia, esta

permitido a nivel mundial (& 16 18],

Tabla 7. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del Cumafés [17],

Nombre Cumafds
Nombre comercial Asuntol, Perizin
Férmula molecular C14H16ClOsPS
CH
Masa molecular (g/mol) 362,00 o ’
0O o\
Familia Organofosforados L;@’ 'PS' O_cH;
T
Insecticida y c
Actividad o CHs
acaricida
Limite apto para el
prop 0,10
consumo humano (mg/kg)
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- o-Endosulfan: el a-Endosulfan es un compuesto organoclorado que se utiliza como
insecticida y acaricida en las cosechas. Su estructura quimica presenta dos posibles
isdmeros: alfa, que es el que se analiza en el presente trabajo, y beta. Ambosisémeros
son solidos cristalinos de color marrén que no se pueden disolver en agua, pero si en
disolventes organicos. Resulta toxico para todas las formas de vida como consecuencia
de su dificil degradacién, que provoca su acumulacién en los tejidos grasos de los
animales, en especial en el ganado, los insectos y algunos organismos acuaticos. En los
seres humanos, la exposicién prolongada a elevadas concentraciones puede provocar
alteraciones graves en el cerebro, la sangre, el sistema circulatorio, el sistema
inmunolégico, el sistema reproductivo, los pulmones, el higado, los rifiones y los ojos.

Por ello, estd prohibido en toda la UE, aunque no es asi es otros continentes 8 161,

Tabla 8. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del a-Endosulfdn [17],

Nombre a-Endosulfan
Nombre comercial Benzoepin, Endocel
Férmula molecular CoHeCl603S

Masa molecular (g/mol) 406,95

Familia Organoclorados

Insecticida y
Actividad o
acaricida
Limite apto para el
prop 0,01
consumo humano (mg/kg)

- t-Fluvalinato: el t-Fluvalinato es el plaguicida mds ampliamente utilizado para eliminar
el acaro Varroa destructor en colmenas con el fin de garantizar la subsistencia de las
abejas y asegurar la produccién. Presenta también otras aplicaciones como insecticida
en cultivos de cereales, patatas, frutas o algoddn para eliminar el pulgdn, las aranas,

las cigarras o las orugas que provocan enfermedades en las hojas.

Aunque el Fluvalinato presenta cuatro estereoisémeros, actualmente los productos
comerciales sélo presentan los dos isdmeros R, denominados t-Fluvalinato. Esto se
debe a que la mezcla isomérica esta prohibida a nivel mundial debido a los elevados
efectos adversos que provoca: elevadas contaminaciones de suelos y aguas,
prolongada persistencia, problemas en el rifién y el higado, en el sistema endocrino,
inhibicidn de la progesterona, defectos en el desarrollo y la reproduccidn e irritaciones

severas de los ojos y la piel.

19



El t-Fluvalinato estd aprobado en toda la UE y en otras partes del mundo. Los
problemas que puede generar en el ser humano son mucho mas leves, pero aun asi
provoca irritaciones en la piel y es potencialmente dafiino para el higado y el rifién. Su
utilizacion prolongada en la produccion apicola hace que éste se vaya acumulando en
los productos de la colmena, incluyendo en el cuerpo de las propias abejas, aunque se

ha comprobado que las abejas presentan fenémenos de resistencia al t-Fluvalinato. &
16, 18- 20]

La desaparicién de un compuesto en la colmena estda determinada por muchos

procesos que dependen del tiempo como son: consumo, distribucién,

biotransformacién, volatilizacién, difusion... Hay estudios que calculan que la presencia

de t-Fluvalinato no podrd llegar a eliminarse por completo hasta pasados 20 afios 21,

Tabla 9. Nombre, nombre comercial, formula molecular, masa molecular, familia, actividad y limite apto

para el consumo humano del t-Fluvalinato [17],

Nombre t-Fluvalinato
Nombre comercial Apistan
Formula molecular Ca6H22F303NCl o o @
Masa molecular (g/mol) 502,15 N o
Familia Piretroides F
F HsC CH4
Insecticida y F 0
Actividad o | =
acaricida >
Limite apto para el
0,05
consumo humano (mg/kg)
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4.3. Meétodos de preparacion de muestras

Para la preparacion de muestra se tuvo en cuenta la bibliografia disponible buscando

un método de extraccién y preparacion de muestra dptima para la miel.

Se encontraron asi distintos métodos de extraccion interesantes que se muestran en

la figura siguiente.

