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El uso frecuente e inadecuado de compuestos quimicos, como los plaguicidas utilizados
en actividades agropecuarias, traen consigo la contaminacién del medio ambiente. Estos,
inciden en la actividad apicola, debido a que pueden alcanzar las colmenas ya sea por aplicacion
incorrecta, por el viento o bien porque son recolectados, transportados y concentrados en la
colmena por las abejas, durante la actividad de pecoreo, permaneciendo como residuos en la
miel. La identificacion y cuantificacidon de estos compuestos es de gran importancia, ya que la
persistencia de estas sustancias toxicas, perjudican tanto a las abejas como también representan
un riesgo para las personas que las consumen. Entre estos compuestos cobran interés los
piretroides debido a que son ampliamente aplicados en los cultivos de las zonas del Valle de Rio
Negro (Alto Valle y Valle Medio) y Neuquén. Mediante este trabajo, a nivel preliminar, se llevd
a cabo la verificacién de un método analitico para la cuantificacidon de piretroides en miel de
abejas. El método demostré ser lineal, preciso y exacto para 5 piretroides: Bifentrin, Permetrina,

Cipermetrina, Fenvalerato y Deltametrina.




La miel es un producto alimenticio natural elaborado por las abejas a partir del néctar
de las flores. La definicidn, identidad y calidad de la miel se encuentran establecidas en el
Capitulo X, Art. N2 782 y Art. N2 783 del Cddigo Alimentario Argentino.

Las abejas meliferas son importantes polinizadores de una gran diversidad de cultivos y
plantas nativas, la polinizacion llevada a cabo por estos insectos es necesaria para el 35 % de los
cultivos destinados a la alimentacion humana (Ollerton, 2017); sin embargo, a nivel mundial han
sufrido una disminucidn en sus poblaciones, fenémeno llamado el Desorden del Colapso de las
Colonias (DCC) (Brutscher, 2016). Las caracteristicas de las colonias colapsadas, son: la muerte
parcial o total de la colonia con presencia de abejas muertas dentro o cerca de la colmena, la
desaparicion parcial o total de la colonia, con el abandono de las reservas de alimento y las crias
y el debilitamiento de la colonia mediante un lento desarrollo durante la primavera, bajo
condiciones éptimas (Simon-Delso, 2014). Aunque se han reportado diversos factores como las
probables causas del colapso de las colonias, uno de los mas importantes es la exposicion a
plaguicidas (Calatayud-Vernich, 2018; Sanchez-Bayo, 2016; Traynor, 2016). Las abejas se
exponen a los plaguicidas cuando buscan los recursos néctar-poliniferos, sobre todo si las
colonias estan ubicadas cerca de dreas agricolas (O’Neal, 2018). Se ha demostrado que la
exposicion a dosis subletales de plaguicidas puede afectar el comportamiento de la abeja
(Balbuena, 2015), el pecoreo (Cresswell & Thompson, 2012), su longevidad (Wu, 2011), la
termorregulacidn (Tosi, 2016); asi como su aprendizaje olfativo y memoria (Lu, 2014). Los
residuos de plaguicidas pueden acumularse en el pan de abeja, miel y cera (Johnson, 2013;
Lozano, 2018); presentdandose en esta Ultima la capacidad de almacenamiento residual de
plaguicidas (Benuszak, 2017). Por tanto, de un panal contaminado, los residuos pueden
transferirse a la miel almacenada, presentando un riesgo para los consumidores (Wilmart,
2016).

Segun estadisticas de la FAO, Argentina es el segundo productor y exportador mundial
de miel, detrds de China. El 95 % de la miel que se produce en Argentina se exporta a mas de
veinte paises diferentes (SENASA, 2022). Los principales destinos de la miel argentina son
Estados Unidos, Alemania y Japon. La miel producida en nuestro pais es considerada una de las
de mejor calidad en el mundo. En la mayoria de los paises existen Autoridades Regulatorias que
evaltan y administran la aprobacion del uso de aquellos productos fitosanitarios que pueden

ser comercializados y utilizados en concordancia con las Buenas practicas agricolas, buscando




de esta manera que la produccién de alimentos se realice de forma segura para la poblacion y
el ambiente.

Segun el Codex Alimentarius, por "residuo de plaguicida o fitosanitario", se entiende
cualquier sustancia especificada presente en alimentos, productos agricolas o alimentos para
animales como consecuencia del uso de un fitosanitario. Este término incluye cualquier derivado
de un fitosanitario, como sus productos de conversién, metabolitos o productos de reaccidn, y
las impurezas con relevancia toxicolégica (Codex, Normas Internacionales de los Alimentos,
2022). Un limite maximo de residuos (LMR) es el nivel maximo de residuos de un plaguicida que
se permite legalmente en los alimentos o piensos (tanto en el interior como en la superficie)
cuando los plaguicidas se aplican correctamente conforme a las buenas practicas agricolas
(FAO). Actualmente la Resolucion SENASA N2 934/2010, establece las tolerancias de residuos de
fitosanitarios en productos y subproductos agropecuarios comercializados en nuestro pais, asi
como también indica aquellos productos y usos que se hallan exentos del requisito de fijacién
de tolerancias y ademas la Resolucién SENASA 559/2011 establece los LMRs en productos de
origen animal, incluyendo la miel. A nivel internacional existen varias fuentes que publican los
LMRs de plaguicidas en mieles que sirven de referencias, algunos de ellos son los citados por el
CODEX ALIMENTARIUS, la normativa de Estados Unidos (U.S. EPA) y la normativa de la Unidn

Europea (EUR-Lex).

