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RESUMEN

La utilizacién de cera estampada favorece el trabajo de las abejas a la hora de construir los
panales, ahora bien, hay una constancia generalizada de que en la mayoria de los casos esas
ldminas de cera llevan unas cantidades preocupantes de residuos de xenobidticos y en
particular de los compuestos empleados contra Varroa, es por ello que se hace necesario
controlar la calidad de las ldminas que se introducen en la colmena. Actualmente hay algunos
fabricantes que suministran laminas descontaminadas mientras que también en el comercio
se siguen encontrando ldminas con residuos. Ademas de los problemas que pueden originar
en las abejas existe el problema anadido de que pueden migrar a la miel contaminandola y

creando un problema de seguridad alimentaria.

Con este trabajo se ha iniciado un estudio acerca de la posible migracién de acaricidas desde
la cera estampada a la miel, para ello se ha seleccionado el cumafos por ser uno de los
acaricidas encontrados en mayores cantidades y con mucha frecuencia en las laminas
actualmente en el mercado. Se ha disefiado una experimentacién consistente en poner en
contacto cera descontaminada y cera contaminada con miel con agitacion y temperatura
constante y examinando a lo largo del tiempo los residuos presentes en ambas matrices. Los
analisis se han efectuado por cromatografia de gases con deteccidon por espectrometria de
masas. El aislamiento de los compuestos ha implicado el empleo de extracciones liquido-
liquido y el empleo de sorbentes especiales para eliminar los lipidos presentesen la cera que

provocan unos efectos de matriz notables.

Se comprueba que la transferencia existe sobre todo cuando se utilizan ldminas con

contenidos elevados del acaricida.



SUMMARY

The use of laminated wax sheets favors the work of the bees when constructing the combs,
howeverthere is a generalized evidence that in most cases these sheets of wax carry worrying
amounts of xenobiotic residues and in particular of the compounds used against Varroa, which
is why it is necessary to control the quality of the sheets that are introduced into the hive.
Currently, there are some manufacturers that supply decontaminated films, while films with
residues are still found in commerce. In addition to the problems that can originate in bees,
thereis the added problem that they can migrate to the honey, contaminating it and creating
a food safety problem.

With this work, astudy has been started on the possible migration of miticides from laminated
wax to honey, for this; coumaphos has been selected because it is one of the compounds
foundin greater quantities and with much frequency in the sheets currently in the market. An
experiment has been designed consisting of putting decontaminated wax and wax
contaminated with honey in contact, with stirring and constant temperature and examining
the residues present in both matrices over time. The analysis was carried out by gas
chromatography with detection by mass spectrometry. The isolation of the compounds has
involved the use of liquid-liquid extractions and the use of special sorbents to eliminate the
lipids present in the wax that cause remarkable matrix effects.

It is found that the transfer exists especially when using sheets with high contents of the
acaricide.
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Estudios de migracion de acaricidas desde la cera estampada a la miel

1.-INTRODUCCION

La abeja melifera tiene un papel crucial en la agricultura y en el ecosistema global al polinizar
las plantas, al mismo tiempo que proporciona productos con alto valor econdmico.
Globalmente ese valor se ha estimado en aproximadamente 300 mil millones de ddlares por
lo tanto un punto esencial es intentar su bienestar y conservacién. No obstante, en esta
centuria se ha observado a nivel mundial una desaparicion progresiva de estos insectos
atribuyéndose a multiples factores tales como la exposicidon a los plaguicidas, patégenos,
pardsitos y degradacién del habitat natural. Entre esos factores, a los que deberia afiadirse
también el inadecuado manejo de las colmenas, se da una gran importancia al impacto de los
plaguicidas ya sean provenientes de su actividad pe coreadora como a los propios tratamientos
de la colmena, muchas vecessin la prescripcion de los veterinarios.

En la actualidad hay una inquietud muy seria por la propagacion de Varroay Nosema, por los
tratamientos que para su mitigacion se efectian y por la resistencia de esos patégenos a
dichos tratamientos, empleandose en la mayoria de los casos el tau-fluvalinato y mucho mas
recientemente cumafos. No obstante, la contribucién relativa de esos plaguicidas en la
pérdida de las colonias de abejas todavia no se conoce.

En diversos estudios que se han realizado en nuestro grupo se ha podido constatar que la
mayor parte de los plaguicidas frecuentemente encontradosy en particular los dos miticidas
sefialados tienden a concentrase en la cera y no desaparecen de ésta con los tratamientos
habituales de limpieza con agua a altas temperaturas por lo que, al reutilizar esa cera para
fabricar ldminas, se mantienen en ellas en concentraciones apreciables. Como esas laminas,
tres o cuatro por colmena, se introducen en todas las campafias resulta que se esta poniendo
en contacto a las abejas con unas sustancias téxicas que al mismo tiempo pueden estar
presentesenlos productos de la colmena y en particular enla miel.

Se hace pues necesario conocer el grado en que pueden transferirse esos compuestos desde
la cera a la miel. Hay pocas referencias al respectoy, podria decirse, con escaso rigor cientifico
puesto que no se suelen detallar ni cantidades ni modo de operar, por ello en este trabajo se
ha iniciado una linea de investigacién para poder llegar a conocer de un modo mds adecuado
esa migracion. Puesto que en los ultimos analisis sobre laminas de cera comercializadas en
nuestro Pais se ha observado una tremenda diferencia entre los contenidos de residuos, se ha
decidido emplear una cera altamente contaminada y otra descontaminada, que se ha

empleado como blanco y como matriz para hacer adiciones de cantidades conocidas, en
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ambos casos se afiade una cantidad adecuada de miel, previamente analizada, y se dejan en
contacto en un agitador-incubador durante un tiempo prolongado y con diferentes
condiciones de temperatura y agitacion.

Tanto las muestras de cera como la miel han sido monitorizadas para conocer el contenido en
cumafos, lo cual se ha llevado a cabo aplicando procedimientos de aislamiento/limpieza
basados en extraccién liquido-liquido y con elempleo de sorbentes especificos, para solventar
el problema del contenido lipidico de las ceras. Posteriormente se han detectado y
cuantificado empleando cromatografia de gases con deteccion de espectrometria de masas
de cuadrupolo simple.

Los resultados de este estudio inicial muestran que obviamente la cantidad presente
inicialmente en la cera influye sustancialmente en la transferencia a la miel, lo cual sugiere
gue en el futuro deben contemplarse las diferentes posibilidades teniendo en cuenta que la

calidad de las laminas estremendamente diferente.



Estudios de migracion de acaricidas desde la cera estampada a la miel

2.-ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS Y SITUACION DEL TEMA

Las abejas son los principales polinizadores y juegan un papel crucial en la produccién de
alimentos, de manera que cerca de un tercio de los cultivos del mundo dependen
directamente de la polinizacién natural de estas especies; a lo que, ademads, y entre otros
muchos aspectos de beneficio, debe anadirse su papel en el mantenimiento de la
biodiversidad [1]. Debido a esto se hace fundamental su cuidado, asegurando su buen
desarrollo y el tratamiento de las colmenas por parte de los apicultores.

Lamentablemente, a nivel mundial se ha apreciado una progresiva disminuciéon del nimero
de individuos y colmenas [2]. Este fendmeno que se denomind como “Sindrome de
Despoblamiento” ha originado una gran preocupacion tanto socioecondmica como
medioambiental, y a dia de hoy ha motivado un gran ndmero de estudios y publicaciones
relacionados con el tema, incentivando ademas la actividad de numerosas asociaciones vy
fundaciones, que tienen como objetivo principal el sensibilizar a la opinidn publica y a las
instituciones acerca de la importancia de las abejas, difundiendo conocimientos mediante
acciones de investigacidon, divulgacion y educacidon, que contribuyan a su proteccion vy
conservacion.

Los factores mas influyentes afectando a la salud de los polinizadores estan relacionados con
enfermedadesy parasitos, con el cambio climatico y con practicas agricolas mas amplias que
no han estado reguladas adecuadamente. Muchos apicultores coinciden en que el acaro
ectoparasito invasivo Varroa destructor y el microsporido Nosema ceranae [3] son los dos
principales vectores que producen danos directos a las colonias de las abejas, surgiendo la
necesidad de practicas veterinarias que mediante el empleo de acaricidas como el cumafosy
otros productos, puedan controlar a estos parasitos [4].

El cumafos al igual que la mayoria de los acaricidas son moléculas orgdnicas de caracter
predominantemente lipofilico, lo que hace que tengan una gran tendenciaa quedar en la cera
[5]. Esta cera se recoge, se purifica y recibe usos muy diversos entre los que destaca la
fabricacion de laminas para la introduccidn en las colmenas con el objetivo de facilitar la labor
de las abejas. Si esa cera tiene residuos de xenobidticos supondra un grave problema para las
larvas, nodrizas y adultas de la colmena. Cuantos mas ciclos de reutilizacidon sufrala cera mas
problemas origina, puesto que, estos compuestos no se eliminan correctamente en los
procesos de limpieza que se llevan a cabo fundiendo la cera (tienen una alta estabilidad y

pueden resistir la temperatura de fusidon de limpieza de la cera), lo que hace que puedanir
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acumulandose durante mucho tiempo y su concentracién vaya en aumento [6]. Desde la
aprobacion del uso de cumafos (2007 en Espaia), su presencia y cantidades han ido
aumentando notablemente estando presente en un porcentaje superior al 85% en las
colmenas de nuestro Pais [4]. Por ahora solo la destruccion total de la cera por quemado
parece ser la forma de eliminar totalmente estos residuos, siendo asi de gran interés el
encontrar otras operaciones de limpieza efectivas que sean menos drasticas. Asi han ido
surgiendo alternativas naturales como el tratamiento de las muestras de cera con carbdn
activo y tierra de diatomeas que elimina una buena parte de los residuos de tratamientos [7].
Aungue no son tantos los estudios acerca de la migracidon de los acaricidas de la cera a la miel,
este tema ha ido convirtiéndose en una preocupacidon creciente debido a que no solo
contribuyen a disminuir las propiedades beneficiosas de la miel, sino que, si estan en
cantidades significativas pueden suponer una amenaza en la salud humana.