METODOS DE EXTRACCION

Liguido-liquido Fase sdlida Fase sdlida dispersiva
QUECKhERS QuEChERS
con agitador
automatico
termostatado

Figura 2. Esquema de los distintos métodos de extraccion encontrados.
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5. OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

5.1.

Objetivo

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es la optimizacién de un método

de extraccidn de siete plaguicidas, asi como la determinaciéon y cuantificaciéon de éstos en

mieles de diferentes origenes florales utilizando como técnica analitica la cromatografia de

gases acoplada a un detector de masas.

5.2.

Plan de trabajo

El plan de trabajo seguido ha sido el siguiente:

1.

o v kW

Consulta bibliografica relacionada con la determinacidn de plaguicidas en productos
apicolas, especificamente en mieles, con el fin de obtener conocimientos sobre el tema
de estudio y seleccionar aquellas ideas que resulten utiles para la realizacién
experimental del trabajo.

Comprension y aplicacion del método analitico seleccionado para la extraccion vy
preparacidon de muestra utilizando distintas mieles.

Aprendizaje del manejo del equipo cromatografico GC-MS.

Caracterizacién de los distintos plaguicidas en los cromatogramas obtenidos.
Optimizacion de las condiciones de extraccidn de los plaguicidas.

Determinacién de los porcentajes de recuperacién y efecto matriz para cada condicién
de optimizacion con el fin de establecer qué condiciones permiten obtener mejores
resultados y, con ello, mejores extracciones.

Preparacion de patrones de distintas concentraciones para obtener las
correspondientes lineas de calibrado en matriz.

Preparacion y analisis de muestras reales para obtener las correspondientes lineas de
calibrado.

Obtencion de resultados en cuanto a validez del método de extraccién para cada una

de las mieles.
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6. INSTRUMENTACION Y REACTIVOS

6.1. Equipo utilizado

El equipo utilizado es un cromatégrafo de gases Agilent Technologies series 7890 A. El equipo

presenta las siguientes partes:

- Bandeja de muestras Agilent Technologies G 2614 A con capacidad para 100 viales.

- Inyector automatico Agilent Technologies series 7683 B Series formado por una jeringa
de vidrio que puede recoger fracciones de muestra de hasta 5 L.

- Controlador de la temperatura del portal de inyecciéon, zona donde se produce la
volatilizacién de la muestra, y donde se puede trabajar en modo split o splitless.

- Horno con temperatura programable que permite establecer una rampa de
temperaturas en cuyo interior se encuentra la columna.

- Columna capilar Agilent J&W HP-5MS de dimensiones 30 m x 250 um x 0,25 um de
Agilent Technologies.

- Suministro de gas portador.

Figura 3. Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies series 7890 A acoplado a un detector de

espectrometria de masas Agilent Technologies 5975 C.
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El equipo utilizado para la deteccidn de los plaguicidas es un detector de espectrometria de
masas Agilent Technologies series 5975 C (inert XL EI/ClI MSD) con analizador de cuadrupolo

simple y fuente de ionizacién por impacto electrénico.

Tanto el cromatdgrafo como el detector son controlados desde el ordenador gracias a los

softwares Agilent MassHunter y Quantitative MassHunter respectivamente.

6.2. Equipos adicionales

- Balanza analitica EA-240 de Mettler Toledo (Darmstadt, Germany).
- Agitador oscilante Vibromatic de JP Selecta (Barcelona, Spain).

- Bafio de ultrasonidos H-D de JP Selecta (Barcelona, Spain).

- Ultracentrifuga 5810 de Eppendorf AG (Germany).

- Rotavapor R-3 de BUCHI (Switzerland).

- Bomba de vacio de Vacuubrand.

- Estufa de secado de Heraeus.

- Frigorifico/nevera de FAIRLINE.

- Destilador de agua Milli-Q + ELIX de Millipore.

Figura 4. Rotavapor R-3 de BUCHI.
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Micropipetas:
- Transferpette S de 100 uLy 1000 pL de BRAND.
- Transferpette S de 0,5 a 5 mL de BRAND.
- FINNPIPPETTE de 100 a 1000 pL de Thermo Electron Corporation.
- AccumaxPRO de 100 a 1000 puL de Drifton.
- LabMate de 20 a 200 pL de HTL.
Puntas de micropipeta de Agilent Technologies.
Tubos de polipropileno para centrifuga de 50 mL de CELLSTAR TUBES.
Embudos de decantacién de 100 mL de Labbox.
Vasos de precipitados de 100 mL de Schott Duran.
Probetas de 10 mLy de 100 mL de MBL Volumetrics.
Matraces aforados de 10 mL de Alamo.
Pesasustancias de Alamo.
Viales de vidrio con sus respectivos tapones de Agilent.
Material de laboratorio adicional: espatulas, frascos lavadores, pipetas de vidrio,

gradillas, varillas de vidrio, etc.