En las uUltimas décadas varios paises (EE.UU, México, Brasil, entre otros) inclusive en el
Alto Valle de Rio Negro en el afio 2021, han reportado la desaparicion y mortandad masiva de
abejas (RioNegro, 2022; BBC-News, 2019; Ciatej, 2017; RioNegro, 2021). Diversos factores han
sido atribuidos como el cambio climatico, plagas e infecciones, asi como el uso de plaguicidas de
uso agricola. Este ultimo argumento ha cobrado fuerza tras publicaciones de organismos
oficiales de investigacién, respecto de la presencia de plaguicidas tanto en abejas como en
mieles (Christodoulou, 2015; LAPRW, 2021). Estos hechos se vinculan principalmente con la
aplicacion de plaguicidas tanto en cultivos aledafios a las zonas productoras de miel, en los
cultivos con colmenas para polinizacion, como asi mismo al curado de colmenas para combatir
las enfermedades y plagas de las abejas. Si bien el sector apicola ha ido migrando a modos de
produccidon mas amigables con el medio ambiente, es muy dificil controlar la contaminacion que
llega por el desarrollo de otros sectores productivos, lo que implica consecuencias de gravedad

ecoldgica, sanitaria y econdmica tanto a nivel internacional como nacional.




Una gran variedad de pesticidas puede ser daiiinos para las abejas, entre los cuales se
destacan los piretroides que son de aplicacion conocida en las zonas del Valle de Rio Negro (Alto
Valle y Valle Medio) y Neuquén, debido a los cultivos desarrollados (principalmente manzanas,
peras, tomates, entre otros). Los piretroides pueden contribuir al mencionado fenémeno DCC
de las abejas meliferas. Sin embargo, la determinacién de piretroides en la miel sigue siendo una
tarea dificil para los analistas hasta la fecha debido a la complejidad de esta matriz y a los LMR,
gue son cada vez mas bajos (Belinato, 2021).

En este estudio se pretende verificar un método analitico (BS EN 15662:2008) que
permita identificar y cuantificar piretroides (Bifentrin, Permetrina, Cipermetrina, Fenvalerato y
Deltametrina) en mieles de abejas, siendo esto importante no solo como unindicador del estado
del ambiente (Murcia-Morales, 2020), sino también como un modo de garantizar inocuidad en
estos productos de consumo humano, para contribuir al conocimiento de la interaccién entre
apiculturay agricultura, y de evitar la pérdida del principal recurso productivo del sector apicola,
las abejas. El presente trabajo corresponde al primer estudio realizado en mieles de abeja en
nuestro laboratorio, por lo cual lo consideramos de caracter preliminar. A grandes rasgos
consiste en la extraccidn y limpieza de las muestras por método de QUEChERS, y la deteccién
por cromatografia de gases con detector de captura de electrones, técnicas que ofrecen limites
de deteccién relativamente bajos, lo que permite cubrir los rangos de concentracién estipulados

en la normativa internacional.

Verificar un método analitico (BS EN 15662:2008) para identificar y cuantificar
piretroides (Bifentrin, Permetrina, Cipermetrina, Fenvalerato y Deltametrina) en mieles de
abejas de las zonas del Valle de Rio Negro (Alto Valle y Valle Medio) y Neuquén por

cromatografia gaseosa con detector de captura de electrones.

e Conocer qué tipo de plaguicidas se aplican en el Valle de Rio Negro (Alto Valle y Valle
Medio) y Neuquén.

e Analizar posible efecto matriz en las muestras.




Argentina se ubica entre los tres principales productores a nivel mundial, siendo el
segundo exportador de miel con un volumen promedio superior a las 75.000 toneladas (t)
anuales, mientras en el pais se consume alrededor de 6.000 t promedio (Argentina.gob.ar,
2021).

El Registro Nacional de Productores Apicolas (RENAPA online) nos permite conocer que
existen 15.306 apicultores, los cuales manejan 33.477 apiarios y mas de 3.500.000 colmenas. El
sector cuenta con un total de 1.209 salas de extraccién de miel habilitadas por el Senasa.

Gran parte del territorio es apto para el desarrollo de la actividad, y presenta distintos
potenciales productivos tanto para la miel como para otros productos de la colmena, estando
presente la actividad en muchas localidades de nuestro pais.

En este sentido, las condiciones climaticas y los avances tecnolégicos permiten obtener
una miel de calidad con multiples identidades que las distinguen internacionalmente.

