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RESUMEN

En este trabajo se ha puesto a punto y validado un método para la determinacion, en abejas, de
residuos de cuatro pesticidas del grupo de los neonicotinoides (imidacloprid, acetamiprid,
thiamethoxam y methiocarb) mediante la técnica LC-MS/MS. De los dos métodos de extraccion
ensayados: liquido-liquido y QUEChERS, se selecciono el segundo por ser mas sencillo,
economico, rapido y eficaz; ademas de reducir considerablemente la utilizacion de disolventes.
La metodologia QUEChERS-LC-MS/MS se valido segln las directrices de la International
Conference on Harmonisation y el Documento de la SANCO 10684/2009, obteniendose buenos
resultados para los 4 analitos estudiados. Se alcanzaron limites de cuantificacion de 1,7 ng/g
para el thiamethoxam, 1,1ng/g para imidacloprid, 0,9 ng/g para acetamiprid y 0,5 ng/g para
methiocarb. Se obtuvieron buenas recuperaciones para los 5 niveles estudiados, oscilando entre
70-120% con precisiones de <20% en la mayoria de los casos. El procedimiento analitico
desarrollado se aplico a 22 muestras de abejas (n=3), resultando que 16 de ellas fueron positivas
a alguno de los residuos de los pesticidas evaluados; concretamente en 2 muestras se cuantific
thiamethoxam, en 6 imidacloprid, en 15 acetamiprid y en 7 methiocarb.

PALABRAS CLAVE: Neonicotinoides; Abejas; HPLC-MS/MS; Validacion.
1. INTRODUCCION

La apicultura es una actividad agropecuaria cuya practica consiste en el manejo de
abejas meliferas y colmenas, principalmente para la obtencion de miel y la polinizacion de
ecosistemas. También, se obtienen otros productos que poseen un papel secundario, pero no
menos importantes como son: cera, jalea real, propdleos y polen. Ademas, debemos tener en
cuenta otros aspectos tales como la produccion de reinas, abejas y pequefios enjambres,
incluso veneno para determinadas terapias, que estan adquiriendo en los ultimos afios un
notable protagonismo y que generan ingresos adicionales a los apicultores.

En la Comunidad Valenciana es una actividad tradicional muy arraigada, que la convierte
en la tercera comunidad autdnoma con mayor censo a nivel nacional. Segun el dltimo censo
Registro de Explotaciones Ganaderas (REGA) (MARM, 2011) se hallan registradas 394.125
colmenas de las 2.533.270 contabilizadas en todo el territorio nacional, suponiendo un 15,5 %
detrds de Extremadura y Andalucia. Esta situacion en “el ranking” nacional se debe basicamente
a unas idoneas condiciones climaticas y botanicas que la hacen especialmente apta para el
desarrollo de este aprovechamiento agropecuario. A pesar de estas excelentes caracteristicas
los apicultores que en su mayoria son profesionales, 1646 de un total de 1727 practica en sus
explotaciones el fendmeno de la trashumancia, tanto dentro de la propia comunidad autonoma
como hacia otras del resto del territorio espafiol (MARM, 2011).

La trashumancia, en lo que a nuestro territorio autonémico se refiere, ya antiguo, tiene
una raiz rigurosamente botanica, que consiste en que las distintas comunidades vegetales que
forman el tapiz vegetal de Espafia entran en periodo de méxima floracion de una forma
progresiva. Este tipo de practica cultural permite un mayor aprovechamiento de las distintas
floraciones. Las colmenas pasan el invierno en sus propios lugares de origen aprovechando la



floracion de los matorrales seriales o romerales, que tras las lluvias otofiales se encuentran en
un segundo periodo de optimo floral. Hacia la segunda quincena del mes de febrero, se
trasladan las colmenas a los regadios costeros en donde comienza el 6ptimo de floracion de los
citricos. Llegado este punto, comienza en el periodo Mayo-Junio la gran marcha migratoria, que
tiene marcadas diferencias, en las tres provincias que componen la comunidad. Los apicultores
de Alicante trasladan sus colmenas, en una primera etapa, hacia la region murciana, buscando la
floracion de los limoneros; posteriormente, llevan sus colmenas mas al sur hacia las grandes
extensiones dedicadas al cultivo del girasol donde pasan todo el verano, al ser la floracion muy
intensa. Los apicultores de Castellon trashuman subiendo los montes de Teruel para adentrarse
en la Meseta por Soria, finalizando el recorrido en Burgos. Este itinerario permite que las abejas
aprovechen el optimo de floracion mas tardio que se produce en los matorrales seriales (tomillar-
pradera) de esta zona. En cambio los apicultores de Valencia, desde siempre, prefieren
trasladarse hacia Castilla-La Mancha en la época estival (Junio-Julio). En esta region se
aprovechan los matorrales seriales, tanto los salviares como los jarales. Ya hacia el final del
verano, los apicultores valencianos, regresan con sus colmenas a los romerales levantinos.
Entrado el otofio comienza la época de las grandes lluvias, lo que permite a los romerales
alcanzar un segundo optimo fenoldgico de floracion (Sanchis y col., 1993).