El profesorBogdanov, que esuna de las autoridades mundiales sobre el tema, ya insistié hace
afos en los peligros de los residuos de acaricidas en la colmena [8, 9], sefialando que en la
usual limpieza de las ceras hirviendo con agua el nivel de residuos final es casi dos veces mas
alto que antes de que fuese fundida, y que cuanto mas tiempo se hierve mas se enriquece la
cera en residuos. Esto mismo fue confirmado por Wallner que senald la excesiva presencia de
acaricidas en cera y los riesgos que esto tenia para la vida de la colmena [10]

Sobre este tema hay articulos mas recientes, por ejemplo, el andlisis llevado por Bogdanov en
2004 de residuos en mieles y ceras de origen suizo [11], que sirven como aviso ante una
posible migracién de los mismos desde la cera a la miel, lo que puede hacer que ciertos
compuestos que no deban estar presentes en alimentos y sean perjudiciales para la salud
humana acaben encontrandose.

En otros paises como Francia los datos son igual de preocupantes reflejando que el 69% de las
muestras de cera estan contaminadas, pero esta vez atribuyen la mayor causa a los
tratamientos directos sobre la colmena, [12] se concluye que al entrar en contacto con estos
plaguicidas se reduce la longevidad de la abeja adulta, y las larvas pueden llegar a no
desarrollarse, ademas de que se incrementa la susceptibilidad a Nosema.

En un amplio estudio realizado durante diez afos en Italia [13] se confirma también la
presencia de residuos en las ceras. La mayoria corresponden a acaricidas y se atafie la
presencia de estos compuestos con el tratamiento directo sobre las colmenas junto con la

propia contaminacion introducida en la labor de las abejas sobre campos con residuos.
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De esta manera queda reflejadala presencia de residuos en cera y la transferencia potencial
gue desde dentro de la colmena puede lograrse de estos contaminantes a los diferentes
productos que presenta. Aunque es de interés el conocer el movimiento, la migracion y
disipacion de estos compuestos en la colmena no hay demasiados estudios acerca de ello. El
mas comentado es el de Kochanski [14] que corrobora experiencias ya expuestas en 1992 por
Wallner que anunciaba una transferencia de Cumafos desde la cera a la miel en elevadas
concentraciones. También, empleando una metodologia mas detallada el grupo del profesor
Reybroeck [15] examina la posible transferencia desde una cera que contaminan con
sulfametacina a la miel, logrando detectar valores de transferencia de un 30 % de la cantidad
inicial. En una experimentacidon muy similar mds recientemente se ha mostrado la
transferencia de nitroimidazoles desde la cera a la miel donde a su vez son persistentesy
resulta que esos compuestos no estan autorizados en Europa para el tratamiento de Nosema

[16].

2.1.-La miel

Es un producto de la colmena que se emplea desde los origenes del ser humano, siendo ya
referenciada en pinturas rupestresy siendo nombrada en multitud de libros como la Biblia, el
Coran, etc. Sus usos eran muy diversos, pero sobre todo se empleaba como alimento y en
medicina en la cura de heridas.

Segun el diccionario de la lengua espafiola, la miel es una sustancia viscosa, amarillenta y muy
dulce que producen las abejas. Estd compuesta principalmente por:agua (entreel15y el 19%)
e Hidratos de carbono (Fructosa, Glucosa y en menor medida maltosa y sacarosa). Ademas,
presentavitaminas Ay B6, acidos organicos, acidos minerales y aminoacidos esenciales.

La diversidad en el tipo de mieles esta relacionada con las flores sobre las que la abeja extrae
el néctar, que mas adelante tratan y convierten en miel. Principalmente se distinguen dos
tipos de mieles: Monofloral y Multifloral. La diferencia es muy sencilla, siendo la monofloral
aquel tipo de miel enla que predomina untipo de flor sobre elresto. Podemos encontrar miel
de Romero, Eucalipto, Brezo, Espliego, Tomillo, Azahar, entre otras. Por otra parte, la miel
multifloral esaquella que tiene una amplia combinacién de flores y ninguna predomina sobre
el resto, popularmente es conocida como Miel Mil Flores. Dependiendo su procedencia las

mieles tendran diferentes caracteristicas de sabor, color, aroma, etc.
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2.2.-La cera

La cera es el material con el que las abejas construyen sus celdillas. Es producida porlas abejas
meliferas jévenes que la segregan como liquido a través de sus glandulas. Al entrar en
contacto con el aire, la cera se endurece y forma pequefias escamillas de cera, siendo un
millén el nimero de escamillas necesarias para obtener aproximadamente un kilogramo de
cera. Las abejas la utilizan para construir las celdillas hexagonales de sus panales, donde
conservan la miel y el polen; la reina deposita en ellas sus huevosy las nuevas abejas se crian
en su interior.

La cera de la Apis mellifera ha sido separada en mas de 300 componentes entre los que cabe
destacar: agua e impurezas minerales (1-2%), monoésteres de acidos céreos, hidroésteres,
diésteres vy triésteres (71%), colorantes (0.3%), esteres de colesterillo (1%), lactonas (0.6%),
acidos céreos libres (13.5-14.5 %) e hidrocarburos (10.5-13.5 %).

El puntode fusidén de la cera estd comprendido entre 62 - 65 °Cy los valores de densidad entre
0,939 y 0,987 g/mL. Es insoluble en agua y alcohol frio, parcialmente soluble en alcohol
caliente y éter, y soluble en grasas calientes, aceites estéricos, benceno caliente y cloroformo.
La cera de abejas tiene diversas aplicaciones, destacando en: industria (barnices, velas,
impermeabilizantes, etc.), cosmética (ingredientes de lapices labiales, cremas depilatorias),
apicultura (para el habitat de las abejas en forma de cera estampada) y otras como pueden
ser en la industria farmacedtica.

La calidad de la cera de las abejas se reflejaa partir de su pureza y su color. La de color claro
tiene un valor superior a la de color oscuro, ya que una tonalidad mas oscura normalmente es
motivo de contaminacion. La mas fina se extrae de la fundicidn de las capas de cera con la que
estosinsectos cubrenla miel cuando esta ensu punto. Esta nuevaceraes puray blanca, siendo
el color amarillento debido a la presencia de polen. Por ello, para elaborar la cera se debe
partir siempre de la obtenida de los opérculos. La purificacién de la cera se realiza en equipos
derretidores donde se introducen los panalesy se funden. Lo mas habitual es el tratamiento
con agua hirviendo y sucesivos tratamientos con hidréxido de sodio y acido sulfurico, lavados
repetidamente con agua y posteriormente decoloracién con peréxido de hidréogeno para su
uso en la industria. De esta manera nos aseguramos que gran cantidad de contaminantes de
naturaleza similar sean eliminados. Una vez que la cera esta limpia y enfriada, se vuelve a

fundir para homogeneizarla y se lleva a la laminadora donde se extiendeny se forman las finas
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ldminas de cera de unos 2 o 3 milimetros de espesor, que finalmente se introduce enla prensa

estampadora para que quedenimpresas las celdillas hexagonales (Figura 1).

£ e .

Figura 1. Ldminas de cera estampada de distinta calidad

2.3.-Estudio de la migraciéon de xenobidticos

Como ya se ha comentado, el empleo de ldminas de cera estampada es una practica muy util
en el dmbito de la apicultura comercial. Estos panales de cera actian como almacén y soporte
de los alimentos de la colmena y es en ellos donde se alojan y desarrollan las crias de abeja. El
reciclaje [17] y reutilizacién de estas hace que se incremente la acumulacién de los residuos
guimicos y, debido al intimo y estrecho contacto que hay enelinterior de la colmena, pueden
transferirse de la cera a la miel.

La tendencia de los plaguicidas a repartirse y acumularse enlos productos de la colmena esta
asociada a la capacidad delcompuesto para interactuar con las matrices de la colmena, lo cual
esta condicionado por determinadas propiedades fisicoquimicas del plaguicida como son la
solubilidad en agua, la presidon de vapor, la estructura molecular, los valores de pKay la lipofilia
[18, 19].