Figura 5. Conjunto de micropipetas utilizadas.
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6.3. Reactivos y disolventes

- Patrones de los siete plaguicidas utilizados en la preparacién de las lineas de calibrado
y el dopaje de muestra:
- Atrazina 99% de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Bromopropilato de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Clorfenvinfos de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Clorpirifos de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Cumafds de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- o-Endosulfan de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- t-Fluvalinato de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Patrones internos utilizados:
- Clorfenvinfos deuterado de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Clorpirifos deuterado de Dr. Ehrenstofer (Augburg, Germany).
- Acetato de etilo PESTIPUR de grado GC de Carlo Erba Reagents S.A.S.
- Ciclohexano PESTIPUR de grado GC de Carlo Erba Reagents S.A.S.
- Acetonitrilo PESTIPUR de grado GC de Carlo Erba Reagents S.A.S.
- Acetona de limpieza PESTIPUR de grado GC de Carlo Erba Reagents S.A.S.
- Agua ultrapura obtenida de la combinacién de la actividad de dos unidades de
purificacion (Milli-RO y Milli-Q) de Millipore (Bedford, MA, USA).
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Condiciones del analisis

En base a la experiencia del grupo investigador y después de unas pequefas adaptaciones,

se seleccionaron las siguientes condiciones:

- Condiciones del cromatégrafo
Las condiciones utilizadas en el cromatdgrafo fueron las siguientes:
- Columna capilar de reparto Agilent J&W HP-5MS (5% Fenil Metilpolisiloxano) con
unas dimensiones 30m x 250 pum x 0,25 pum.
- Volumen de inyeccion de 1 pL.
- Como gas portador se utilizdé Helio con un flujo de 1,2 mL/min.
- Inyeccion en modo splitless.
- Temperatura del portal de inyeccion de 280°C

- Gradiente térmico de tres rampas de temperatura de 60°C a 310°C.

- Post run de 5 minutos a una temperatura de 320°C

Tabla 10. Gradiente térmico empleado.

Pendiente (°C/min) Temperatura (°C) | Tiempo (min)
Inicialmente - 60 1
Rampa 1l 40 170 -
Rampa 2 10 310 0
Rampa 3 - 310 3

- Condiciones del detector
El detector acoplado al cromatégrafo de gases se trataba de un espectrometro de masas
cuya fuente de ionizacion era de impacto electrénico (El) proporcionando iones positivos
con relaciones m/z inferiores a las del ion molecular. El espectrémetro fue configurado
con una temperatura de la fuente de 230 °C y una temperatura de cuadrupolo de 150 °C.
Para cada plaguicida se utilizan tres iones de relacion masa-carga (m/z) distinta, el
mayoritario para la cuantificacion de cada analito en modo SIM y dos minoritarios para la
confirmacién en modo SCAN y apoyandonos también en la biblioteca del NIST (Instituto
nacional de estandares y tecnologia) como se puede observar en la siguiente figura donde

se muestra el espectro de masas para el t-Fluvalinato.
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Figura 6. Espectro de masas del t-Fluvalinato en que se observan los tres iones de m/z distinta.
Por otro lado, se muestra un cromatograma con todos los picos de interés relativos a los
plaguicidas en el que se pueden identificar los tiempos de retencidn de cada uno de ellos.
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Figura 7. Cromatograma en modo SIM de los siete plaguicidas en una concentracioén de 0,5 ppm.

A continuacion, se recogen en la Tabla 11 los iones seleccionados para cada plaguicida y

los tiempos de retencion.
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Tabla 11. Tiempo de retencién, m/z cuantificador y m/z de confirmacién de cada plaguicida.

Plaguicida t: (min) m/z cuantificador m/z confirmacion
Atrazina 7,810 200 215,173
Clorpirifos 9,720 197 315,258
Clorfenvinfos 10,47 267 329,270
a-Endosulfan 11,20 241 195,207
Bromopropilato 13,82 345 185,183
Cumafoés 15,62 362 226,109
T-Fluvalinato 17,39 250 207,181

7.2. Preparacion de patrones para las lineas de calibrado

Para poder realizar la cuantificacidon de los plaguicidas fue necesaria la obtencién de
lineas de calibrado de cada plaguicida. Para ello, se preparan una serie de patrones de los

plaguicidas en un intervalo entre 0,2 ppm vy 2 ppm.