Si bien la apicultura es un sector minoritario en comparacion con otros sectores
ganaderos, debemos sefialar la inestimable labor que desempefian las abejas como agentes
polinizadores, tanto de la flora silvestre como de cultivos agricolas, reportando a la agricultura
beneficios tanto de forma directa, a través de los productos que se obtienen, como indirecta en
su papel ecoldgico. En este sentido, cualitativamente, el sector apicola se configura como uno de
los mejores modelos de produccion sostenible, donde confluyen intereses econdmicos y sociales
ya que contribuye por una parte a la fijacion de la poblacion en el medio rural, en zonas donde el
desempefio de otras actividades es complicado, asi como medioambientales, ya que se trata de
una produccion totalmente respetuosa con el medio ambiente, a la vez que facilita la
polinizacién, funcion que contribuye al equilibrio ecoldgico, asi como a la mejora y al
mantenimiento de la biodiversidad (MARM, 2010).

Los polinizadores generan la reproduccion de cerca del 85% de las plantas con flores, y el
35% de la produccion agricola mundial. La gran mayoria de polinizadores son insectos,
incluyendo las abejas, avispas, escarabajos, hormigas, mariposas, y polillas (también algunas
especies de aves y murciélagos) (Hopwood y col., 2012). La abeja de la miel es, hoy en dia, la
mas abundante y su porcentaje puede llegar al 60-95% de todos los polinizadores. Las colonias
de la abeja melifera se encuentran, en la actualidad, casi exclusivamente en las colmenas que
mantienen los apicultores, por lo tanto, la abundancia de este importante polinizador va ligada a
la cabafia apicola existente en cada zona. La actividad de estos insectos polinizadores genera
en la produccion agraria valenciana mas de 495 millones de euros, aproximadamente el 39% del
total. Se ha dicho que la abeja melifera es el polinizador mayoritario, representando en el entorno
agricola el 80% de todos los polinizadores. Con este valor, podemos estimar que la abeja de miel
puede generar anualmente unos 396,45 millones de euros en el sector agrario valenciano. Los
productos derivados de la apicultura pueden suponer unos 15-20 millones de euros anuales, por
tanto, la polinizacion que llevan a cabo las abejas supera en mas de 30 veces el valor de los
productos apicolas (Calatayud y Simd, 2012).

En lo que respecta a la produccion de miel, como producto principal, la UE-27 constituye en
su conjunto, en el afio 2010, después de China, la segunda potencia apicola mundial, valorado
en produccion total de miel (FAO, 2010). La apicultura proporciona ingresos a mas de 600.000
ciudadanos de la UE, ascendiendo el volumen econdmico del sector apicola de la UE a unos 15.000



millones de euros anuales. En el conjunto de la UE-27, segun los datos de la Comision de la Union
Europea y estadisticas del MARM, Espafia es el principal productor apicola, tomando el nimero
de colmenas como medida de produccion. En cuanto al censo apicola de la Comunidad
Valenciana, y con respecto al conjunto de comunidades auténomas y regiones de Espafia, ésta
se sitla en primera posicion en produccion de miel. La Subdireccion General de Estadistica
sefiala que, en 2009 la Comunidad Valenciana produjo 7.396 Tm de miel, representando el
22,9% de la produccion total de miel en Espafia. Es importante destacar que el 35% de la miel
producida en la Comunidad Valenciana es miel de azahar (MARM, 2010).

La miel de azahar, junto con la miel de romero, es la miel mas emblematica de la
Comunidad Valenciana. Por ello, la Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentacion, redacto la
resolucion de 19 de diciembre de 2001, en la que se publicaban las reglamentaciones de calidad
de la “Miel de Azahar" y la “Miel de Romero”, para su distincion con la marca de calidad “CV”
(CAPA, 2002). Sin embargo, y a pesar del proposito de la administracion por otorgar a estas
mieles un valor afiadido y proteccion en el mercado apicola, en contrapartida encontramos en el
mismo ambito autondmico el Decreto 40/93, de 8 de marzo, del Gobierno Valenciano, sobre
medidas experimentales para limitar la polinizacion cruzada en plantaciones de citricos,
popularmente conocido como el decreto de la “Pinyola”, aprobado en 1993 y prorrogado hasta
dia de hoy, mediante decretos anuales, que ha puesto serios impedimentos a este sector para
producir la tan preciada miel de azahar (CAPA, 1993).

Durante este ultimo afio y siguiendo las lineas marcadas por el Gobierno Valenciano se
dicta el “Acuerdo de 23 de marzo de 2012, del Consell, por el que se aprueban medidas para
limitar la polinizacion cruzada entre plantaciones de citricos” (CAPA, 2012). Contempla dos
medidas encaminadas a eliminar a los polinizadores que habitan el entorno de las zonas
citricolas para prevenir la aparicion de semillas en los frutos de ciertas variedades hibridas de
mandarino. Se fija en primer término la prohibicion de asentar colmenas a menos de 4 kildmetros
de las plantaciones de citricos durante la época de floracion, con algunas excepciones en que
deben cumplirse ciertos requisitos. En la practica, esta limitacion destierra al sector apicola
valenciano y lo condena a perder su principal fuente de ingresos, la miel de azahar. Ademas en
el apartado séptimo del Decreto de la “Pinyola”, se establece la suspension de la prohibicién de
los tratamientos fitosanitarios durante la floracion, impuesta por el articulo 3 de la Orden de 20 de
marzo de 1984, de la Conselleria de Agricultura, Pesca y Alimentacion (CAPA, 1984). Esta
medida tiene un impacto muy negativo sobre las poblaciones de abejas y el resto de
polinizadores por la mortandad que esto conlleva. La época de floracion de los citricos, en plena
primavera, coincide con la floracion de otras plantas y con el momento de la reproduccion de los
insectos polinizadores, lo que los hace mas sensibles a la accion de los insecticidas (Calatayud y
Simé, 2012).