Las colmenas se ubican principalmente en las provincias que conforman la region de la
Pampa Humeda. Casi el 50% del total de colmenas estdn en la provincia de Buenos Aires. Otro
35% se reparte entre las provincias de Cérdoba, Santa Fe, La Pampay Entre Rios. El 15% restante
se distribuye en el resto del territorio nacional. Con excepcion de Tierra del Fuego, todas las
provincias argentinas explotan colmenas comercialmente, generando un sensible impacto en
las economias locales debido a que los productores viven en cercania respecto al desarrollo de
sus actividades. Sin embargo, un aspecto que resulta peligroso para el desarrollo de la actividad
apicola es que, como consecuencia de la expansién de las fronteras del cultivo de la soja y otros
monocultivos en provincia de Buenos Aires y region Pampeana en general, se ha producido el
corrimiento o reduccion de terrenos destinados a ganaderia, a horticultura y a policultivos, los
cuales favorecen la presencia de alta diversidad floral y recurso melifero, trayendo como
consecuencia, la reduccion del rendimiento por colmena (Salizzi, 2014; Grecia Stefania de Groot,
2021). En la Patagonia la apicultura sigue siendo una actividad alternativa pero atada a un fuerte
dinamismo que llevd a crear en la regién un polo de produccién que puede comenzar a pisar
fuerte en el mercado nacional. Como se menciond anteriormente las zonas del Valle de Rio
Negro (Alto Valle y Valle Medio) y Neuquén, presentan una importante produccién agropecuaria
lo que hace indispensable la actividad de polinizacién de los cultivos y, por lo tanto, la posibilidad

del desarrollo de la apicultura.




En este marco es que SENASA diagramd sistemas de gestion y control de la cadena
productiva y sus respectivas normativas de trazabilidad, que tienen en cuenta las necesidades
del mercado internoy los diferentes requerimientos de los mercados externos a los que se envia
la miel argentina. SENASA cuenta con una red de laboratorios que se dedican a analizar las
mieles del territorio nacional y que poseen poder de policia en caso que una miel pueda
considerarse como no apta. La mayoria de los mismos estdn ubicados en Buenos Aires y sélo dos
se encuentran en Santa Fe y La Pampa. Por su parte el CIATI (Centro de Investigacion y Asistencia
Técnica a la Industria) realiza analisis fisicoquimico en mieles. Y en Cipolletti (provincia de Rio
Negro), el INTI (Instituto Nacional de Tecnologia Industrial) realiza andlisis microbiologicos,

sensoriales y de origen botanico.

Como para cualquier alimento, los procedimientos y métodos de manejo, los equipos e
instalaciones y los manipuladores que intervengan en su obtencién han de cumplir con los
requisitos higiénico-sanitarios necesarios para ello. El respeto de unas practicas correctas de
higiene en todas y cada una de las etapas de produccién es imprescindible para garantizar la
calidad y seguridad del alimento obtenido (SAGPyA, 2023). Para obtener la miel, el proceso
comienza por la recoleccién, cosecha. Comprende las operaciones realizadas en el campo para
retirar de las colmenas los panales llenos de miel, previamente “desabejados” mediante
ahumado y cepillado o soplado de los mismos, y trasladarlos a una instalacidon donde se realiza
la extraccidn de la miel. Se comenzara con el desoperculado donde se elimina, mediante un
instrumento afilado y generalmente caliente, la capa o [dmina de cera (opérculo) con el que las
abejas taponan las celdillas llenas de miel, en cada cuadro. Estas capas, generalmente caen en
una batea en la que se separa la miel de opérculo de la cera de opérculo. Luego, esa miel se une
al resto de la miel extraida en el proceso y la cera de opérculo es comercializada aparte. La
extraccion suele realizarse mediante centrifuga, ya que el prensado es una practica en desuso
gue aporta una miel de peor calidad por las impurezas que contiene. Tras la centrifugacién sigue
el filtrado para eliminar impurezas como restos de cera, insectos, materia vegetal, etc. evitando
eliminar por completo las sustancias propias de la miel, como el polen. Para eliminar las burbujas
de aire introducidas durante la extracciéon e impurezas que hayan quedado, se realiza la
decantacion y desespumado. Finalmente, la miel se envasa. Los contenedores y recipientes de
la miel se almacenaran en un local adecuado, de facil limpieza, al abrigo de la luz solar, baja
humedad relativa y temperatura lo mas constante posible, que nunca supere los 35 °C. Los

productos quimicos, medicamentos veterinarios, productos de limpieza, etc., no se deben




guardar en la zona de almacenamiento de la miel. Se deben guardar en un armario cerrado para
evitar contaminaciones cruzadas. El procesado de la miel se caracteriza por la reducida cantidad

de residuos que genera y por las caracteristicas de inocuidad de los mismos (SAGPyA, 2023).