Se comenzé preparando una disolucion patron de cada plaguicida de
aproximadamente 1000 ppm en ACN y en AcOEt:CgH12 50:50 (v/v). Las disoluciones se
prepararon por pesada de una cantidad de unos 10 mg de plaguicida llevados a un matraz
aforado de 10 mL enrasando con cada una de las mezclas de disolvente. A partir de estas
disoluciones se prepard una disolucién mezcla de 100 ppm de los siete plaguicidas para cada
uno de los disolventes tomando 1 mL de cada disolucion de 1000 ppm de cada plaguicida y
enrasando a 10 mL en un matraz aforado con el disolvente correspondiente. Finalmente, se
realizaron sucesivas diluciones a partir de la disolucion de 100 ppm para la obtencion de la

linea de calibrado en el intervalo de 0,2 ppm a 2 ppm.

La cuantificacidn se realizd siguiendo el método del patrén interno de manera que se
pudieran compensar interferencias generadas por la matriz, problemas generados por el
método de extraccidn o incluso errores instrumentales, es decir, el método nos permite
compensar errores aleatorios y sistematicos. Los patrones internos que se utilizaron fueron
patrones deuterados de Clorfenvinfos y Clorpirifos que se afiadieron a los patrones y muestras

en una concentracién de 0,1 ppm.

Una vez preparadas las disoluciones, se inyectaron en el cromatégrafo. A modo de

ejemplo, a continuacién se muestra un cromatograma para el patron de 0,5 ppm.
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Figura 8. Cromatograma en modo SIM de un patrén de 0,5 ppm: (1) Atrazina, (2) Clorpirifos, (3) Clorfenvinfos,
(4) a-Endosulfdn, (5) Bromopropilato, (6) Cumafos y (7) t-Fluvalinato.

Para la obtencidn de las lineas de calibrado de cada plaguicida se representd la relacion de
areas entre el analito y el patrén interno (Ai/Ap) frente a la concentracion obteniéndose una
recta con ajuste por minimos cuadrados. Esta representacion se realizé para cada uno de los

patrones internos (Clorpirifos y Clorfenvinfos deuterados).
- Clorpirifos

A titulo de ejemplo, en las siguientes figuras (Figura 9 y Figura 10) aparecen las

representaciones obtenidas para el Cumafds y el T-Fluvalinato.

Cumafos

- y=4,2202x - 0,2361
. R?=0,999

Relacidn de areas A,/A,
O R N WM UL OO 0O
|

0 0,5 1 1,5 2
Concentracion (ppm)

Figura 9. Linea de calibrado para el patron del Cumafos con el Clorpirifos como patrén interno.
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t-Fluvalinato

30 y =13,598x + 0,548
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Figura 10. Linea de calibrado para el patrén del t-Fluvalinato con el Clorpirifos como patrén interno.

A continuacidn, se presenta una tabla en la que se pueden observar los resultados de

las lineas de calibrado para cada uno de los plaguicidas.

Tabla 12. Pendiente, ordenada en el origen y coeficiente R? de la linea de calibrado correspondiente a cada

plaguicida en relacion con el Clorpirifos.

Ecuacion de la recta

Plaguicida Pendiente Ordenada R2
Atrazina 31,228 -0,1847 0,9992
Clorpirifos 13,078 -0,1942 0,9987
Clorfenvinfos 11,088 -0,3151 0,9991
a-Endosulfan 4,4802 0,1578 0,9981
Bromopropilato 0,116 -0,0046 0,997
Cumafoés 4,2202 -0,2361 0,999
T-Fluvalinato 13,598 0,548 0,9953
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- Clorfenvinfos

Aligual que con el Clorpirifos, en las siguientes figuras (Figura 11y Figura 12) aparecen

las representaciones obtenidas para el Cumafds y el T-Fluvalinato.

Cumafos

. y = 4,1075x - 0,3064
i R? = 0,9982

Relacién de areas A/A,
O R N WA UL OO NN OO
|

0 0,5 1 1,5 2
Concentracién (ppm)

Figura 11. Linea de calibrado para el patrén del Cumafés con el Clorfenvinfos como patron interno.

t-Fluvalinato

30 y =13,25x + 0,2288
R?=0,9983

20 -

10 -

Relacién de dreas A,/A,
=
u
|

0 T T T T
0 0,5 1 1,5 2

Concentracion (ppm)

Figura 12. Linea de calibrado para el patrén del t-Fluvalinato con el Clorfenvinfos como patrén interno.
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Asimismo, se presenta una tabla en la que se pueden observar los resultados de las

lineas de calibrado para cada uno de los plaguicidas.