Diversos estudios han evidenciado que la cera de las abejas constituye un importante
reservorio de plaguicidas lipofilicos, mientras que la miel ha demostrado estar menos
contaminada de estos debido a su naturaleza acuosa. Sefialan que los compuestos lipofilicos
pueden solubilizarse en la miel al interactuar con las proteinas y aceites esenciales
solubilizados, y que el contenido de agua contribuye a la inestabilidad de estos compuestos

debido a procesos hidroliticos y oxidativos. Cuando se extrae la miel del panal de cera también
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se extraen diminutas particulas de cera no visibles a simple vista, de manera que si no se
realiza un filtrado adecuado al tamafio de las particulas permaneceran en la miel y seran
analizadas junto con ella, detectandose contaminantes que en principio no deberian contener
y cuya migracion se ve favorecida también por las altas temperaturas que se emplean en el
proceso de licuado [20, 21].

Estudios recientes [19] han pretendido determinar experimentalmente la distribucion y el
tiempo de vida media de estos compuestos entre estas matrices, y extrapolar los resultados a
muestras de cera y miel de colmenares de otros origenes.

Todos concluyen que debido al amplio uso de la cera de abeja en la industria farmaceutica,

nutraceutica y cosmética deberian de establecerse valores de LMR para las ceras de abeja.

2.4.-Métodos de analisis de acaricidas en productos apicolas

El reto principal a la hora de determinar acaricidas en productos de las colmenas esta en la
limpieza que es necesaria llevar a cabo de las muestras para evitar los problemas de la matriz,
ya que presentan o pueden presentarun gran numero de compuestos lipofilicos, pigmentos,
vitaminas y proteinas que suelen ser los interferentes mas problematicos durante el andlisis
[22]. Normalmente es necesario llevar a cabo un procedimiento de extraccion y purificacién
adaptado al tipo de muestra considerada. De esta manera, en el tratamiento de las ceras se
prefiere la extraccidn con disolventes orgdnicos como el hexano [4, 23, 24], la acetona o el
acetato de etilo [25], mezclas de acetona-agua o acetona-hexano [26, 27] y actualmente un
tratamiento con una mezcla de agua-acetonitrilo [28, 29] o acetonitrilo ligeramente
acidificado [30]. Para solventar las interferencias causadas por la matriz se han empleado
numerosos procedimientos de limpieza, siendo los mas destacados: extraccion en fase sdlida
con C18 y/o sorbentes Florisil [27], filtracién [31], cromatografia por permeacion de gel (GPC)
[32], dispersidon sdlida de la matriz (MSPD) combinada con limpieza en C18 o Florisil [33]. Sin
embargo, la mayor tendencia es emplear la metodologia QUEChERS [27, 29, 20, 34] o
semiQUEChERS con diferentes modificaciones que incluyan una etapa para remover los lipidos
y materiales grasos de la matriz y una etapa de congelacidn o extracciéon en fase soélida
dispersiva como etapa de limpieza final [30].

Por su parte, el tratamiento de mieles presenta menor numero de problemas que en el caso
de la cera en cuanto a problemas con la matriz y de interferencias generadas, lo que no quita

qgue la forma de tratarlas pueda variar en funcién del origen de la miel. Normalmente, su

10
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anadlisis suele ser mas sencillo sin la necesidad de etapas de limpieza, empleando los
disolventes extractantes que hemos mencionado para el caso de la cera y resaltando técnicas
como la extraccion liquido-liquido (LLE) [35], extraccién asistida por ultrasonidos [36],
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME) [37] o extraccidn asistida por microondas
(MAE) [38]. Sin embargo, también es frecuente la descripcién de técnicas de extraccidon en
fase sélida (SPE) [39], microextraccion en fase solida (SPME) [40], extraccion con fluidos
supercriticos (SFE) [41] y la metodologia QUEChERS [42].
Como técnicas analiticas empleadas para el andlisis de plaguicidas destacan la cromatografia
de liguidos de alta resolucién (HPLC) [8, 42, 43, 37, 44] y la cromatografia de gases (GC) [8, 32,
34, 45], la utilizacion de una u otra depende principalmente de la naturaleza volatil y
estabilidad térmica de los analitos. En cuanto al detector empleado, predomina la
espectrometria de masas para el analisis de residuos debido a su elevada sensibilidad, pero
también se emplean detectores de captura electrénica (ECD) [35], detectores de nitrogeno-
fésforo (NPD), y de ionizacién en llama (FID). Asimismo, es habitual la combinacién de varios
de estos entre ellos [33], como puede ser GC-ECD/MS, GC-ECD/NPD/MS, etc.

A partir de la bibliografia anteriormente citada y la experiencia del equipo de investigacidon

TESEA, se decidié que la mejor metodologia para la determinacién de acaricidas en miel y

ceras, y, por tanto, el estudio de migracion de acaricidas desde la cera a la miel, era mediante

el empleo de técnicas de extraccién liquido-liquido y semi-QUEChERS modificado, realizando

la posterior cuantificacion mediante un sistema de cromatografia de gases acoplado a

espectrometria de masas (GC/MS). Por ello a continuacién se recogen algunos datos sobre

estas metodologias:

— Extraccidn liquido-liquido (LLE). La extraccién liquido-liquido es un procedimiento clasico
muy versatil que puede ser empleado no solo para el aislamiento sino también para
preconcentracion y limpieza de los compuestos de una mezcla liquida. Se basa en la
transferencia de los analitos debida a la diferente solubilidad de los mismos en dos fases
inmiscibles (muestray extractante). Para seleccionar el extractante hay que conocer la
polaridad de los analitos de interés o de los interferentes que se quieren retirar. Se suelen
utilizar disolventes organicos que tengan afinidad con los analitos a extraer, que sean
inmiscibles con la fase acuosa en la que se presenten, y que sean relativamente volatiles
para facilitar su posterior eliminacidn por evaporacién, pudiéndose reconstituir con otro

disolvente mas adecuado para su posterior analisis.

11
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12

Esta metodologia es facil de emplear, pero tiene desventajas como el empleo de
voluimenes normalmente grandes de disolventes téxicos e inflamables. En la Tabla 1 se

recogen algunos ejemplos en los que se ha empleado para la extraccién de plaguicidas.

Tabla 1.-Descripcidon de ejemplos de extraccién de plaguicidas mediante LLE

Plaguicidas Matriz Aislamiento Deteccién Referencia
i GC-NPD
Acaricidas Miel de Diclorometano [46]
colmena GC-ECD
11 plaguicidas . Eter/acetato de etilo
Miel GC/MS 47
organoclorados e (80:20) / [47]
Plaguicidas Miel Acetato de GC-MS (48]

etilo/CsH12(50:50)

Metodologia QUEChERS. Fue desarrollada en 2002 por Anastassiades [49] y se ha
convertido en uno de los métodos mas empleados para la extraccion de pesticidas. Sus
principios en inglés definen en resumidas cuentas esta metodologia como rapida, facil,
barata, efectiva, robusta y segura. Con el fin de poderlo aplicar a matrices muy diversasy
cada vez mdas complejas, se ha ido modificando a lo largo del tiempo optimizando o
afadiendo diferentes etapas que permitan una mejora en la cantidad de pesticidas a
extraerde la manera mas ecoldgica posible.

El primer método que se desarrolld era una variacién de la extraccién liquido-liquido
donde se empleaba acetonitrilo como disolvente, seguido de una etapa de retiro del agua
remanente usando sulfato de magnesio anhidro. Tras esto, se centrifugaba y se recogia
una alicuota del extractante al que se le realizaba una etapa de limpieza mediante
extracciéon enfase sélida dispersiva (dSPE) empleando PSA junto con nuevamente sulfato
magnésico anhidro para asegurarse de que el extracto final no presentaba agua. El PSA
(amina primaria y secundaria) tenia la funcién de actuar como sorbente para retirar la
mayor cantidad de interferentes polares de la matriz. Sin embargo, la extracciéon de
determinados pesticidas podia verse influenciado por el pH delmedio, por ello surgié una
adaptacion al método que proponia introducir un tampon acetato en la etapa de
extraccion [50], logrando asi mejorar la extraccion de estos pesticidas sensiblesal pH.

En el desarrollo de esta técnica para el caso de matrices que presentan un elevado

contenido en pigmentos [44] o lipidos [51], se hace necesaria la introduccidn de una etapa
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de limpieza mas exhaustiva que retire dichos compuestos. Estas consisten en aplicar una
amplia variedad de sorbentes entre los que destaca la mezcla de PSA con C18 o carbono
grafitizado (GCB) (que retira muy bien los pigmentos), diéxido de zirconio (Z-Sep) que se
ha comprobado que retira los lipidos y restos de cera de abeja residual [26, 52], etc.
También estd muy de moda el uso de tubos comerciales con los sorbentes ya preparados,
que estan optimizados para ser realmente efectivos para algunas matrices mas
complicadas. Asi por ejemplo Agilent ofrece kits de SPE dispersivos (QUEChERS-Lipid) que
estan disefiados para extraer lipidos interferentes de las muestras sin afectar a los analitos
de interés.

En la Tabla 2 se describen algunos ejemplosen los que se empled esta metodologia para

la extraccién de plaguicidas.