En cuanto al interrogante de los posibles plaguicidas a analizar, no encontramos
estadisticas oficiales sobre qué sustancias se comercializan para los cultivos de la regién, lo que
implica una busqueda a profundizar en trabajos futuros. Sin embargo, pudimos averiguar los
tipos de plaguicidas que requieren los cultivos que se desarrollan en las distintas zonas
seleccionadas en nuestro analisis (Alto Valle de Rio Negro y Neuquén y el Valle Medio) (INDEC,
2021; Cichédn, 2017; CASAFE, 2023). En la mayoria de estos cultivos observamos que es comun
la aplicacion de piretroides, por lo que consideramos importante realizar el analisis de la

presencia de éstos compuestos en la miel de abejas (Tabla 1).

Tabla 1: Cultivos en los cuales se aplican los piretroides analizados.

Piretroide Cultivo

Bifentrin Manzano, duraznero, papa, peral, poroto, acelga, achicoria, albahaca, berro,
cilantro, eneldo, escarola, espinaca, frutilla, lechuga, orégano, radicheta,

romero, rucula, salvia, tomate, tomillo.

Permetrina | Alfalfa, arvejas, ciruelo, damasco, durazno, peldn, manzano, membrillo,

peral, pimiento.

Cipermetrina | Alamos, alfalfa, algodén, arvejas, cebolla, ciruelo, damasco, duraznero, pelén,

manzano, membrillo, peral, tomate, ajo, maiz dulce.

Fenvalerato | Papa, brocoli, coliflor, durazno, poroto, manzano, nogal.

Deltametrina | alfafa, arvejas, berenjena, coliflor, durazno, forestales y alamedas, manzano,
peral, papa, pimiento, poroto, chaucha, repollo, rabanitos de Bruselas,

tomate.

El hecho de poder detectar piretroides en mieles es muy importante, ya que estos
resultados indican, por un lado, el potencial de las colmenas de abeja para detectar sustancias
contaminantes en el ambiente y, por otro lado, riesgos para salud humana, las abejas y la
incluida la de los trabajadores del campo y los consumidores de miel y de otros productos de la

colmena, entre otros alimentos de origen agropecuario.




Para reducir el riesgo de intoxicacién aguda de colmenas con plaguicidas se recomienda
no fumigar durante la floracién del cultivo. De ser inevitable, no hacerlo en horas del dia en que
las abejas y otros polinizadores estan en las flores del cultivo y tapar las piqueras para evitar la
salida de las abejas de la colmena para mitigar el impacto y principalmente mantener una
comunicacién permanente entre agricultores/as y apicultores/as. Desde una perspectiva
agroecosistémica, la eliminacién de pesticidas de alta y moderada peligrosidad, el reemplazo de
plaguicidas de sintesis por productos organicos, el manejo integrado de plagas, la adopcién de
practicas agroecoldgicas y el fortalecimiento de las regulaciones sobre el uso de pesticidas,
monitoreos de residuos en mieles y otros alimentos, son medidas urgentes para cuidar la salud

de los ambientes, las abejas y por, sobre todo, las personas.

3.3.1 Los Piretroides. Sus generalidades.

Los piretroides, son andlogos sintéticos de las piretrinas naturales, esteres tdxicos
aislados de las flores secas del crisantemo (Chrysanthemum cinerae folium, conocidas
anteriormente como Pyrethrum) (Santos, 2007), obtenidos facilmente por extraccién, con
disolventes como metanol, acetona, etc. Ellos actian sobre todo por contacto y se introdujeron
en el mercado en los afios 70 seguido de un cambio estructural de las piretrinas, para modificar
la estructura quimica y obtener sustancias con mayor estabilidad y potencial insecticida
(persistentes), con la inclusién de dtomos de nitrégeno, azufre y de halégenos, manteniendo
relativamente baja toxicidad aguda en mamiferos (Heudorf, 2001; Soderlund, 2002). Con amplio
espectro de accidn contra todo tipo pardsitos externos (moscas, garrapatas, pulgas, piojos,
acaros, mosquitos, etc en el ganado y otras mascotas), se han usado abundantemente para el
control de plagas en la agricultura, apicultura, en salud publica e higiene privada (Retana, C, &
Aguilera, 2008).

Pertenecen a estos grupos los insecticidas: Aletrina, Resmetrina y Tetrametrin, usados
en el control de insectos, vectores de enfermedades humanas. La Cipermetrina, Deltametrina,
Fenvalerato, Permetrina, Fenpropatrina, Tralometrina, Lamba Cihalotrina, Teflutrina, Ciflutrina,
Flucinatrinato, Tau-fluvalinato y Bifenato, son usados para el control de insectos en la
agricultura. La Flumetrina, Kadetrina y Telaletrina, son empleados para el control de insectos
domeésticos, asi también como la Deltametrina, Cipermetrina y Lamba Cyhalotrina (Retana, C, &
Aguilera, 2008; Santos, 2007; PIMPAO, 2012).