Tabla 13. Pendiente, ordenada en el origen y coeficiente R? de la linea de calibrado correspondiente a cada
plaguicida en relacion con el Clorfenvinfos.

Ecuacion de la recta

Plaguicida Pendiente Ordenada R2
Atrazina 30,428 -0,8325 0,9994
Clorpirifos 12,737 -0,4532 0,9997
Clorfenvinfos 10,795 -0,522 0,9999
a-Endosulfan 4,367 0,053 0,9997
Bromopropilato 0,1129 -0,0067 0,9983
Cumafés 4,1075 -0,3064 0,9982
T-Fluvalinato 13,25 0,2288 0,9983

Como se puede observar los resultados que se obtuvieron empleando como patrén
interno Clorfenvinfos deuterado o Clorpirifos deuterado son practicamente analogos por lo
gue se decidié emplear Unicamente el Clorfenvinfos deuterado.

7.3. Optimizacién

A partir de la bibliografia consultada se seleccion6 como método para el aislamiento
de los compuestos de interés la extraccién liquido-liquido debido a que es un método simple

y econémico.

Para la optimizacién de la extraccién de los plaguicidas de una matriz de miel se
tuvieron en cuenta tres variables principalmente: proporcion de disolvente, utilizacién de
sales de secado y cantidad utilizada y tiempo de agitacion. En la figura siguiente podemos

observar un esquema visual de las variables de optimizacién.
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VARIABLES DE OPTIMIZACION

|

[ | |

Proporcién disolvente Sales Tiempo de agitacion
I
r l| 1 f 1 r % 1
20:80 50:50 80:20 Con Sin 5 10’ 15’
|
I |
0,5 g MgS0,4 1gMgSO,4+ ]
Elegido +0,5 g NaCl 0,5 g NaCl Elegido Elegido

Figura 13. Esquema de las variables de optimizacion.

Una vez que se tuvieron claras las variables que se iban a tener en cuenta en el estudio
de optimizacidn se comenzé con la evaluacién de cada una de ellas manteniendo fijas las otras

dos variables para un estudio mas sencillo y fiable de la variable elegida.

En todos los casos se tomaron 5 g de miel, a los que se afadié una concentracién de 1
ppm de la mezcla de los siete compuestos objeto de estudio, disueltos en 10 mL de agua y se

emplearon 10 mL de disolvente extractante.

Ala hora de seleccionar cada una de las variables se tuvo en cuenta tanto el porcentaje

de recuperacién como el efecto matriz.

En primer lugar, se procedid a estudiar la influencia de la proporcién de AcOEt:CeH12
que pudiera ejercer sobre dicha recuperacion. Se ensayaron tres proporciones de la mezcla
extractante que fueron: 20:80, 50:50 y 80:20 (v/v) de AcOEt:CeH12. Se inicid el estudio
utilizando una proporcion 20:80 (v/v) de AcOEt:CsHi12. A continuacidn, se comprobaron los
resultados para una proporcién 50:50 AcOEt:CeH12 y finalmente, para una proporcion 80:20
de AcOEt:CsHi2. Los mejores resultados en cuanto a recuperacion (cercanos al 100%) se
obtuvieron con el uso de la proporcion 50:50 de AcOEt:CsH12 como disolvente extractante. Por
lo tanto, se selecciond dicha proporcion para su utilizacidon en los siguientes pasos de

optimizacién.

La siguiente variable que se estudio fue la utilizacidn de sales para eliminar el agua que
pudiera quedar en la fase organica y favorecer el proceso de salting out. Como sales se
utilizaron MgS0a4 y NaCl que se anadieron en distintas cantidades. A su vez, se compararon los
resultados con la experiencia en la cual no se afiadian sales. Las cantidades de sales empleadas
fueron: 1 g MgS0O4+ 0,5 g NaCl; 0,5 g MgS04+ 0,5 g NaCl y finalmente se probd a no hacer uso

ni de MgS04 ni de NaCl. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

36



Tabla 14. Resultados de % R y % ME para cada uno de los plaguicidas a cada cantidad de sales utilizando

como patron interno Clorfenvinfos deuterado.