Tabla 2.-Algunos ejemplos de extraccién de plaguicidas mediante QUEChERS

Plaguicidas Matriz Extraccion Deteccién Referencia
Multiples

- Cera QuEChERS GC/GC-TOF [22]
plaguicidas
Multiples

. Cera dSPE con Z-Sep GC/MS-Q [26]
plaguicidas
Multiples
plaguicidas Cera QUEChERS GC/NPD-ECD [33]

Contaminantes )
Miel, Cera QUEChERS GC-TOF [45]
no-target
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3.-OBJETIVO Y PLAN DE TRABAJO

La finalidad de este Trabajo de Fin de Master es la iniciacién al estudio de los procesos de

migracién de acaricidas desde cera estampada a la miel, seleccionando el cumafos como el

acaricida a seguirsu evolucién debido asu gran presenciaen numerosas ceras analizadas. Para

ello se siguid el siguiente plan de trabajo:

14

1. Busqueda bibliografica lo mas actual posible acerca del cumafos, los productos de la

colmena e investigaciones similares a la nuestra.

Tratamiento previo de las muestras seleccionadas de miel y cera sobre las que seva a
realizar el estudio.

Empleo de la metodologia semi-QUEChERS para la extraccidon de pesticidas en ceras y
de LLE en mieles. Ambas fueron optimizadas en estudios anteriores por el grupo de
investigacion TESEA.

Determinacion del contenido en cumafos en ambas matrices. Es necesario conocer las
cantidades iniciales del acaricida que presentanambas matrices, para posteriormente
realizar un adecuado seguimiento de la migracién de este.

Seleccién de ceras estampadas con distinto contenido de cumafos, una vez conocidas
las concentraciones iniciales. Convenientemente utilizar para el estudio una miel sin
restos de cumafos.

Poner en contacto ambas matrices y simular las condiciones existentes en el interior
de una colmena. Para ello, se empled un incubador con agitacién orbital y se
estudiaron las condiciones de agitacién y temperatura.

Estudiar la posible migracién empleando para ello ceras descontaminadas vy
contaminadas a concentraciones mas bajas y a concentraciones elevadas.

Estudiar la transferencia de cumafos en relacién con el tiempo que permanecen en

contacto cera y miel.
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4.-INSTRUMENTACION Y MATERIALES

4.1.-Equipo de andlisis

El equipo que se ha empleado para la separacién y determinacion de los plaguicidas en las
diferentes matrices ha sido un cromatégrafo de gases Agilent Technologies series 7890A, que

se compone, como muestra la Figura 2, de los siguientes componentes:

) N Y Joe |

H
11
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= d

I L Y
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- a0

Figura 2. Cromatdgrafo de gases Agilent Technologies series 7890A acoplado a un detector
de espectrometria de masas Agilent Technologies 5975C

a) Unautomuestreador Agilent Technologies 7683 Series que presentauna bandeja con
capacidad de hasta 100 viales.

b) Uninyector automatico Agilent Technologies 7683B Series compuesto por una jeringa
de vidrio que puede recoger fracciones de muestra de hasta 10 pL.

c) Un controlador de temperaturadel portal de inyeccidn, donde se volatiliza la muestra,
que puede trabajar en modo split o splitless.

d) Un horno de temperatura programable que permite establecer rampas de
temperatura y en donde se encuentra alojada la columna de separacion. La columna
empleada es una columna capilar Agilent HP-5MS de dimensiones 30 m x 0,250 mm x

0,25 pum y rango de trabajo desde - 60 °C hasta 325 °C.

15
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e) Unafuente que suministra el gas portador, el cual atraviesa un regulador de presidny

f)

g) Ordenador para la adquisicién de los datos y para el manejo y control del equipo.

El cromatégrafo estd acoplado a un detector de espectrometria de masas Agilent
Technologies 5975C que tiene incorporada una fuente de ionizacién dura de impacto

electrénico y un analizador cuadrupolo simple.

El sistema GC/MSD es controlado desde el ordenador mediante los softwares Agilent

de arrastre que entra al equipo.

Sistema de vacio PREIFFER VACUUM.

MassHunter y Quantitative MassHunter.

4.2.-Equipos adicionales

16

Agitador mecanico Vibromatic deJ.P.
SELECTA (Barcelona, Spain).
Homogeneizador Ultra-Turrax T-18
de IKA (Germany).

Vértex de Heidolph (Germany).
Balanza analitica AE 240 de Mettler
Toledo (Darmstadt, Germany).
Campana de flujo Ilaminar de
Flowtronic (Madrid, Spain).

Molino de trituracion M20 de IKA
(Germany).

Equipo de agua ultrapura Elix y Milli-
Q de Millipore.

Incubador con agitacidn orbital ES-80

de Grant-bio (Cambridge, UK).

una trampa de humedad para controlar el flujo y humedad respectivamente del gas

Bafio de ultrasonidos
termostatizado de J.P. SELECTA
(Barcelona, Spain).

Centrifuga con refrigeracion
5810 R de Eppendorf
(Hamburg, Germany).

Estufa de secado de IJ.P.
SELECTA (Barcelona, Spain).
Rotavapor R-3 de BUCHI
(Switzerland).

Frigorifico de FAIRLINE.

Bafio de agua termostatizado
de J.P. SELECTA (Barcelona,

Spain).
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4.3.-Otras herramientas y materiales de laboratorio

Micropipetas (Brand, Germany):

Transferpette S de 100 plL y 1000 pL.

TransferpetteSde 0,5a 5 mL.

FINNPIPETTE de 100-1000 pL.

LabMate de 20-200 pL.

Puntas de micropipeta de Agilent Technologies.

Tubos de polipropileno de 50 mL de ENDO plasticware.
Tubos dSPE EMR-Lipid de Agilent Technologies.

Tubo final polish con NaCl/MgS04 de Agilent Technologies.

Material de laboratorio de uso comun.

4.4.-Reactivos y disolventes

Patrones de grado analitico para la preparacion de las lineas de calibrado y el dopaje
de muestras, todos fueron suministrado por Dr. Ehrenstorfer (Augsburgo, Alemania):
- Atrazina (99,5% pureza).

- Clorpirifos (99,6% pureza).

- Clorfenvinfos (98,9% pureza).

- a-endosulfan (99,0% pureza).

- Bromopropilato (99,6 pureza).

- Cumafos (99,5% pureza).

- 1-fluvalinato (99,6% pureza).

Como patrén interno se selecciond el estdndar deuterado Clorfenvinfos D-10,

suministrado por Dr. Ehrenstorfer (99,1% pureza) (Augsburgo, Alemania).

Acetonitrilo, ACN, acetato de etilo, AcOEt, y Ciclohexano, CsH12, de calidad PESTIPUR
suministrado por CARLO ERBA Reagents.
Acido acético glacial de grado analitico suministrado por SigmaAldrich.

Agua ultrapura obtenida utilizando los sistemas Milipore Milli-RO plus y Milli-Q.

17
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5.-PARTE EXPERIMENTAL

5.1.-Condiciones cromatograficas

En ba

siguie

se a la experiencia del grupo de investigacién y algunos ensayos se seleccionaron las

ntes condiciones:

Como columna se opta por una columna capilar de reparto Agilent HP-5MS, que esun
polimero apolar (5% Fenil Metilpolisiloxano), con unas dimensiones de 30 m x 250 um
x 0,25 um, y que tiene un intervalo de trabajo desde -60 °C hasta 325 °C.

Se configuran 6 lavados antesy después de cadainyeccidn, con el disolvente de lavado.
El volumen de inyeccién se fijaen 1 pL, y se provee mediante una jeringa de 10 pL.
Como gas portador se emplea Helio, cuya entrada al sistema hay que regular con un
manorreductor a una presion comprendida entre 4,5 y 5 bar, y se establece un flujo de
trabajo de 1,2 mL/min.

La inyeccidn se llevd a cabo en modo splitless (sin division de flujo).

La temperatura del portal de inyeccién se establecié en 280 °C.

Se establecié un gradiente térmico desde los 60 °C iniciales hasta 310 °C, para ello se
programaron dos rampas de temperatura (obsérvese en la Tabla 3 y Figura 3),

consiguiéndose una eficiente separacién de los analitos.

Tabla 3.-Programa de temperaturas del horno de GC

Pendiente/°C-minl Temperatura/°C Tiempo d? Tlejr.n.po d.e
meseta/min analisis/min
Al Inicio - 60 1 1
Rampa 1 40 170 0 3,75
Rampa 2 10 310 3 20,75
Post Run - 320 5 25,75
3503]

300

250

200

°C

150
100

=0
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Figura 3. Grdfico del programa de temperatura del horno GC
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5.1.1.-Condiciones del detector selectivo de masas

Acoplado al cromatégrafo de gases tenemos un detector selectivo de masas, que presenta
una fuente dura como es la fuente de impacto electrénico (El), Figura 4, que proporciona los
iones fragmento positivos resultantes de la
fragmentacién de los analitos, y un analizador
cuadrupolo simple que actiua de filtro
dejando pasar los iones fragmento con
relacion m/zadecuados. La temperatura dela
interfase GC/MS se establecié en 300 °C, la de

la fuente de ionizaciéon en 230 °C y la del

analizador en 150 °C. Estas dos ultimas
comienzan a adquirir la temperatura cuando  fFigura 4. Fuente de ionizacion de impacto
electrdnico

la turbo bomba esta trabajando por encima

del 80% de su capacidad. El factor de ganancia se establece en 1y se configura el intervalo de
trabajo para los modos de adquisicion SIM y SCAN. En el modo SIM se seleccionan las
relaciones m/z de los iones fragmento mas abundantes de los analitos, de manera que el
analizador actuara filtrando el resto de los iones dejando Unicamente pasar al detector el que
presente dicha relacion m/z seleccionada, lograndose asi una cuantificacion lo mas sensible
posible. Por su parte, en el modo SCAN se establece un barrido completo de iones cuya
relacion m/z pertenezca al rango seleccionado, y se registran asi los espectros de masa de
cada uno de los analitos que emerjan de la columna. Para la cuantificacion e identificacion se

monitorean tres iones seleccionados, el mas abundante con el fin de cuantificar y los otros

dos como iones cualificadores.