En el medio ambiente, los piretroides, como otros plaguicidas, se pueden usar como un
modelo para el estudio de ecotoxicidad, porque contaminan el aire, la tierra y el agua,

ocasionando efectos adversos que afectan desde una bacteria hasta el hombre. Son




comprobadamente muy téxicos para las abejas, peces y los artrépodos acuaticos (PIMPAO,
2012).

En general, son compuestos lipofilicos, con tendencia a la bioacumulaciéon. Se absorben
rapidamente por el tracto gastrointestinal después de la administracion oral y por el tracto
respiratorio a través de inhalacién de polvo o spray. Mientras su absorcién por via dérmica (a
través de la piel intacta) es relativamente baja.

En el aire, las piretrinas y muchos de los piretroides son degradados rdapidamente por la
luz solar o por otros compuestos que se encuentran en la atmésfera. La lluvia y la nieve ayudan
a remover del aire a los piretroides que no son degradados rapidamente. Debido a que muchos
de estos compuestos son extremadamente téxicos para los peces, generalmente no se rocian
directamente sobre el agua, sin embargo, pueden entrar a los lagos, lagunas, rios y arroyos a
través de la lluvia o de agua de escorrentia proveniente de terrenos agricolas. Estos compuestos
se adhieren fuertemente al suelo y generalmente no son muy méviles en el suelo. Las piretrinas
y los piretroides no son incorporados facilmente por las raices de las plantas y la vegetacion
porque se adhieren firmemente al suelo; sin embargo, a menudo se rocian directamente sobre
cosechas y plantas, de manera que pueden encontrarse en hojas, frutas y hortalizas. Estos
compuestos eventualmente son degradados por los microorganismos presentes en el suelo y el
agua. También pueden ser degradados por la luz solar en la superficie del agua, el suelo o las
plantas. Sin embargo, algunos de los piretroides que se han desarrollado recientemente pueden
persistir en el ambiente durante meses antes de ser degradados (ATSDR, 2023).

La degradacién acelerada, combinada con una biodisponibilidad hasta cierto punto
pobre, explica en gran medida, que su toxicidad para los mamiferos sea relativamente baja. La
mayoria de los metabolitos de los piretroides son excretados con rapidez por los rifiones. Esta
rapida metabolizacién, junto con la pobre absorcién, explica la baja toxicidad de los piretroides
en los humanos. En la administracion oral de dosis diarias, los piretroides alcanzan niveles
estables en los tejidos internos en pocos dias. Estos niveles persisten durante todo el periodo

de dosificacién y disminuyen cuando la exposicidn cesa (Soderlund, 2002).

3.3.2 Efecto de piretroides sobre la salud humana

Las piretrinas y piretroides son compuestos poco téxicos en forma aguda. Los casos de
mayor toxicidad fueron atribuidos a reacciones alérgicas. Su uso se extiende desde la agricultura
(agroquimicos) hasta el uso en hogares (Insecticida o biocida domisanitario).

Las piretrinas naturales suelen tener un 30% de principio activo insecticida y son mas

activas en cuadros de intoxicacidon por contacto que por ingestidn. Los piretroides sintéticos
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muestran una particular toxicidad al ser ingeridos. Por su estructura quimica se los puede dividir
en dos grupos, los de tipo |, en el que se encuentran la Tetrametrina, Permetrina, etc. que no
contienen grupo ciano, y que son ésteres del crisanténico y el grupo tipo Il, que incluye la
Deltamentrina, Cipermetrina, etc. que contienen grupo ciano, y que son ésteres del acido

pirétrico (Santos, 2007). En la Tabla 2 se presentran sus estructuras:

Tabla 2: Estructuras quimicas de piretrinas y piretroides.

Estructuras quimicas de las piretrinas.

0 (8] CN
ﬂ R Tipo | ﬂ |cl Tipo Il
N NN

Estructuras quimicas de los piretroides analizados en este trabajo.

Tipo |

Permetrina Bifentrin

Tipo Il

Cl

Cl )
ON
~ / 0
O feen I C U0

H3C ( H,{1

Fenvalerato Cipermetrina

B, . Br

Deltametrina F 'f e D

El mecanismo de accidon de los piretroides se debe a que prolongan la inactivacién de los
canales de sodio, por unirse a ellos en su estado abierto. La absorcion se produce por todas las
vias, inhalatoria, digestiva y cutdnea. Se metabolizan radpidamente por hidrdlisis, por
hidroxilacidon o por mecanismos, a través del sistema de las monooxigenasas microsomales. La
eliminacidn es por orina habiéndose metabolizado la gran mayoria, pero con una pequefia

proporcién sin cambios, y por materia fecal.
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Tienen una escasa toxicidad crénica en animales y humanos, esto es debido a la escasa
acumulacién de estos agentes en el organismo y a la alta capacidad de detoxificacion eficiente
ante estos tipos de insecticidas toxicos.