Asi, si los apicultores valencianos han venido sufriendo durante estas dos ultimas
décadas los perjuicios ocasionados por la prohibicion de fijar asentamientos de colmenares en
plantaciones de citricos en el ambito del territorio de la Comunidad Valenciana debido a la
promulgacion de la normativa de limitacion de la polinizacion cruzada, a partir del afio 2006 se le
afiade una nueva problematica. Se empiezan a detectar la aparicion de una persistente pérdida
de colonias de abejas (Apis mellifera), tanto en nuestra regién como en el resto del mundo, un
fendmeno que se conoce como Sindrome de Colapso de la Colmena, en adelante SCC, lo cual
ha suscitado la enorme preocupacion a nivel mundial debido a las pérdidas de este importante
polinizador, habiendo sido destacado en un reciente informe de Naciones Unidas (UN News
Centre, 2011). EI SCC se caracteriza cominmente por la repentina desaparicion de las abejas
(obreras especificamente) y aunque en la actualidad se desconocen las causas algunos autores
indican que se trata de una problematica multifactorial en la que confluyen una serie de
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condiciones que provocan la muerte de un nimero elevado de abejas y por consiguiente la
pérdida de la colmena.

En este sentido, cualquier factor que causa una elevada mortalidad en abejas
pecoreadoras resulta en un comportamiento de pecoreo precoz en abejas jovenes. El pecoreo es
una actividad que entrafia riesgos para las abejas, y las pecoreadoras precoces, ademas de
menos efectivas, son mas débiles que las abejas que han tenido una transicién normal.
Consecuentemente, cuanto menor es la edad media de las pecoreadoras, el ratio de mortalidad
aumenta, lo que acelera el decaimiento de la poblacion. Un comienzo precoz del pecoreo reduce
la poblacion de abejas encargadas del cuidado de las crias; la colonia no puede mantener una
produccion suficiente de cria para remplazar las pérdidas de abejas en el campo, y la poblacion
se desploma (Khoury y col., 2011).

Tal y como hemos comentado anteriormente el Sindrome de Colapso de Colmena ha
sido asociado a una larga lista de agentes, entre los que cabria destacar: biologicos (el acaro
Varroa, el Virus de la pardlisis aguda, la Nosema ceranae); quimicos (exposicion a insecticidas),
factores ambientales de estrés, calentamiento global, etc. (vanEngelsdorp y col., 2009). Asi, el
cambio climatico y la desnutricion asociada a las fuentes de alimentos de monocultivo, se
consideran importantes factores en el despoblamiento.

Entre todos los plaguicidas usados en agricultura, los mas temidos por los apicultores y
objeto de frecuentes estudios en los dltimos afios, son los pesticidas sistémicos del grupo
neonicotinoides. Estas sustancias son potencialmente toxicas para las abejas y en este sentido
sefialadas por muchos investigadores como agentes directamente implicados en el Sindrome de
Colapso de la Colmena (Khoury y col., 2011; Krupke y col., 2012; Lu y col., 2012; Wu y col.,
2011).

Los neonicotinoides son insecticidas sintéticos similares en estructura y accion a la
nicotina, un compuesto natural obtenido de plantas que fue ampliamente usado como insecticida
antes de la Segunda Guerra Mundial. Se usan para el control de plagas en cultivos y plantas
ornamentales, como pulgones, escarabajos de las hojas, termitas y parasitos de animales
domesticos como piojos. Estos insecticidas son sistémicos, lo que significa que pueden ser
absorbidos y transportados a través de la planta, ofreciendo proteccion contra insectos. Las
plantas absorben estos compuestos por las raices o las hojas, y los tejidos vasculares los
transportan a los tallos, hojas, flores y frutos. Paralizan los insectos mediante el bloqueo quimico
especifico de vias de transmision del impulso nervioso en el sistema nervioso central de los
insectos (Hopwood y col., 2012), y se piensa que producen una alteracion en su capacidad para
orientarse y regresar a la colmena.

Este tipo de residuos ha pasado a ser una de las principales preocupaciones para las
autoridades sanitarias, tanto en el ambito de la salud publica (por su posible presencia en miel y
polen) como en el &mbito veterinario (por la mortandad que se piensa estan ocasionando en las
abejas). De hecho, la polémica por el controvertido uso de estos pesticidas ha llegado hasta la
Comision Europea, quien requirio a la European Food Safety Authority (EFSA) un informe donde
se evaluase la toxicidad en abejas, teniendo en cuenta el nivel de exposicion actual a estos
pesticidas y los efectos toxicos descritos en articulos publicados en revistas de gran prestigio
(EFSA Journal, 2012). Sin embargo, la EFSA, en sus informes, pone sobre la mesa ciertas
dudas sobre la toxicidad de estos pesticidas a las dosis supuestamente empleadas, ya que las
dosis utilizadas en los estudios son superiores a las dosis reales a las que las abejas pueden



estar expuestas, en base a los usos admitidos en la UE y las autorizaciones concedidas por los
Estados miembros.