En la Tabla 4 se recogen las relaciones m/z de los 3 iones mas abundantes para cada uno de
los plaguicidas analizados en este trabajo junto con su peso molecular. La informacién de estos
parametros se obtuvo de la biblioteca de espectros, NIST, y fue confirmada con los patrones
certificados. Ademas, se incluye una columna (“Identidad”) para identificarlos en el

cromatograma de la Figura 5.
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Tabla 4.-Informacidn de plaguicidas caracteristicos segunla fuente NIST

Plaguicida Pm/g:-mol!  m/zcuantificador m/z confirmacién Identidad
Atrazina 215,69 200 215; 173 1
Clorpirifos 350,59 197 315; 258 2
Clorfenvinfos 359,57 267 329; 270 3
a-Endosulfan 406,93 241 195; 207 4
Bromopropilato 428,12 345 185; 183 5
Cumafos 362,77 362 226; 109 6
t-Fluvalinato 502,91 250 207; 181 7
Clorfenvinfos D-10 (PI) 369,63 333 329; 270 Pl

Por ultimo, se selecciona un tiempo de espera de solvente de 4 min, de manera que en los
cuatro primeros minutos no se registra la senal.
A modo de ejemplo, se presenta en la Figura 5 un cromatograma donde aparecen los 7

plaguicidas analizados y el patréon interno. Su identificacién esta referenciada enla Tabla 4.

x TICS ppm cer 5210
15
12, . 7
16
154 3
144
134
124 6
R
/] 2
09
084
0.74
06
054 4
044
0.34
0.2+ t
01
,J.LJ\‘ l--.\_JH_,ﬂ_,_A;J L-__»B e it 5 D ) CE—— W

45 85 85 & 65 7 75 & @85 9 95 10 105 11 115 12 125 13 135 14 145 15 185 16 165 17
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 5. Cromatograma de los siete plaguicidas analizadosy el Pl empleado
5.2.-Estudio del proceso de migracién de acaricidas desde la cera a la miel

Como ya se menciond, este trabajo es una iniciacién a los procesos de migracién de acaricidas

y en este caso se seleccioné el acaricida cumafos como agente de estudio.
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5.2.1.-Ensayos previos

Para empezar, se realizaron varios ensayos con el fin de obtener de alguna manera muestras
representativas de cera dopada, de la cual se pudieran obtenerlos discos que pondriamos en
contacto con la miel. Lo primero que se hizo, fue calcular la masa necesaria de cera que habria
gue dopar para obtenerdespuésal menos 3 discos de cera que pesaran aproximadamente lo
mismo (que serian los que se pondrian en contacto con la miel) yademds sobrase una cantidad
suficiente de cera en forma de “restos”, que se analizarian de igual manera para calcular su
concentracidn tras el dopaje. Se probaron distintas maneras siendo al final la mas indicada el
fundir la cera y llevarla a un platillo de aluminio, del que una vez solidificada se cogerian con
ayuda de un molde discos similares de cera. La masa de cera a fundir debia de estar
comprendida entre 28 g que era la capacidad mdaxima del recipiente de aluminio y 10 g que
era la cantidad con la que luego se podian obtener discos de entorno a 1 g de espesor, que
erael necesario para el posterioranalisis. En la Figura 6 podemos ver como se hicieron pruebas
sobre vidrio de reloj, sobre recipientes circulares de aluminio con distintas cantidades hasta

encontrar la forma mds adecuada.

Figura 6. Ensayos previos para optimizar la formacion de discos de cera

Unavezque ya se sabe el intervalo de cantidad de cera que se necesita para formar los discos
de cera, se paso a estudiar las condiciones éptimas de agitacion y temperatura delinterior del
incubador. El proceso de migracidon es un proceso que lleva su tiempo, de manera que para
ver si se podia acelerar el estudio se traté de hacer primero un andlisis acelerado con
condiciones elevadas de temperatura y agitaciéon (60 °Cy 250 rpm). La intencién era ir viendo
como se distribuia el acaricida entre la cera y la miel en 1 mes, de manera que se analizaria la

concentracidon en miel al cabo de una, dos y cuatro semanas. Sin embargo, este ensayono se
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pudo completar debido a que desde la primera semana se empezda ver como se disgregaba

la cera, ademas se produjo la carbonizacién de la miel, como se observa en la Figura 7.

Figura 7. Disgregacion de la cera a condiciones de 60 °C y 250 rpm en el incubador, para una,
dos y cuatro semanas respectivamente

Por este motivo es que se desestimd la posibilidad de llevar a cabo un estudio aceleradoy se
comprobé que la realizacidn del proceso a temperaturas y agitacidn mas suaves conservaba
el estado original de ambas matrices, por ello se establecieron como condiciones éptimas del
incubador: una temperatura de 40 °C y una agitacién de 120 rpm, conociendo de antemano

gue la temperatura maxima a la que puede llegar una colmena esde unos 45 °C.

5.2.2.-Procedimiento

Para el estudio acerca de la migracion del acaricida cumafos desde la cera hasta la miel, se

siguieron los siguientes pasos:

1. Seleccidn de ceras: Se seleccionaron dos tipos distintos de cera, por una parte, una
cera descontaminada, y por otra parte una cera que contenia cumafos y otros
plaguicidas en menor concentracion.

2. Dopaje y formacién de discos de cera: para dopar con el acaricida, se fundieron
previamente las ceras. Para ello, se pesaron las cantidades convenientes de cera
(segunel ensayo) en un tubo falcon y se llevaron a un bafio de agua termostatizado a
la temperatura de 70 °C. Una vez fundidas, se adiciond el volumen adecuado del
patrén de cumafos, se homogeneizaron en vértex y se vertieron sobre unos platillos
de aluminio donde se dejabasolidificar. Posteriormente se llevaba al frigorifico donde

se mantuvieron durante al menos 2 horas. Con un molde se hicieron circunferencias
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del mismo tamafio para que todos los discos obtenidos pesaran aproximadamente
igual.

3. Puesta en contacto de disco de cera y miel: cada disco de cera se introdujo en un
Erlenmeyerde boca ancha (correctamente etiquetado con el n? de ensayo) y se anadio
miel hasta que cubriera la superficie del disco, de manera que la cantidad de miel
empleada también fuese similar en todos.

4. Simulacion de las condiciones de la colmena: los Erlenmeyer se introdujeron en un
incubador con agitacién orbital y se establecieron las condiciones de agitacién,
temperaturay el tiempo de residencia en el mismo.

5. Analisis de la ceray la miel: una vez cumplido el tiempo de residencia predefinido para
cada ensayo, se extraia del interior del Erlenmeyerel disco de cera, que debia quedar
intacto, y se realizaron los tratamientos correspondientes para determinar el
contenido de plaguicidas en ambas matrices y estudiar la evolucidn de la migracion del

cumafos. (Veren la seccion TRATAMIENTO DE MUESTRAS)

En la Figura 8 se ofrece un resumen visual de algunas de las etapas.

Figura 8. Fusidon de cera para el dopaje, formacion de discos de cera y posterior puesta en
contacto con la miel para el estudio de la migracion

5.2.3.-Pruebas realizadas

Una vez se realizaron los ensayos previos con los que se determiné la metodologia a seguiry
las condiciones de trabajo delincubador, se procedié al estudio de la migracién. Para ello se

realizaron diferentes pruebas que se describen a continuacion:

= PruebaA: Se pesaron 24,5386 g de cera descontaminada en un falcon de polipropileno

de 50 mL y se fundieron en un bafio de agua termostatizado. A continuacién, se
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adicion6 1 mL del patrén 1000 ppm de cumafos y se homogeneizd en vortex. De esta
prueba se obtuvieron 3 discos de cera (Al=2,8680 g; A2= 2,6060 g; A3= 2,8022 g),vy
unos restos (Arestos) que se guardaron para su posterior analisis (y que serviran para
conocer la concentracién inicial de cumafos en esta prueba). Los 3 discos de cera se
pusieron en contacto con la miel. La cantidad de miel empleadafueron: 62,1533 g (A1),
59,9475 g (A2)y 61,8082 g (A3).

PruebaB: Se pesaron 25,1577 g de la misma cera descontaminada y de la misma forma
se le adicionaron 100 plL del patron de cumafos de 1000 ppm. Los discos obtenidos
fueron: B1 (2,6020 g), B2 (2,8020 g), B3 (2,8126 g); y Brestos se almacend para su
posterior analisis. Los 3 discos se pusieron en contacto con la miel, necesitandose:
60,0443 g (B1), 61,3838 g (B2) y 60,6243 g (B3).