1 g MgS04+ 0,5 g MgS04 + )

0,5 g NaCl 0,5 g Nacl Sin sales
Plaguicida %R % ME % R % ME %R % ME
Atrazina 106,7 80,6 109,3 84,5 107,8 91,3
Clorpirifos 108,2 78,7 104,3 85,6 102,1 95,0
Clorfenvinfos 105,3 94,1 108,4 84,5 104,9 86,1
a-Endosulfan 105,9 81,9 108,1 85,8 105,1 88,4
Bromopropilato 109,3 92,9 104,5 85,9 101,5 80,1
Cumafés 104,8 102,0 113,5 93,1 108,5 97,2
T-Fluvalinato 97,3 117,9 93,1 91,7 109,8 92,4

De la observacion de los resultados que se obtuvieron se pudo concluir que la adicién

de sales no favorecia ni el porcentaje de recuperacién ni el efecto matriz por lo cual se decidié

la eliminacion de sales.

Por ultimo, se estudié la influencia que ejercia el tiempo de agitacién sobre la

recuperacién de los compuestos. Se estudiaron tres tiempos de agitacion: cinco, diez y quince

minutos.

Tabla 15. Resultados de % R para cada uno de los plaguicidas a cada tiempo de agitacion utilizando como

patron interno el Clorfenvinfos deuterado.

5 minutos 10 minutos 15 minutos

Plaguicida %R %R %R
Atrazina 101,89 106,8 105,8
Clorpirifos 82,426 103,1 104,1
Clorfenvinfos 88,06 105,9 104,9
a-Endosulfan 82,592 104,1 103,8
Bromopropilato 73,927 101,0 100,9
Cumafods 85,25 108,5 108,0
t-Fluvalinato 53,106 108,8 107,8
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De los resultados que se obtuvieron se dedujo que la utilizacidon de cinco minutos de
agitaciéon proporcionaba recuperaciones bajas fundamentalmente para el caso del t1-
Fluvalinato mientras que la utilizacién de quince minutos no provocaba variaciones
sustanciales con respecto a los resultados obtenidos con diez minutos. Por lo tanto, se

seleccioné un tiempo de agitacion de diez minutos.

Por lo que el tratamiento que se propone para el andlisis de los siete analitos en

muestra de miel es el que se muestra en la siguiente figura.
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EXTRACCION LiQuiDO-LiIQUIDO

[ Pesar 5 g de muestra en un vaso de precipitados ]

MIX pesticidas

( Afiadir 20 pL de patrdn de 100 ppm ] 51| [ Aftadir 10 mL de agua MilliQ ]

[ Agitar en ultrasonidos hasta completa disolucién con una varilla de vidrio ]

l

[ Aftadir la disolucién a un embudo de decantacién ]

-
Lavar el vaso de precipitados con

=== 10 mL de disolvente orgénico y

afiadir al embudo de decantacion

=

( Agitar el embudo de decantacién durante 10 minutos en Vibromatic a méxima potencia ]

I
[ Decantar la fase acuosa ]=

l

[ Decantar la fase orgdnica en un tubo Falcon de 50 mL ]

l

Centrifugar durante 5 minutos a 5000 rpm ]

l

[ Tomar 5 mL del sobrenadante y se llevan a un matraz de fondo redondo ]

|

—

[ Concentrar en el rotavapor a 65°C ]
[ Reconstituir con 1 mL de disolucién de 0,1 ppm de patrén interno en AcOEL:CgHy ]

© o Andlisi "
[ Llevar a un vial de vidrio Jm.’ equiposc.:c.;:ns }

Figura 14. Esquema general de trabajo.
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7.4. Obtencidén de lineas de calibrado en matriz

El siguiente paso fue la obtencidn de las lineas de calibrado en matriz y estudiando al
mismo tiempo si existia efecto matriz. Para ello, se procedié a la preparacion de una serie de
muestras de miel de romero a las cuales se les afiadieron concentraciones conocidas y

variables de la mezcla patrén de los siete compuestos objeto de estudio en el intervalo de 0,2

ppm a2 ppm.

En la siguiente figura se puede observar el cromatograma para la muestra tratada

haciendo el dopado con patrones antes de proceder a la extraccién.

x104 |+ TIC SIM Muestra dopada antes 280220-2.d
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Figura 15. Cromatograma en modo SIM de una muestra dopada antes: (1) Atrazina, (2) Clorpirifos, (3)

Clorfenvinfos, (4) a-Endosulfdn, (5) Bromopropilato, (6) Cumafés y (7) t-Fluvalinato.

Por otro lado, se prepararon muestras de miel a las cuales no se les afiadid la mezcla
patron de los compuestos para posteriormente, y después de ser sometidas al método de
extraccién, reconstituir dichas muestras con 1 mL de la mezcla de los patrones en el mismo
intervalo de concentraciones (entre 0,2 y 2 ppm) junto con el patrén interno en la

concentracion establecida (0,1 ppm).