Asi pues, la toxicidad aguda en abejas provocada por estos pesticidas ya ha sido
estudiada, fijandose la LDso en 280 ppb para Imidacloprid, 99.000 ppb para Acetamiprid,... (EPA-
OPP Pesticide Ecotoxicity Database [http://www.ipmcenters.org/Ecotox/DataAccess.cfm]). En el
mismo, se concluye la necesidad de seguir investigando, adecuando los estudios a las dosis
reales de exposicion, haciendo especial hincapié en el conocimiento de los efectos subletales
con dosis bajas de pesticidas y sus efectos a largo plazo.

El estudio de estos residuos requiere el empleo de técnicas analiticas complejas, lo que
precisa de personal cualificado, y el uso de equipos muy sofisticados y costosos que no se
encuentran disponibles en cualquier laboratorio. Cada compuesto quimico tiene una naturaleza
singular, que puede implicar un comportamiento distinto ante la técnica empleada, y por tanto la
necesidad de emplear variaciones en las técnicas. Asi mismo, el tipo de matriz sobre la cual se
pretenda estudiar dichos residuos tiene igualmente efecto sobre el comportamiento de estos
compuestos. Ademas, todavia no se han establecido métodos oficiales para la determinacion de
estos pesticidas, y los métodos empleados son técnicas recomendadas. Y por otro lado, son muy
pocos los estudios en los que se ha trabajado en la identificacion de pesticidas en la matriz abeja
(Krupke y col., 2012; Totti y col., 2005; Wiest y col., 2011).

Existen diversas técnicas de extraccion de pesticidas en las distintas matrices de la
colmena, como son la extraccion en fase sélida, extraccion liquido-liquido o extraccion en fase
dispersiva (QUEChERS); y todos ellos como fase previa al analisis y cuantificacion por
cromatografia liquida o de gases, con el empleo de diferentes tipos de detectores. Actualmente
la técnica de eleccion es HPLC-MS/MS ya que permite la cuantificacion en matrices biologicas
con una alta sensibilidad y selectividad (g/kg). Sin embargo, para garantizar la calidad y poder
comparar los resultados analiticos, es fundamental la validacion del método de analisis
(International Conference on Harmonisation, Documento SANCO/10684/2009).

Por todo lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo ha sido la puesta a punto
y validacion de un método para la determinacion en abejas de residuos de cuatro de los
pesticidas del grupo de los neonicotinoides (imidacloprid, acetamiprid, thiamethoxam 'y
methiocarb) mas cominmente utilizados en la Comunidad Valenciana.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materia prima

En el presente estudio se utilizaron 22 muestras de abejas sospechosas de haber sido
intoxicadas, recogidas durante la primavera del presente afio 2012. Estas fueron proporcionadas
por los técnicos de apiADS, procedentes Valencia, de los términos municipales de Montroi (14),
Sagunto (2), Barxeta (2), Villamarchante (1), Loriguilla (1), Chiva (1) y Xativa (1).

Para llevar a cabo la puesta a punto y validacion de la metodologia se utilizaron abejas
vivas “blanco” libres de residuos de los pesticidas que se pretenden analizar, procedentes de una
zona “libre” de tratamientos agricolas (montes de Ayora), cedidas por Apicultura Rafa Cerda. La
ausencia de residuos se confirmd antes del estudio de validacion analizando estas muestras
“blanco”.


http://www.ipmcenters.org/Ecotox/DataAccess.cfm

2.2 Reactivos y materiales

Los estandares de los pesticidas neonicotinoides (imidacloprid, acetamiprid,
thiamethoxam y methiocarb) fueron obtenidos en Dr. Ehrenstorfer (Alemania), todos ellos de
calidad cromatogréfica. Otros reactivos utilizados fueron: metanol, acetona, acetonitrilo,
diclorometano, acido formico 99-100%, cloruro sodico y sulfato de sodio anhidro, sulfato de
magnesio, cloruro sodico (Prolabo); n-hexano y cloruro de amonio (Panreac); acido orto-fosférico
85% (Fluka ), tierra de diatomeas Celite® 545 y sodio citrato dibasico sesquihidrato (Sigma-
Aldrich); sulfato de magnesio, PSA (Supelco) y adsorbente C18 (Agilent Technologies). El agua
bidestilada se obtenia de un sistema de agua Milli-Q (Millipore Corp., Billerica, MA). Los reactivos
fueron de calidad P.A. y los disolventes HPLC.

2.3 Aparatos

El trabajo se llevo a cabo en un HPLC Agilent 1200 SL series Rapid Resolution, equipado
con un desgasificador, una bomba binaria, un inyector automatico y un compartimento
termostatizado de columna, acoplado a un detector de triple cuadrupolo Agilent LC/MS 6410 con
fuente de ionizacion ESI. El equipo disponia de una columna Zorbax Eclipse XDB-98 (4,6 x 50
mm, 1,8 micras) suministrada por Agilent Technologies, Inc. (Wilmington, DE). Se utilizd un
vortex Maxi Mixll Mixer de Barnstead (lowa, USA), un Ultra-Turrax IKA T25 D digital (Germany),
una centrifugadora Centronic-BL Il de Selecta (Espafa), un rotavapor Heidolph (Germany) y un
agitador IKA RT 10 power (Germany).