Prueba C: Se pesaron 24,5286 g de la cera descontaminada y se le hizo el mismo
tratamiento sin adicionarle ninglin volumen de disolucion de cumafos (cera
descontaminada sin dopar). Igualmente se obtuvieron 3 discos de cera (C1= 2,7992 g;
C2=2,5640 g; C3= 2,8427 g) que se pusieron en contacto con miel (60,4660 g; 60,0205
g; 60,1155 g, respectivamente)y los restos que se guardaron (Crestos).

Prueba D: Se pesaron 24,8565 g de cera contaminada, que ya presentabainicialmente
cantidades de cumafos y otros plaguicidas, y de igual manera que en la Prueba C se
repitié el proceso sin adicion de cumafos. Se guardaron los restos (Drestos)y se
pusieron en contacto los discos de cera con la miel: D1 (2,6133g con 59,9183g), D2
(2,6167 gcon 60,2773 g) y D3 (2,7680 g con 62,3582 g).

Prueba A": Se pesaron 10,0085 g de cera descontaminada, que se dopd con un
volumende 4 mL del patrén de 1000 ppm de cumafos, y se obtuvieron 3 discos de cera
que se pusieron en contacto con la miel (A1'V=1,2117 g cera con 55,3249 g miel; A2V =
1,1522 g cera con 51,7642 g miel; As'V =1,1256 g cera con 51,7698 g miel) y los restos

(AVrestos) que se analizan para conocer la concentracion inicial de este ensayo.

A continuacion, se muestra enla Tabla 5 la concentracidn tedrica de cumafos, en mg/kg, que
deberian presentarlas ceras tras la adicion del patrén de 1000 ppm:

Tabla 5.-Concentracion tedrica de cumafos de las ceras tras el dopaje

A B C D AV

mg/kg 40,7 4,0 - - 399,7
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D1 D2 D3 By

Figura 9. Disposicion de los ensayos
en el interior del incubador

Ademas de estos 15 erlenmeyers se introdujo uno
mas que contenia Unicamente miel, actuando como
control del proceso dentro del incubador (Bo =
50,0885 g miel). De esta manera se completd la
capacidad maxima del incubador de 16 posiciones,
tal y como se muestra en la Figura 9. La diferente
tonalidad en las posiciones del esquema tiene que
vercon la concentracidn tedrica, que a priori, deberia
de ser mayor en aquellas ceras donde se adiciond

mayor volumen del patrén de cumafos.

En cuanto al tiempo de residencia que permanecieron las ceras en contacto con la miel, dentro

delincubador, a 40 °C y 120 rpm se puedendiferenciar 2 estudios:

- Poruna parte, los ensayos A, B, Cy D para el estudio de la migracidon a bajos niveles de

cumafos, por lo que el tiempo de contacto entre ambas matrices se mantuvo por mas

tiempo, determinando su contenido tras casi 7, 18 y 20 semanas (ensayos 1, 2y 3

respectivamente).

- Porotra parte, los ensayos A'Y, con los que se estudid el proceso de migracion a niveles

bastante mas elevados de cumafos, estableciéndose como tiempo total del estudioun

mes, con 1, 2 y 4 semanas respectivamente para los ensayos A1, A,'Vy A3V,

A modo resumen se presentaa continuacion la Tabla 6 enla que se recoge el tipo de cera

empleada, los ensayos, procesos y analisis realizados y el tiempo en que estuvieron en

contacto disco de ceray miel:
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Tabla 6.-Esquema de los ensayosy analisis realizados

Cera Ensayo Proceso Anilisis . T|e_rlnpo de
incubaciéon/semanas
24,5386 gcera+1mL
A (Patron 1000 ppm Al, A2, A3
cumafos) Al1,B1,ClyD1 > 7

25,1577 gcera + 100 pL
B (Patron 1000 ppm B1, B2, B3
cumafos)

24,5286 g cera (Sin

Descontaminada A2,B2,C2yD2 - 18

A3, B3,C3yD3-> 20

¢ adicion de cumafos) ¢l C2,C3
24,8565 g cera (Sin
Contaminada D s D1, D2, D3
adicion de cumafos) AV 1
10,0085 gcera +4 mL A)V>2
Descontaminada A" (Patrén cumafos 1000 A1V, A;VV, AslV AV 4

ppm)

5.3.-Preparacion de muestras

Antes de poner en contacto la cera con la miel es necesario conocer la cantidad inicial que
ambos productos presentan del acaricida en estudio. El tratamiento de muestra difiere en
funcion de la complejidad de la matriz, necesitandose elempleo de la metodologia QUEChERS,
en el caso de ceras, para la limpieza del extracto y una eficiente extraccion de los analitos; o
un método mas basico como es la extraccion liquido-liquido para el caso de las mieles. Ambos
tratamientos fueron optimizados en investigaciones anteriores del grupo de investigacidn

TESEA [30, 48], asegurando buenos porcentajes de recuperacién y reproducibilidad.

5.3.1.-Tratamiento de la miel

Se pesaron 5 g de miel en un vaso de
precipitados y a continuacién se disolvieron en
10 mL de agua ultrapura, ayunddndose de una
varilla de vidrio y sonicando en un bafio de
ultrasonidos hasta completa disolucién.

Posteriormente se traspasdé a un embudo de

decantacién, y se arrastraron con 10 mL de

Figura 10. Metodologia de LLE
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disolvente organico (mediante sucesivos lavados) los restos que pudiesen haber quedado en

el vaso, afadiéndolo de igual manera al embudo (Figura 10). El disolvente organico
extractante que se empled fue la mezcla acetato de etilo-ciclohexano en proporcién 50:50.
Posteriormente se llevaron los embudos a un agitador vibrador, Vibromatic ( Figura 11), donde
se mantuvieron agitando durante diez minutos a méxima
potencia (965 oscilaciones/min). Para mejorar ain mas la
extraccion se dispusieron los embudos en el Vibromatic en
unangulo entre 170-150 °. A continuacidn, se separaron las
fases, desechando la acuosa que quedaba en la parte
inferior y decantando la fase organica enun tubo Falcon de
50 mL, que se centrifugd durante cinco minutos, a 5000

rom y 5 °C. Inmediatamente después se tomaron 5 mL del

sobrenadantey se llevaron a un matraz de fondoredondo.

Figura 11. Equipo Vibromatic

Se concentré a sequedad en un rotavapor a 65 °C
controlando el vacio para evitar la posible formacidn de proyecciones. Para terminar, se dejo
atemperar el matraz de destilacién, se reconstituyé con 1 mL de patrén interno (de
concentracion 0,1 ppm) disuelto enla disolucién extractante (AcOEt:CeH12, 50:50) y sellevd a

viales para su posterior analisis en el equipo GC/MS.

A continuacién, se muestra un esquemadel tratamiento de mieles.
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Pesar5 g de muestra de miel claraen un

vaso de precipitados

A

Disolver en 10 mL de agua ultrapura
convarilla de vidrio en ultrasonidos

Lavar y arrastrar posibles restos
con 10 mL de disolvente orgdnico

Traspasar a embudo de
decantacién

A4

Agitar el embudo de decantacién en Vibromatic
durante 10 min a maxima potencia

e N\

Retirarla Fase
acuosa (Desecho)

Decantar Fase orgdnica
a un falcon de 50 mL

/

Centrifugar 5min a 5.000rpmy 5 °C

A4

Transferir 5 mL del sobrenadante a un matraz de fondo
redondo y concentrar a sequedad en rotavapor (65 °C)

A4

Reconstituircon 1 mL de PI 0,1 ppm en
AcOEt:CHxyllevar a un vial de vidrio

Almacenary conservaren
nevera (5-10 °C)

4
Analizar en equipo GC/MS v\_>
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5.3.2.-Tratamiento de la cera

El tratamiento comienza moliendo la muestra de cera junto con hielo seco, que evita que la

cera se funda por el calor de las cuchillas y se aglomere en una pasta. La cera en polvo se deja

al aire para que se evapore el agua que pueda haber retenido, y
posteriormente se pesaron 1 o 2 gramos en un tubo falcon de 50
mL (enfuncién de lo empleado para preparar la linea de calibrado).
Se afadieron 10 mL de ACN acidificado con AcOH al 1 %, y se
homogenizd primero en Ultraturrax durante 2,5 minutos a
potencia entre 2 y 3 para evitar que se caliente (Figura 12) y
posteriormente en un vortex durante 30 segundosa 2.500 rpm. A

continuacion, se centrifugé durante 5 minutos a 7.5000 rpmy 5 °C,

e inmediatamente después se transfirieron 5 mL del sobrenadante

Figura 12. Equipo UT

al tubo QUEChERS dSPE EMR previamente activado con 5 mL de

agua ultrapura. La mezcla se homogenizd durante 1 min en vértexy luego se centrifugd en las

=

PROA e AT

Figura 13. Tubos QUEChERS dSPE
EMR-Lipid y Polish NaCl/MgSO4
respectivamente

mismas condiciones que hemos mencionado
anteriormente (parte superior de la Figura 13). Se
transfirieron 5 mL del sobrenadante al Polish Tube-
NaCl/MgS0s, se agité durante 1 min en vortex y
nuevamente se volvié a centrifugar de la misma
manera (parte inferior de la Figura 13). Se
recogieron 2 mL del sobrenadante en un matraz de
fondo redondoy se concentraron a sequedaden el
rotavapor a 60 °C. Finalmente, el extracto fue
reconstituido con 1 mL de patrén interno 0,1 ppm
disuelto en la mezcla acetato de etilo-ciclohexano
(20:80, v/v) en un bafio de ultrasonidos y se llevo a
los viales para su posterior analisis en el sistema
GC/MS.