La siguiente figura muestra el cromatograma para la muestra tratada y dopada al

reconstituir.
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Figura 16. Cromatograma en modo SIM de una muestra dopada después: (1) Atrazina, (2) Clorpirifos, (3)

Clorfenvinfos, (4) a-Endosulfdn, (5) Bromopropilato, (6) Cumafos y (7) t-Fluvalinato.

También se prepard una muestra de miel que actuara como blanco, es decir, una

muestra en la que en ningln momento se afiadié patrones.

De los cromatogramas que se obtuvieron se calcularon las relaciones de areas que se
representd frente a la concentracion para la obtencion de la linea de calibrado. Al igual que
en la linea de calibrado para los patrones, a continuacidon se muestra una representacién para

el Cumaféds y para el t-Fluvalinato (Figura 17 y Figura 18 respectivamente).

Cumafas
40 - y=17,523x+0,1146
2 _
<35 - R*=0,9982
~
< 30 -
w
g 25 4
S 20 -
©
c 15 -
0
S 10 -
)
3 ]
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Concentracion (ppm)

Figura 17. Linea de calibrado para la miel de romero del Cumafos.
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t-Fluvalinato
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Figura 18. Linea de calibrado la miel de romero del t-Fluvalinato.

Los resultados de las lineas de calibrado se recogen en una tabla a continuacion.

Tabla 16. Pendiente, ordenada en el origen y coeficiente R? de la linea de calibrado correspondiente a cada
plaguicida para la miel de romero.

Ecuacion de la recta

Plaguicida Pendiente Ordenada R?
Atrazina 22,748 -0,3186 0,9984
Clorpirifos 9,6769 -0,1458 0,9986
Clorfenvinfos 19,576 -0,8198 0,9985
a-Endosulfan 2,9981 0,0998 0,9981
Bromopropilato 0,1684 -0,0074 0,9989
Cumafés 17,523 0,1146 0,9982
t-Fluvalinato 27,388 -4,111 0,9966

Del estudio se puede extraer que el intervalo de confianza de las pendientes se
superpone con los del calibrado en patréon de lo cual se deduce que se puede realizar la
cuantificacion mediante el calibrado en patroén.
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Por otro lado, se puso en evidencia la existencia o no del efecto matriz para lo cual, a

partir de los resultados que se obtuvieron, se evalué la presencia de dicho efecto utilizando la

siguiente relacion.

Figura 19. Ecuaciones de porcentaje de efecto matriz (%ME).

% ME =

(*ap),,

A.
( AP)PATR()N

X 100

Los resultados que se obtuvieron se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 17. Recuperacién del contenido en mg/kg de los plaguicidas estudiados en la miel de romero utilizando

como patron interno el Clorfenvinfos deuterado.

Patron interno: Clorfenvinfos deuterado

(1

(me/ke) Atrazina | Clorpirifos | Clorfenvinfos | a-Endosulfan | Bromopropilato Cumafés t-Fluvalinato
0,396 | 0,337 0,342 0,380 0,319 0,373 0,343 0,328
0,973 1,07 1,07 1,05 1,07 1,05 1,05 0,882

1,97 1,93 1,93 1,88 1,96 1,90 1,93 1,83
2,98 2,97 2,96 2,96 2,97 2,97 3,01 3,00
3,89 3,90 3,91 3,93 3,89 3,92 3,88 3,97

Como se deduce de la tabla anterior, no hay evidencia de efecto matriz posibilitando,

por lo tanto y tal y como se comentd anteriormente, el poder realizar la cuantificacién con los

calibrados en patrén.
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Se realizd un estudio totalmente analogo al realizado con la miel de romero utilizando

una miel de distinto origen floral, en concreto, una miel multifloral.

El siguiente cromatograma muestra de miel multifloral a la que se ha afiadido una

cantidad de MIX de los siete compuestos de 0,5 ppm.

x104 |+ TIC SIM Muitifioral 0.5 PPM 11-03-20.d
2

194 (1)
18-
174
161
151
141
13-
121
1.1

(6)

14
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0.6 (4)
0.5

71
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4 3)

04
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 20. Cromatograma en modo SIM de una muestra de miel multifloral de 0,5 ppm: (1) Atrazina, (2)

Clorpirifos, (3) Clorfenvinfos, (4) a-Endosulfdn, (5) Bromopropilato, (6) Cumafés y (7) t-Fluvalinato.