La exposicion a piretrinas puede presentar un cuadro clinico de dermatitis de contacto,
siendo desde eritema localizado a erupcién vesicular. Dada la naturaleza alergizante de este tipo
de productos, se han observado crisis asmaticas, reacciones anafilacticas y colapso vascular
periférico. Hay poca evidencia de reacciones tipo alérgicas en humanos expuestos a piretroides
sintéticos, siendo una forma notable de toxicidad la parestesia cutanea observada en
trabajadores que utilizan en sus rociadores sustancias que llevan el grupo ciano (Deltametrina,
Cipermetrina, etc.) la que se desarrolla varias horas después de la exposicion y que suelen
describir como quemazdén o pinchazos en la piel y que en algunos casos sigue como un
hormigueo y adormecimiento que suele durar hasta 18 horas y ser muy desagradable y molesta.
El contacto en la cara o a través de los ojos suele producir dolor, lacrimacién, fotofobia,
congestidon y edema de la conjuntiva y parpados. La ingestidn de piretroides puede causar dolor
epigastrico, nduseas, vomitos, cefalea, vértigo, anorexia, fatiga, opresién toracica, visidn
borrosa, parestesia y palpitaciones, fasciculaciones en musculos de las extremidades y disturbios
de la conciencia. En intoxicaciones severas, las convulsiones pueden persistir de 30 a 120
segundos acompanadas por flexion de miembros superiores y extension de los inferiores con
opistétonos y pérdida de conciencia. Los signos y sintomas de la exposicién aguda parecen ser

reversibles (ATSDR, 2023; Puraire, 2022).

3.3.3 El efecto de los piretroides en las abejas

Actualmente, hay gran variedad de insecticidas disponibles para el control de plagas de
cultivos, incluyendo piretroides y neonicotinoides (Zhu, 2017). En Argentina, la combinacién de
Thiametoxam + Lambda cialotrina se emplea en cultivos polinizados por abejas meliferas, por
ejemplo: Prunus persica L. (durazno) y Medicago sativa L. (alfalfa). Por otro lado, la combinacidn
de Imidacloprid + Bifentrin + Lambdacialotrina se utiliza en Glycine max L. (soja), cultivo que
representa el 45 % de la superficie productiva del pais, estimada para la campaiia 2018-2019
(Copati, 2023). En cuanto al herbicida 2,4 D es utilizado ampliamente en los sistemas agricolas
para el control de malezas de hoja ancha (Mondino, 2020). Segun las estadisticas de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, FAOSTAT, Argentina
empled 3.736 t de insecticidas en 2017 (FAOSTAT, 2023), de los cuales 591,5 t corresponden a

piretroides.
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Los piretroides son toxicos para los insectos, incluidas las abejas. Actuan por ingestién y
por contacto causando desorientacidon y cese de la actividad de alimentacién en minutos, como
consecuencia el insecto queda paralizado y muere (Mueller-Beilschmidt, 1990). Este insecticida
inicialmente causa derribo (la incapacidad del insecto para mantener su posicion normal)
seguido por recuperaciéon o muerte. El fenvalerato tiene cierta accién repelente sobre las abejas,
como resultado de que reduce el contacto de las abejas con las superficies de las plantas; eso
dura hasta un dia después de la aplicacién (Igbal Sayeed, 2003). Dado que la mayoria de las
abejas intoxicadas mueren en el campo antes de la contaminacion de su colmena, la cria
permanece no expuesto a insecticidas (Hasibur Rehman, 2014). Se ha estudiado la combinacion
de piretroides con otros insecticidas como los neonicotinoides y podria ser aditivo en términos
de toxicidad para las abejas (Gill, 2012; Gill, 2014), pesticidas en la colmena (Palmer, 2013) o
incluso interactuar sinérgicamente con fungicidas (Biddinger, 2013).

Las tasas altas de pérdida de colonias afectan directamente al ecosistema, a los
apicultores y a la produccidn. Las posibles relaciones entre la pérdida de colonias de abejas

meliferas y los efectos de los residuos de agroquimicos plantean una serie de preocupaciones.

En términos generales la preparacion de la muestra tiene por finalidad aislar el analito
de otros compuestos que dificulten su deteccidon, este proceso es de gran importancia para
obtener una deteccidn inequivoca del compuesto de interés, un trato incorrecto de la muestra
puede provocar la invalidacién del ensayo, por esto se debe seleccionar el tipo de extraccion
gue sea mas eficiente y practico para el andlisis.

Como se indicé, la finalidad de este trabajo es realizar la verificacion del método BS EN
15662:2008 (Foods Of Plant Origin. Determination Of Pesticide Residues Using GC-MS And/Or
LC-MS/MS Following Acetonitrile Extraction/Partitioning And Clean-Up By Dispersive SPE.
QUEChERS-Method_British Standard). Es por ello que es necesario conocer qué tipos de
extraccién son usados para el andlisis de plaguicidas en alimentos y qué ventajas presenta el
método de QUEChERS.