2.4 Preparacion de las disoluciones patrones

Disolucion stock (1 mg/mL). Para cada estandar de pesticida se prepar6 una disolucion
stock, tomando 25 mg y aforando a 25 mL en metanol. Estas disoluciones se conservaron a -
20°C.

Disolucidn de trabajo | (10 pug/mL). De cada una de las disoluciones stock se pipeteé 0.1
mL y se afor6 a 10 mL con metanol. De esta forma se obtuvo el mix de 4 pesticidas de 10
pg/mL.

Disolucion de trabajo Il (1 pg/mL). De la disolucion anterior se pipeted un volumen de 1
mL en un matraz de 10 mL y se aford con metanol. De esta forma se obtuvo el mix de 4
pesticidas de 1 pg/mL. Con esta solucion se fortifico el blanco de abejas.

Ambas disoluciones de trabajo se conservaban a +4°C hasta su utilizacion.
2.5 Métodos de extraccion de los residuos de la muestra

Se consideraron dos métodos de extraccion:
2.5.1. Liquido-Liquido (Totti y col., 2005)

Se pesaban 3 g de abejas, se adicionaba una cantidad determinada de la solucion de
trabajo Il, se dejaba reposar durante 5 min y se machacaban en un mortero. Seguidamente, se le
afiadia 80 mL de acetona y se mezclaba en un agitador durante 5 min. La mezcla se hacia pasar
por un embudo de Buchner, donde se filtraba con una capa de Celite, en el que quedaban
retenidas las partes solidas de las abejas y demas impurezas. Al liquido filtrado se le afiadia 100
mL de una solucidn coagulante (10 g de cloruro de amonio, 20 mL de &cido orto-fosférico y 800
mL de agua), se dejaba en reposo durante 30 min, agitdndolo ocasionalmente de forma manual,



y nuevamente era filtrado con Celite. La muestra se diluia con 100 mL de una solucién de NacCl
2% y se extraia con 100 mL de diclorometano en un embudo de decantacion. Una vez reposado
se recogia el diclorometano, donde habian quedado retenidos los analitos. Se hacia una
segunda extraccion repitiendo el procedimiento anterior, pero en este caso utilizando 50 mL de
diclorometano. A las dos fracciones unificadas se les afiadia sulfato de sodio anhidro para
eliminar posibles restos de agua y se filtraba con papel de filtro (1 um). La muestra se llevaba a
sequedad en rotavapor a 45°C. Finalmente, se reconstituia con 1,5 mL de metanol, y se filtraba a
través de un filtro de nylon de 0,45 um. Se inyectaban 5 pL del reconstituido en un sistema LC-
MS/MS.

2.5.2. Método QUEChERS (Wiest y col., 2011)

Se pesaban 5g de abejas (39-44 abejas) en un tubo Falcon de 50 ml y se adicionaba una
cantidad determinada de la solucion de trabajo Il. Tras reposar durante 5 min, se afiadian 10 mL
de acetonitrilo y se mezclaba con el Ultraturrax durante aproximadamente 1 min. A continuacion
se afadian 3 mL de agua bidestilada, 6 mL de hexano y el contenido del tubo 1 (4 g sulfato de
magnesio, 1 g cloruro sodico y 500 mg sodio citrato dibasico sesquihydrato). Rapidamente se
agitaba manualmente durante 20 segundos, y durante 1 min en el vortex, seguidamente se
centrifugaba a 5000 r.p.m. durante 10 min. Se cogian 6 mL de la fase intermedia
(correspondiente al acetonitrilo) y se llevaban al tubo 2 (900 mg sulfato de magnesio, 150 mg
PSAy 150 mg C18), el cual se agitaba en el vortex durante 1 min y se centrifugaba a 5000 r.p.m.
durante 10 min. Se cogian 3 mL del sobrenadante, y se llevaban a sequedad con N; a 40°C. El
extracto se reconstituia con 200 pl de metanol. De estos 200 L, 100 pl se mezclaban con 900
pl de fase movil A (agua bidestilada con 0,5% de acido formico) (los otros 100 pl se
conservaban en nevera por si fuese necesario repetir el analisis). La mezcla anterior se pasaba
por un filtro de nylon de 0,22 um y se inyectaba 5 pl en el sistema HPLC-MS/MS.

2.6. HPLC-MS/MS

Para la separacion cromatogréfica, la muestra se vehiculaba en una fase movil consistente
en agua bidestilada con un 0.5% de &cido formico (fase A) y metanol (fase B). La elucion
comenzaba con un gradiente inicial de 10% de B, que alcanzaba un 95 % de B en 4 min y se
mantenia constante hasta el minuto 13, volviendo a las condiciones iniciales en 2 min, para
permanecer constante hasta el minuto 18. El flujo de la fase movil era de 0,4 mL/min, y la
columna se mantenia a una temperatura constante de 35°C.

Todos los pesticidas fueron detectados con ionizacion en electrospray en modo positivo.
Para el gas de nebulizacion y de colision (nitrdgeno) se puso un caudal de 10 L/min y de 3 L/min
respectivamente. La presion del nebulizador se ajusto a 40psi, y la temperatura de secado del
gas a 300°C. Se trabajé con un voltaje de capilar de 3000 V.