Al igual que con la miel de romero, se realizé una linea de calibrado para un rango de
concentraciones entre 0,2 ppm y 2 ppm. Asimismo, de los cromatogramas que se obtuvieron
se calcularon las relaciones de areas que se representaron frente a la concentracidn para la
obtenciéon de la linea de calibrado. A modo de ejemplo, a continuaciéon se muestra una
representacion para el Cumafds y para el t-Fluvalinato (Figura 21 y Figura 22

respectivamente).
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Figura 21. Linea de calibrado para la miel multifloral del Cumafos.
t-Fluvalinato
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Figura 22. Linea de calibrado la miel multifloral del t-Fluvalinato.

Los datos de todas las pendientes, ordenadas en el origen y coeficientes R? para cada

uno de los plaguicidas se recogen en la siguiente tabla.
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Tabla 18. Pendiente, ordenada en el origen y coeficiente R? de la linea de calibrado correspondiente a cada
plaguicida para la miel multifloral.

Ecuacion de la recta

Plaguicida Pendiente Ordenada
Atrazina 23,796 0,5408 0,9955
Clorpirifos 10,252 0,2035 0,9984
Clorfenvinfos 18,711 0,0512 0,9962
a-Endosulfan 2,5529 -0,0129 0,9974
Bromopropilato 0,1453 -0,005 0,9989
Cumafés 17,13 0,5728 0,9975
t-Fluvalinato 23,585 -1,9324 0,9925

En cuanto al estudio del efecto matriz, se siguioé el mismo procedimiento que para la

miel de romero obteniéndose los resultados que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 19. Recuperacién del contenido en mg/kg de los plaguicidas estudiados en la miel multifloral utilizando

como patron interno el Clorfenvinfos deuterado.

Patron interno: Clorfenvinfos deuterado
(mg[ikg) Atrazina | Clorpirifos | Clorfenvinfos | a-Endosulfan | Bromopropilato | Cumafés | t-Fluvalinato
0,393 | 0,391 0,386 0,395 0,383 0,401 0,398 0,383
0,994 1,06 1,04 1,05 1,05 1,04 1,04 0,932
1,98 2,02 2,04 2,03 1,97 1,98 2,02 1,94
3,00 3,01 3,03 3,09 3,09 3,03 3,01 3,05
3,99 3,89 3,94 3,90 3,95 4,04 3,93 4,01

Como se desprende de los resultados, los valores obtenidos son comparables a los de la

miel de romero.
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. CONCLUSIONES

X/
L X4

Se ha desarrollado un método para la determinacién de siete plaguicidas en muestras
de miel de distinto origen floral empleando la extraccion liquido-liquido utilizando

como mezcla extractante AcOEt:CgH1a.

La proporcion de disolvente mas adecuada para realizar la extraccidn resultd ser la
mezcla constituida al 50:50 (v/v) de AcOEt:CgH12.

La utilizacién de MgS04y NaCl como sales de secado no mejoré el procedimiento por

lo cual se decidié no usarlas.

Se estimé que el tiempo de agitacién mds adecuado para el proceso era de 10 minutos.

El método que se propone se aplicé a dos muestras de miel de distinto origen floral:
romero y multifloral proporcionando porcentajes de recuperacién muy adecuadas
(préximos al 100%) y se comprobd la ausencia de efecto matriz. Por ello, se puede

realizar la cuantificacidn en dichas mieles con calibrado en patrones.
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9. ABREVIATURAS

- TESEA = Laboratorio de Técnicas de Separacion y Analisis Aplicado

- GC = Cromatografia de gases

- MS = Espectroscopia de masas

- El = lonizacién de impacto electrénico

- Cl =lonizacién quimica

- MSD = Detector selectivo de masas

- PESTANAL® = Patrdn para analisis de pesticidas

- PESTIPUR = Pureza compatible con el andlisis de pesticidas

- ppm = Partes por millén

- ACN = Acetonitrilo

- HO=Agua

- AcOEt = Acetato de etilo

- CeH12 = Ciclohexano

- A= Area del pico de la muestra

- Ap = Area del patrén interno

- QuEChERS = Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (Rapido, Facil, Barato,
Efectivo, Robusto y Seguro).

- rpm = Revoluciones por minuto

- % R =Porcentaje de recuperacion

- % ME = Porcentaje de efecto matriz

- UE =Unidén Europea

- PPPs = Plant Protection Products, Productos para la proteccion de plantas

- MRL = Maximum Residue Level, Nivel maximo de residuo

- TIC = Total lon Chromatogram (Cromatograma de iones totales)

- NIST = Instituto nacional de estandares y tecnologia
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