A continuaciéon, se muestra un esquema del

tratamiento de ceras.
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[ Afadir1 o 2 g deceraenun tubo de

polipropileno de 50 mL ]

Afiadir 10 mL de ACN (1 % AcOH)

Homogenizar en Ultraturrax durante 2,5 min
Vortex durante 30 segundos a 2500 rpm

L

N\

Centrifugara 7.500rpmy 5 °C, 5 min

Activar carturcho dSPE con 5 mL de agua ultrapura

N\

4

Transferir 5 mL del sobrenadante al cartucho

QUEChERS dSPE EMR

Vortex 1 min

Centrifugar 5 mina 7.500rpmy 5 °C

Transferir 5 mL del sobrenadante al segundo
cartucho, Polish Tube NaCl/MgSO4

y

Vortex 1 min

Centrifugara 7.500rpmy 5 °C durante 5 min

y

Recoger 2 mL del sobrenadante y concentrar a sequedad

y

Afadir1 mL dePI0,1 ppmen
AcOEt:CeH12 (20:80) y llevarlo al
automuestreador del GC/MS
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5.4.-Preparacion de patrones para las lineas de calibrado

Aunque en nuestro estudio las ceras se doparon Unicamente con el acaricida cumafos, es
cierto que una de las ceras empleadas presentaba residuos de otros plaguicidas (atrazina,
clorpirifos, clorfenvinfos, a-endosulfan, bromopropilato, cumafos y t-fluvalinato) por ello se
justifica la preparacién de la linea de calibrado de cada uno de ellos por si hubiera que
analizarlos. Se prepararon disoluciones madre de aproximadamente 1000 mg/L de cada uno
de los plaguicidas, pesando con precisidn 10 mg, disolviéndolos en una mezcla de acetato de
etilo-ciclohexano (20:80, v/v) y llevandolos a un volumen final de 10 mL. A partir de estas
disoluciones madre, se prepard una disolucion mezcla de los siete plaguicidas de
concentracion 100 mg/L, para ello se pipetearon ImL de cada unay se llevaron a un volumen
final de 10 mL (“Mix 100 ppm”). Por dilucién del Mix 100 ppm se prepararon las disoluciones
patrén intermedias y los patrones de la linea de calibrado, empleando para todas ellas la
misma mezcla de disolventes.

Para realizar la cuantificacion se empleael método delpatrén interno, que corrige (entre otras
cosas) variaciones en la mediciéon del espectrémetro de masas y en la inyeccién de muestra
en el sistema GC. Como patrén interno se escogid el deuterado de uno de ellos, el
clorfenvinfos deuterado, con lo que nos aseguramos que el comportamiento del patrdn
interno va a ser muy similar al delresto, compensando asi las variaciones mucho mejor. Este
se adiciona en la misma proporcidon a todos los patrones de la linea de calibrado de la forma
adecuada.

Para llevar a cabo la cuantificacion mediante las lineas de calibrado se representa la relacién

de areas del analito y del patrén interno con respecto a la concentracion.

5.4.1.-Lineas de calibrado para miel

Como ya mencionamos, en estudios previos se determiné que no existen diferencias
significativas entre las lineas de calibrado con o sin matriz en mieles claras, por ello se realizé
la cuantificacion de los plaguicidas con calibrados en patrones enunintervalo desde 0,05 mg/L
y 5 mg/L, llevando todos ellos una concentracidon de patrén interno de 0,1 ppm. Para ello se
partié del mix de 100 mg/L con los siete plaguicidas y se prepararon 20 mL de una disolucién
intermedia de 10 mg/L por dilucién. Esta es una disolucién intermedia que utilizamos para

preparar las lineas de calibrado, luego no se le adiciona el patréninterno. A partir de diluciones
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de la misma, cogiendo los volimenesadecuados se prepararon las disoluciones patrén de la

siguiente manera:

Mix 5 ppm sin Pl: se pipetearon 5 mL (Mix 10 ppm)y se llevaron a un volumen final de
10 mL.

Mix 5 ppm con PI: se cogieron 5 mL (Mix 10 ppm), 1 mL de Pl (1 ppm) y se enrasaron
en un matraz aforado de 10 mL.

Mix 2 ppm sin Pl: se transfirieron 2 mL (Mix 10 ppm) y se enrasaron en un matraz
aforado de 10 mL.

Mix 2 ppm con PI: se cogieron 2 mL (Mix 10 ppm),1 mL PI (1 ppm) y se enrasaron en
un matraz de 10 mL.

Mix 1 ppm sin Pl: se pipetearon 1 mL (Mix 10 ppm) y se llevaron a 10 mL.

Mix 1 ppm con PI: se transfirieron 1 mL (Mix 10 ppm), 1 mL de Pl y se llevaron a un
matraz aforado de 10 mL.

Mix 0,5 ppm sin Pl: se pipetearon 1 mL (mix 5 ppm) y se llevaron a un matraz aforado
de 10 mL.

Mix 0,5 ppm, 0,2 ppm, 0,1 ppm y 0,05 ppm con PI, se prepararon por diluciéon 1:10 de
los anteriores sin Pl y estos deben de contenerigual que el resto de los patrones que

van a formar la linea de calibrado el Pl con la misma concentracién de 0,1 ppm.

Para completar los volimenes de aforo se empled la mezcla de disolventes acetato de etilo-

ciclohexano (50:50).

5.4.2.-Lineas de calibrado para cera

La linea de calibrado para ceras se lleva a cabo sobre matriz para minimizar el efecto que ésta

introduce sobre la sefial. El intervalo de trabajo se establecié entre 0,05 mg/Ly 10 mg/L. Para

ello se pesaron 1 g de la cera en polvo descontaminada sobre una superficie amplia de

aluminio (o de un vidrio de reloj) y se afadié el volumen apropiado del “patrén mix” para

obtenerla concentracion deseada:
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5 mg/L: 500 pL del mix de 100 mg/L
2 mg/L: 200 pL del mix de 100 mg/L
1 mg/L: 100 pL del mix de 100 mg/L
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= 0,5mg/L: 50 uL del mix de 100 mg/L
= 0,05 mg/L: 50 uL del mix de 10 mg/L

Posteriormente se dejo evaporar el disolvente en estufa a una temperatura comprendida
entre 35-45 °C, durante una noche y se procedio al tratamiento de muestra que se detalla en

el epigrafe 5.3.2. El propio tratamiento de las muestras de cera conlleva unadilucién 1:10, que

es tenida en cuenta en la linea de calibrado realizada.
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6.-RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de mostrar los resultados del contenido de cumafos en cera y miel para valorar el
estudio de la migracién, vamos a comentar algunos datos obtenidos de interés. En la Figura
14 se superponen los cromatogramas de los diferentes plaguicidas en cera, miel y disolvente
en la misma concentracion (1 ppm). En azul se representa el cromatograma para la cera, se
cogié un gramo de cera descontaminada y se dopd para que presentara finalmente una
concentracidon de 1 ppm; en rojo se hizo lo mismo pero sobre miel; y en verde tenemos el
cromatograma de una disolucidn de 1 ppm del mix de plaguicidas sobre el disolvente
AcOEt:CeH12 (50:50, v/v). Se observa que al variar de cera a miel, se produce una ligera
variacién en los tiempos de retencidn pero una gran diferencia en la intensidad de los picos
para los mismos analitos, mientras que entre la miel y el disolvente son muy similares. Por
ultimo, también puede observarse una sefial de la linea base en el cromatograma de la cera

con mayor ruido debido a que ésta presentamayor suciedad en su matriz.

TIC SIM 15200421.D

x104 |+

5.754
5.5
5.254
5
4754
454
4.25

o= . =

s B3 10 105 1 115 12 125 13 135 14 145 15 155 16 165 17
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 14. Cromatogramas superpuestos de los 7 plaguicidas en concentracion de 1 ppm sobre las
matrices cera (azul), miel (rojo) y disolvente AcOEt:CsH12 (50:50, v/v) (verde)

Tabla 7.-tr de los plaguicidas en miel y cera

En la Tabla 7 se muestran los tiempos de

tr/min

retencién a los que eluyeron los analitos Plaguicida Cera Miel

para el patron de 1 ppm de la linea de Atra'2|'na 7,662 7,652

Clorpirifos 9,518 9,497

calibrado para cera y miel, que sera Clorfenvinfos 10,258 10,237

. . - a-Endosulfan 10,956 10,925
necesario conocer a la hora de identificar los .

Bromopropilato 13,602 13,576

compuestos en los distintos ensayos Cumafos 15,427 15,432

t-Fluvalinato 17,184 17,154

realizados.
'z ClorfenvinfosD-10 (PI) 10,195 10,175
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En la Tabla 8 se han incluido los parametros de las lineas de calibrado de cada compuesto para

cera y miel. Estos parametros se han calculado mediante el método de minimos cuadrados y

definen las lineas de calibrado mediante la ecuacién: y = ax + b, donde “y” es la relacién
ou_n

entre areas del compuesto y el patrén interno, “x” es la concentracion del compuesto, “a” es

la pendiente,y “b” la ordenada en el origen.