2.7. Cuantificaciéon

La cuantificacion de los pesticidas se llevé a cabo representando las areas de los picos de
los iones producto (MRM) que presentaban mayor intensidad frente a su concentracion nominal,
mediante curvas de calibrado obtenidas fortificando la matriz “blanco de abejas”. Los rangos de
calibracion fueron de 5, 10, 20, 30 y 100 ug/kg para el método de extraccion liquido-liquido, y de
5, 10,20, 30 y 80 ug/kg para el método con QUEChERS, en la Figura 1 se muestra como ejemplo
un cromatograma con los 8 MRM obtenidos en un blanco fortificado.



El tratamiento de la informacion proporcionada de los cromatogramas se realizo con el
software del espectrometro de masas (MassHunter), que integraba los iones producto para cada
analito.
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Figura 1. Cromatograma de los iones totales (TIC) obtenido a partir de una matriz fortificada con 80
ng/g de patrones de pesticidas.

2.8. Validacion del método

La validacion del método se llevo a cabo siguiendo las directrices descritas en la Guia
para la Validacion de Procedimientos Analiticos de la IHC (International Conference on
Harmonisation) y en el documento de la SANCO 10684/2009. Se evaluaron los siguientes
parametros: linealidad (curva de calibrado), exactitud (% recuperacion), precision
(reproducibilidad y repetibilidad), limite de deteccion (DL) y limite de cuantificacion (QL).

La linealidad es el parametro que permite expresar la capacidad del método analitico para
dar resultados directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra (R?).
Para evaluar la linealidad del método se construyeron diferentes curvas de calibrado mediante la
fortificacion de la muestra “blanco”, a la que se adicionaron volimenes adecuados de la
disolucion de trabajo II; para obtener concentraciones finales de 5, 10, 20, 30 y 80 pg/kg. El
experimento se hizo por triplicado.

La exactitud es el grado de concordancia entre el resultado del ensayo y un valor de
referencia aceptado, y se obtiene determinando la veracidad y la precision. La veracidad es el
grado de concordancia existente entre el valor medio obtenido de una gran serie de resultados y
un valor de referencia aceptado. Sélo puede establecerse mediante material de referencia
certificado (CRM), y si no se dispone de CRM, en lugar de la veracidad puede determinarse la
recuperacion. La recuperacion de un analito se refiere a la eficiencia de la extraccién en un
proceso analitico, y se expresa como porcentaje de analito obtenido luego del proceso de
extraccion. Para el célculo de la recuperacion se fortificaron muestras “blanco” en un rango de
concentraciones de 5, 20, y 80 ug/kg (muestras enriquecidas). Paralelamente se realiz6 una
serie de extracciones de matriz blanco sin fortificar para obtener una cantidad necesaria de
extracto de la matriz abeja, a diferentes porciones de este extracto se les adicionaron cantidades
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necesarias de la disolucion de trabajo I, para obtener concentraciones de 5, 20, y 80 ug/kg
(matrix matched). El célculo de la recuperacion se obtuvo comparando los resultados obtenidos
de la muestra enriquecida y el valor obtenido en la matrix matched (que se toma como valor
real). Los valores de aceptacion para la recuperacion deben estar comprendidos entre 70 y120%
(SANC0/10684/2009).

La precision describe la cercania (grado de dispersion) entre resultados de ensayos
independientes obtenidos en condiciones estipuladas (predeterminadas). La precision suele
expresarse como imprecision y calcularse como desviacion estandar de los resultados de los
ensayos. Se pude calcular en dos términos: 1. repetibilidad (CVr), un mismo operador obtiene
resultados de ensayos independientes con el mismo método e idéenticas muestras de analisis, en
el mismo laboratorio y con el mismo equipo; y 2. reproducibilidad (CVR), donde operadores
diferentes obtienen resultados de ensayos independientes con el mismo método e idénticas
muestras de ensayo, en dias distintos o distintos equipos. Para su célculo se fortificaron
muestras blanco a 5, 10, 20, 30 y 80 pg/kg, y se sometieron al proceso de extraccion en un
mismo dia para los calculos de la repetibilidad, y en dias diferentes, con dos operadores distintos
para el célculo de la reproducibilidad. En ambos casos las muestras se hicieron por triplicado.

El limite de deteccion (DL) es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede
ser detectada pero no necesariamente cuantificada como un valor exacto; y el limite de
cuantificacion (QL) es la cantidad mas baja de analito en una muestra que puede ser
determinada cuantitativamente con una adecuada precision y exactitud. DL y QL se expresan
como:

Donde: o = desviacion estandar de la respuesta
S = pendiente de la curva

La pendiente S se obtuvo de la curva de calibrado de cada uno de los 4 pesticidas. La
estimacion de o se llevé a cabo mediante la medicion del “ruido” de la linea base en el intervalo
de tiempo donde se espera encontrar cada pesticida. Para ello, se analizaron un nimero
apropiado de muestras “blanco” y se calcularon las desviaciones estandar de todas las
respuestas.

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Seleccion de los iones producto y confirmacion de la presencia de los analitos en
las muestras

La primera etapa en la realizacion del estudio fue la seleccion de las transiciones de
monitorizacion (MRM) y de los parametros especificos utilizados para cada pesticida evaluado.
Para ello se realiz6 una amplia revision bibliografica y se usaron las transiciones utilizadas por
diversos autores (Blasco y col., 2011; Wiest y col., 2011; Vanhoenacker y col., 2012) (Tabla 1).