A continuacion, se presentan los distintos métodos de extraccion:

3.4.1 Extraccion liquido-liquido (LLE)
En quimica, laextraccién liquido-liquido, también conocida como extraccién con
solventes o extraccion con disolventes, es un proceso fisico empleado para la separacién de

una sustancia de interés (analito) que puede disolverse en dos disolventes inmiscibles o
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parcialmente miscibles, con distinto grado de solubilidad y que estan en contacto a través de
una interfase (materia). Dicha técnica puede emplearse para la extraccion liquido-liquido de
plaguicidas en miel, para lo cual es recomendable antes de comenzar la extraccidn solubilizar la
matriz (miel) en agua para disminuir su viscosidad y lograr asi homogenizar el analito para su
posterior extraccion con el solvente.

Entre los solventes organicos usados para la extraccion del analito de la matriz pueden
mencionarse: acetato de etilo, diclorometano, hexano, éter de petrdleo o mezclas de benceno-
isopropanol, hexano-acetona, hexano-acido acético glacial, n-hexano-2-propanol y agua-
acetona-acido férmico. El método de extraccion liquido-liquido aplicado correctamente ofrece
bajos limites de deteccion y cuantificacidn, una de las desventajas radica en que se emplean

grandes cantidades de solventes (Rodriguez Lopez, 2013).

3.4.2 Extraccion en fase sélida (SPE)

La extraccidén en fase sélida (SPE) es una técnica disefiada para la preparacién y la
purificacion rapidas y selectivas de la muestra antes del analisis cromatografico (p. ej. HPLC, GC).
En la SPE (Figura 1), se aislan uno o mds analitos de una muestra liquida extrayéndolo,
separandolo o adsorbiéndolo en una fase estacionaria sélida, posteriormente se eluye el analito
retenido en un solvente organico (Chen Y., 2008).

La preparacion de la muestra mediante SPE cambia la matriz original de una muestra a
un entorno de matriz mds sencilla. Esto hace que la muestra sea mas adecuada para la
cromatografia analitica posterior y con frecuencia simplifica y mejora el andlisis cualitativo y
cuantitativo final. La matriz de muestra mas sencilla también indica la exigencia que se deposita
en un sistema analitico, lo que podria ampliar la vida util del sistema. Para disminuir la viscosidad
de la miel y permitir el paso de esta por la fase sélida es necesario disolverla en solventes como
agua o metanol (M.W. Kujawski & J.Namiesnik, 2008) o su mezcla agua-metanol (Albero,

Sanchez-Brunete, & Tadeo, 2004).
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Figura 1: Esquema de procedimiento de extraccion en fase sdlida (SPE)

Esta técnica presenta desventajas como la limitacidn en la cantidad de muestra que
pueda pasar por el cartucho, pérdida por retencidén irreversible de los analitos en algunas fases
polares del sélido adsorbente y elucion de residuos provenientes del polimero del cartucho (Rial-

Otero, Gaspar, Moura, & Capelo, 2007).

3.4.3 Micro extraccion en fase sélida (MSPE)

En la MSPE se utiliza una fibra recubierta con una fase de extraccion: un liquido
(polimero), un sélido (absorbente) o una combinacidn de ambos. La fibra recubierta esta alojada
en una aguja protectora y fijada a un soporte parecido a una jeringa.

Cuando la fibra se expone a una muestra, los analitos de la muestra se separan de la
matriz hacia la fase estacionaria hasta que se establece un equilibrio. El recubrimiento de la fibra
extrae los compuestos de la muestra ya sea por absorcién (revestimientos liquidos) o por
adsorcién (revestimientos solidos). Después de un tiempo de extraccion prescrito, se retira la
fibra y se inserta directamente en un cromatégrafo, normalmente de cromatografia de gases
(GC) o cromatografia liquida de alta presién (HPLC), para su desorcion y analisis. En la GC, la
desorcion de los analitos se realiza térmicamente, mientras que en la HPLC se utiliza un
disolvente para la desorcidn en una fase liquida.

La principal ventaja es la eliminacién de disolventes (Simplicio & Boas, 1999) y su
inconveniente es desconocer los efectos que pueda tener la matriz sobre el proceso (Chen,

Poon, & Lam, 1998).
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3.4.4 Extraccion por fluidos supercriticos (EFS)

Los fluidos supercriticos incluyen propiedades de liquidos y sélidos, mientras que su
densidad es correlativa con su temperaturay presién. Son un medio muy util para el aislamiento
selectivo de los compuestos en matrices complejas. La ventaja inicial es su bajo coste. Ademas,
los analitos se extraen de manera mas rapida y la técnica es mejor para el medio ambiente ya
gue no usa disolventes organicos. El diéxido de carbono (CO,) es el mas utilizado ya que es
guimicamente inerte, inocuo, no es inflamable y su punto critico (Tc: 31.12C y Pc: 72.9 atm) es
facilmente accesible. Otros fluidos menos usados son el dxido nitroso (N.O), xendén (Xe),
amoniaco (NHs) y agua (H,0), entre otros. Uno de los inconvenientes principales de su utilizacidn
surge a causa de la polaridad del CO,, ya que tiene un marcado caracter apolar y por tanto su
empleo estd limitado a la extraccidén de analitos de baja polaridad unidos débilmente a la
muestra. Para resolver este problema, se aifladen los llamados modificadores, como el metanol,
por ejemplo, cambiando asi la polaridad del CO, que conlleva la apertura del abanico de
muestras en las que se puede utilizar esta técnica. Se ha reportado el uso de compuestos
extractores como el CO, supercritico para plaguicidas organoclorados, organofosforados,
organonitrogenados y piretroides en miel a una presion de 400 bar, una temperatura de 902Cy

acetonitrilo como modificador (Rissato, Galhiane, Knoll, & Apon, 2004).