Tabla 8.-Parametros de las lineas de calibrado conn=6

Cera Miel

Pendiente Ordenada r2 Pendiente Ordenada r2
Atrazina 38,622 -2,633 0,9981 31,164 -0,8411 0,9994
Clorpirifos 19,559 -4,2517 0,9921 17,002 -0,4904 0,9993
Clorfenvinfos 28,498 -5,224 0,9949 21,321 -1,3585 0,9984
a-Endosulfan 3,7853 -0,2218 0,9995 4,9885 0,0264 0,9995
Bromopropilato 0,3041 -0,0382 0,9982 0,2342 -0,0181 0,9979
Cumafos 28,168 -4,3115 0,9987 16,658 -3,0461 0,9935
T-Fluvalinato 105,69 -21,078 0,9975 59,243 -7,6235 0,9963

Para la obtencién de los resultados, se realizé un blanco tanto para el caso de la cera (sobre
matriz) como de la miel, y la sefial (Areacompuesto/ Areapi) que proporcioné se le resté a la de los
puntos del calibrado (motivo por el que no estd incluido como un punto del calibrado).

Como se puede observar claramente, los valores del parametro “pendiente” son mas o menos
muy parecidos, entre las dos matrices, para todos los compuestos excepto dos, cumafos y
fluvalinato, esto es debido al efecto matriz que presentan ambos en la cera. La pendiente de
la linea de calibrado esta relacionada con la sensibilidad del método, de manera que cuanto
mayor sea su valor mas sensible. Con esto se puede concluir que para las ceras se podra
discriminar entre diferencias mas pequeiias en la concentraciéon de los analitos cumafos y
fluvalinato. El coeficiente de determinacion (r2) es mayor que 0,98 para todos los casos por lo
gue se justifica la linealidad del sistema de medicion.

Por ultimo, antes de cuantificar el contenido de un analito hay que estar seguro que la sefial
corresponde a dicho analito, en la Figura 15, se muestra el monitoreo que se hizo en modo
SCAN para la muestra CERA A'Vrestos diluida 1:10. Al analizar su cromatograma se observa que
al tr= 15,439 min hay una sefial que coincide con el tr del patrén de cumafos y al sacar su

espectro de masas se observé que era coincidente con el del patron certificado y con el de la
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base de datos NIST, confirmandose de esta manera la presencia del analito, pudiéndose

finalmente cuantificar en el modo de adquisiciéon SIM.

x1035 |+ TIC Scan CERA A{lV)restos dil 1,10 120521 SCAN D

2.8

" 15.438

15.25 15.3 15.35 15.4 15.45 15.5 15.55 156
Counts vs. Acquisition Time (min)

x103 |+ Scan (rt: 15.405-15.457 min, 10 scans) CERA A(lV)restos dil 1,10 120521_SCAN.D
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Figura 15. Identificacién del compuesto cumafos mediante el monitoreo en modo SCAN

En las tablas Tabla 9 y Tabla 10, que aparece a continuacion se presentan los resultados del

andlisis de los plaguicidas en las muestras de cera y miel (enlos ensayos).
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Tabla 9.- Concentracion en mg/Kg de los plaguicidas en los discos de cera

Muestra/Analisis Atrazina Clorpirifos Clorfenvinfos a-Endosulfan  Bromopropilato Cumafos t-Fluvalinato
Cera A restos < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 38,8 < LOD
Cera Al < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 31,0 < LOD
Cera A2 <LOD < LOD <LOD <LOD < LOD 17,2 < LOD
Cera A3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 13,9 < LOD
Cera B restos < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 4,2 < LOD
CeraB1 < LOD <LOD <LOD < LOD < LOD 3,3 < LOD
Cera B2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 2,9 < LOD
Cera B3 < LOD < LOD <LOD < LOD < LOD 2,5 <LOD
Cera C restos < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD
CeraCl < LOD <LOD <LOD < LOD < LOD < LOD < LOD
CeraC2 < LOD <LOD <LOD < LOD <LOD < LOD <LOD
CeraC3 < LOD <LOD <LOD < LOD <LOD < LOD <LOD
Cera D restos < LOD 0,85 0,49 < LOD < LOD 17,4 1,6
CeraD1 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 14,6 < LOQ
CeraD2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 9,2 < LOQ
Cera D3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 7,9 < LOQ
Cera AV restos * < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 409,5 < LOD
Cera A(V) * <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 346,0 <LOD
Cera A)'V * < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 288,3 < LOD
Cera A3V * < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 207,7 <LOD

*Muestras que se diluyeron 1:10 para analizarlas
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Tabla 10.-Concentracidon en pg/Kg de los plaguicidas en las mieles

Muestra/Analisis Atrazina Clorpirifos Clorfenvinfos a-Endosulfan  Bromopropilato Cumafos t-Fluvalinato
Miel Al <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Miel A2 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD
Miel A3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD <LOQ < LOD
Miel B1 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Miel B2 <LOD < LOD < LOD <LOD <LOD <LOD < LOD
Miel B3 <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD < LOD < LOD
Miel C1 <LOD <LOD < LOD < LOD <LOD < LOD < LOD
Miel C2 <LOD < LOD < LOD < LOD <LOD < LOD < LOD
Miel C3 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD
Miel D1 < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD <LOD < LOD
Miel D2 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
Miel D3 <LOD < LOD < LOD <LOD < LOD <LOD < LOD

Miel A1(V) <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 62,3 <LOD
Miel A,'V <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD 102,9 <LOD
Miel As'Y < LOD < LOD < LOD < LOD < LOD 140,6 < LOD
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6.1.-Estudio de la migracién

En la Figura 16 se observa la evolucién del compuesto cumafos para las distintas ceras

analizadas. En el grafico de arriba se representa como ha ido variando la concentracion del

mismo a lo largo de las semanas, para el caso de los ensayos A, B, Cy D, que eran las ceras

gue servirian para un estudio de la migracién a niveles bajos de cumafos. Se observauna caida
en la pendiente que

Evolucidn de cumafos en ceras . .
indica una pérdida en

} 20 = CeraA
O la concentracion o
© 40
e CeraB . i .,
S 20 posible migracion ala
—
Z 00 CeraC )
© ¥ 20 matriz con la que
S téﬂ CeraD
= 10 estaba en contacto.
S 0
c la caida en Ia
S 0 5 o 10 15 20
Tiempo de residenciaenincubador/semanas concentracion es mas
o 0 menos constante y
Evolucion de cumafos en ceras
roporcional en el
500 brop
400 tiempo para las ceras
300 CeralV A (mayor pérdida) y D

200 (menor pérdida) y

100 ‘.
practicamente

0

Concentracién cumafos/
mg-kg

. 0 1 .2, 3 4 invariable y nula para
Tiempo de residenciaenincubador/semanas

C y D,
Figura 16. Evolucion del acaricida cumafos en los distintos ensayos respectivamente. En
el grafico de abajo de la Figura 16 se representade la misma forma la pérdida o migracion de
cumafos para el ensayo A", se refleja una pérdida de cumafos mucho mayor (de algo mas de

7 veces mayor) en un intervalo de tiempo cinco veces menor.

En la Figura 17 se presenta la evolucion del acaricida en miel con la finalidad de estudiar si
este descenso en su concentracion es debido a una supuesta migracién o puede deberse a
otros factores, como descomposiciéon del mismo. Se observa como para los ensayos con
niveles mas bajos de cumafos, la migracidon o la aparicion del acaricida en la miel no se
produce, presentandose unarectaconstante al niveldel eje de abcisas durante las 20 semanas

gue estan en contacto; mientras que para el ensayo A'Vva aumentando en muy pequefias
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Cantidades de forma proporcional y constante a lo largo del tiempo, llegdndose a determinar
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Figura 17. Evolucion del acaricida cumafos en los distintos ensayos
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7.-CONCLUSIONES

X/
**

La experimentacion para el estudio de la migracidon de plaguicidas desde la cera a la
miel no puede hacerse en condiciones aceleradas ya que estas ocasionan la
degradacién de las muestras impidiendo la continuacién de los ensayos. Por ello debe
efectuarse en condiciones suaves lo cual implica una mayor duracién de los
experimentos

La transferenciadel cumafos presente en la cera hacia la miel depende claramente del
contenido inicial de este compuestoen la cera, asi:

» Contenidos en la cera inferiores a 40mg/kg practicamente no migran en
cantidades significativas a la miel, solo en algunos casos y después de mas de
20 semanas se ha detectado el compuesto en la miel.

» Contenidos proximos o superiores a 400mg/kg permiten confirmar la
transferencia del cumafos desde la cera a la miel ya en la primera semana de
contacto (62,3 pg/kg), llegando a alcanzar 140,6ug/kg al cabo del mes.

Los resultados obtenidos en este primer estudio han mostrado claramente que la
cantidad presente enla cera laminada influye sustancialmente ensu transferencia a la
miel, ello sugiere que en el futuro deben contemplarse diferentes opciones teniendo

en cuenta la pureza de las l[dminas de cera, tremendamente diferentes.
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