Tabla 1. Transiciones MRM y parametros

Compuesto ::(’)rgcursor I(gﬂa%rg g l:ic\}g)l I(ggap;it[c;ctii%((:)t)o 2 Fragmentor  Collision Energy
Acetamiprid 223 223>126 223>56 100 15(1)

15(2)
Imidacloprid 256,1 256,1>209,3 256,1>175,4 90 15(2)

20(2)
Methiocarb 226 226>169 226>121 70 5(2)

10(2)
Thiamethoxam 292 292>211 292>181 85 4(1)

16(2)

La confirmacion de la presencia de los analitos en las muestras se realizé de acuerdo a
las premisas descritas en la guia de la SANCO 10684/2009. En este sentido, se comprobaba en
todas las muestras objeto de estudio que: a) El tiempo de retencion de cada analito presente en
la muestra coincidia con el tiempo de retencion del correspondiente estandar en matriz
fortificada, con una tolerancia de +2.5%; este tiempo de retencion se debia cumplir para las 2
transiciones (cualificador y cuantificador). b) En las muestras estaban presentes las dos
transiciones (iones producto) elegidas para cada analito ¢) El ratio del area del ion producto 1y
del ion producto 2 estaba dentro de una tolerancia de +20% a +50%, dependiendo de las
intensidades relativas de los iones.

3.2. Evaluacion del efecto matriz

Se evalud la presencia de “efecto matriz” en la matriz abeja. Esta determinacion es de vital
importancia ya que la ionizacion de los analitos de interés, en el espectrdmetro de masas, puede
verse interferida por los multiples componentes de la matriz, reduciendo o aumentando la
respuesta de estos analitos en comparacion con la de los estandares en disolventes (Wiest y
col., 2011; Blasco y col., 2011).

Para llevar a cabo esta determinacion se consideré un rango de concentraciones de los 4
compuestos comprendido entre 5 a 100 pg/kg. Estas se prepararon (con la disolucion de trabajo
1) tanto en disolvente puro como fortificando extractos de muestras “blanco” de abejas (exenta
de los compuestos). En la Figura 2 se han representado, para cada compuesto las distintas
concentraciones frente a las respuestas (areas) obtenidas tanto con el disolvente como con la
matriz. Para todos los pesticidas analizados se observa una clara diferencia entre las pendientes
obtenidas en ambos casos (disolvente y matriz) y por lo tanto la existencia de efecto de la matriz.
Con esto se concluye la necesidad compensar este efecto matriz, utilizando extractos de abeja
para construir las curvas de calibracion.
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Figura 2. Efecto matriz sobre los pesticidas. ¢ Curva de calibrado en metanol. A Curva de calibrado en
matriz.

3.3. Resultados de la Validacion

La Tabla 2 muestra los parametros de la validacion obtenidos al aplicar la metodologia de
extraccion con QUEChERS y deteccion y cuantificacion por LC-MS/MS.

En el caso de la linealidad se tom6 como valor de aceptacion un coeficiente de regresion
(R2) mayor a 0,99. Las curvas presentaron un comportamiento lineal en el rango estudiado (5 a
80 ug/kg) para los cuatro pesticidas estudiados, con coeficientes de regresion siempre
superiores a 0,99 (R2). Con estos resultados se puede afirmar que la respuesta del equipo es
proporcional a la concentracion de cada analito.

SegUn el documento de la SANCO/10684/2009, la recuperacion debe estar comprendida
entre 70 y 120%. Como se observa en la Tabla 2, los resultados presentados demuestran que
para todos los pesticidas estudiados y en los 3 niveles se obtuvieron valores aceptables, y en su
mayoria muy proximos al 100%. La Unica excepcion ha sido el thiamethoxam, ya que para el
nivel intermedio (20 pg/kg) presentd un porcentaje de recuperacion ligeramente superior, de
121%, valor que ha sido considerado como satisfactorio, dada su proximidad al 120%.

La repetibilidad (CVr) y la reproducibilidad (CVR) del método se evalud a cinco niveles
diferentes. Los valores de CVry CVR deben ser en ambos casos <20% (SANCO/10684/2009).
En términos generales, los resultados de repetibilidad y reproducibilidad (Tabla 2) demuestran
que la técnica empleada es precisa, puesto que los valores se encuentran en la mayoria de los
casos dentro del limite marcado, a excepcion, para el nivel 1 del thiamethoxam, imidacloprid y
acetamiprid, cuyos valores son ligeramente superiores al 20% (<27%), tanto para el estudio de
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repetibilidad como de reproducibilidad. Para el caso del methiocarb se observa que para el nivel
3y 4, se supera el 20 %, con resultados de 23.9% y 23.4% respectivamente, aunque en este
caso solo para el estudio de la precision entre dias (CVr). Con los resultados obtenidos podemos
decir que el método ensayado tiene resultados satisfactorios en cuanto a que es repetitivo y
reproducible, y por lo tanto se puede afirmar que es preciso en el rango ensayado.

Los limites de deteccion y de cuantificacion fueron bastante satisfactorios, estando en
todos los casos el limite de deteccion por debajo de 0.6 ng/g, y el limite de cuantificacion por
debajo 1.7 ng/g. El methiocarb con un LD de 0.2 ng/g y un LQ de 0.5 ng/g es el que presento
mejores valores de deteccion.

Tabla 2. Pardmetros de la validacion

Compuesto LD LQ Recuperacién CVr% CVR%

(ngfg) (nglg) 5ng/g 20ng/g 80ng/g 5ng/g 10ng/g 20ng/g 30ng/g 80ng/g 5ng/g 10ng/g 20ng/g 30ngl/g 80nglg

Thiamethoxam 06 1,7 84 121 106 210 123 20 1,0 6,6 268 132 99 9,8 91
Imidacloprid 04 11 8 113 102 229 158 75 0,5 13 217 176 11,3 68 8,7
Acetamiprid 03 09 74 111 102 121 133 06 43 52 213 140 124 87 59
Methiocarb 02 05 91 91 85 14,7 6,7 116 92 0,8 190 169 239 234 117

3.4 Analisis de las muestras

Todas las muestras de abejas proporcionadas por los técnicos de apiADS fueron
sometidas a los dos métodos de extraccion de residuos descritos en los apartados 2.5.1y 2.5.2.
La posterior identificacion y cuantificacion de los analitos se llevé a cabo en ambos casos por
LC-MS/MS. La Tabla 3 muestra los resultados obtenidos para las 22 muestras de abejas
analizadas. Se observa que cuando se aplica la extraccion de los analitos con el método
QUEChERS Ia eficacia en la deteccion y cuantificacion de los cuatro pesticidas estudiados es
mayor que con el método liquido-liquido. Con este Ultimo procedimiento se encontré en 1
muestra thiamethoxam y en 7 imidacloprid. Con el método QUEChERS se obtuvo mayor nimero
de muestras positivas y concentraciones superiores. En este sentido se detectaron positivos en 1
muestra para el thiamethoxam, en 6 para el imidacloprid, en 15 para acetamiprid y en 7 para el
ethiocarb. En definitiva el método QUEChERS, se selecciond por ser mas eficaz, sencillo,
economico, rapido y ademas de reducirse considerablemente con él la utilizacion de disolventes.

Es importante mencionar que en la metodologia de extraccidn propuesta se introdujo una
modificacion en lo que se refiere a la cantidad de muestra de abejas con las que se realiza la
extraccion. En el método liquido-liquido se siguid el procedimiento marcado, pesando 3 g de
abejas; sin embargo, en el método QUEChERS se decidio analizar las muestras tomando un
ndmero constante de 40 abejas. La decision de este cambio fue motivada por el hecho de que
se observo que las muestras, al ser recogidas en distintos periodos de tiempo, presentaban
diferentes estados de desecacion y descomposicion y que por lo tanto su peso diferia
considerablemente. De hecho para un mismo peso de abejas se observaba una gran disparidad
en el niamero de abejas, que en ciertas muestras llegaba a ser el triple. Para poder comparar los
resultados obtenidos, en ambos casos se expresaron los resultados en ng de compuesto por g
de abeja.
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Tabla 3. Resultados obtenidos en las muestras aplicando los métodos de extraccion QUEChERS y
liquido-liquido.

Muestra Thiametoxam Imidacloprid Acetamiprid Methiocarb

_(naladeabeia) ~  _(na/adeabeia) _(no/adeabeia) _(no/adeabeia)
QUEChERS Lig-lig QUEChERS  Lig-lig QUEChERS Lig-lig QUEChERS Lig-lig

Barxeta 01 nd nd nd nd 193 14 nd nd
Barxeta 02 nd nd nd nd 180 33 53 nd
Chiva nd nd nd nd 10 6 1 nd
Loriguilla nd nd nd nd 18 15 nd nd
Montroi 01 nd nd 179 nd 1 nd nd nd
Montroi 02 nd nd 2864 nd 1 nd nd nd
Montroi 03 nd nd 138 nd 51 nd nd nd
Montroi 04 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 05 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 06 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 07 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 08 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 09 nd nd nd nd nd nd nd nd
Montroi 10 nd nd nd nd nd nd 74 nd
Montroi 11 nd nd nd nd 190 nd nd nd
Montroi 12 nd nd 125 nd 347 nd 24 nd
Montroi 13 nd nd 150 nd 700 nd 38 nd
Montroi 14 9 nd 23 nd 211 nd nd nd
Sagunto 01 nd nd nd nd 4 5 nd nd
Sagunto 02 nd nd nd nd 23 1 nd nd
Villamarchante nd 1 nd nd 71 72 46 nd
Xativa nd nd nd nd 1 nd 40 nd

nd, no detectado
4. CONCLUSIONES

El procedimiento QUEChERS ha resultado més eficaz que el liquido-liquido para la extraccion de
los residuos de 4 neonicotinoides (thiamethoxam, imidacloprid, acetamiprid y methiocarb) de
matrices de abejas. Ademas de facilitar considerablemente el trabajo analitico con este
procedimiento, se reduce de forma drastica la utilizacion de reactivos y disolventes.

La utilizacion de una técnica analitica tan sensible como es LC-MS/MS ha hecho posible la
cuantificacion en abejas de concentraciones de analitos de hasta 1ng/g.

Para evitar el efecto que presenta la matriz en la respuesta del equipo, se recomienda realizar la
cuantificacion de los analitos construyendo las curvas de calibracién con fortificado de blancos
(abejas sin los analitos).

En relacion a la cantidad de muestra de abejas con las que se realiza la extraccion se
recomienda tomar un nimero constante de abejas (aprox 40 ejemplares) en lugar de pesarlas,
ya que al presentar diferentes estados de desecacion y descomposicion su peso difiere
considerablemente.
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