3.4.5 Modo de extraccion en fase sélida dispersiva (QUEChERS)

Como se ha mencionado, ciertas técnicas de extraccion, como la liquido-liquido
presentan algunas desventajas importantes, por ejemplo, ser laboriosa y con elevado consumo
de solventes, los cuales en general presentan elevada toxicidad, tanto para el analista, como
para el ambiente. Asimismo, dificultad para la automatizacidn del procedimiento, sobre todo
cuando se cuenta con un elevado nimero de muestras a analizar. Debido a estos inconvenientes
han aparecido novedosas técnicas para el tratamiento de muestras. La extraccion QUEChERS ha
venido ganando popularidad por su simplicidad, rapidez y aplicabilidad. Este método es un
sistema de extraccidon en fase sélida dispersiva (SPE) que implica dos etapas fundamentales, una
primera etapa de extraccién simple seguida de una fase de limpieza del extracto mediante
extraccioén en fase sélida por dispersién (clean up).

Como su abreviacion lo indica es un proceso: Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, y
Safe (rapido, econdmico, efectivo, robusto y seguro). Es utilizado ampliamente para la
extracciéon de residuos de plaguicidas en alimentos, algunas de sus ventajas son la buena
recuperacion tolerando una alta gama de polaridades y bajas cantidades de solventes organicos

haciendo de este un método de extraccion amigable con el medio ambiente (Nguyen, Yu, Lee,
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& Lee, 2008). Se ha utilizado en estudios de contaminacion de plaguicidas como fipronil,
imidacloprid, thiamethoxam, dimethoate, carbendazin, tebuconazole, amitraz, t-fluvalinate en
miel de abejas obteniendo porcentajes de recuperaciéon mayores al 70% (Tomasini et al., 2012),
también en anadlisis multirresiduos (Nguyen, Yu, Lee, & Lee, 2008).

La metodologia de QUEChERS fue introducido por Anastassiades (Anastassiades &
Lehotay, 2003). La misma surge como un método de tratamiento de muestras de frutas y
vegetales en la determinacidon de multirresiduos de plaguicidas, basandose el método original
en una extraccidon a micro escala utilizando acetonitrilo como solvente extractor, la extraccién
de los analitos contenidos en las muestras con alto contenido acuoso y una particién liquido-
liquido utilizando sulfato de magnesio y cloruro de sodio; por ultimo, una etapa opcional de
limpieza de extraccion en fase solida dispersiva (SPE), utilizando como sorbente amina primaria
secundaria (PSA) (Lépez, Martinez, & Segovia, 2015). Como ya se menciond, QUEChERS engloba
dos etapas principales, comenzando por la etapa de extraccion de fase simple, en la que se
realiza la adicion de un solvente miscible en agua, de caracter hidréfilo, utilizando normalmente
acetonitrilo o acetona, a la porcion de una muestra homogenizada previamente; esto permite
la extraccidn de los analitos en el solvente. Pese a que ambos solventes son miscibles en agua,
pueden separarse facilmente de la fase acuosa utilizando la adicidon de una mezcla de sulfato de
magnesio anhidro mas cloruro de sodio, lo que a su vez promueve la extraccién de los analitos
en el solvente, por efecto del “salting-out”. La segunda etapa comprende una SPE opcional, que
involucra la adicion de una cantidad de sorbente en bruto, siendo las mas utilizadas la amina
primaria secundaria (PSA), carbén negro grafitizado (GCB), octadecilsilano (C18), silicagel, lo
mismo que combinaciones de estas, para realizar una limpieza que remueva de forma efectiva
muchos de los componentes polares presentes en la matriz, como acidos organicos, lipidos,
algunos pigmentos polares y azlcares, que permanecen en el extracto. Actualmente existen tres
variantes del método QUEChERS, los cuales se diferencian en funcidn de los reactivos utilizados
y se presentan a continuacién: 1. Método original: introducido en 2003, utiliza cloruro de sodio
para mejorar la extraccidn, 2. Método dispersivo AOAC 2007.01: Se utiliza acetato de sodio como
tampon en substitucion del cloruro de sodio y 3. Método europeo EN15662: Similar al método
AOAC utilizando cloruro de sodio, citrato de sodio dihidrato y citrato de sodio sequihidrato, en
lugar del acetato de sodio. La Figura 2 muestra el proceso QUEChERS con sus diferentes variantes

(Rodriguez, Martinez, & Henry., 2017).
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Figura 2: Esquema de las variantes de QUEChERS.

3.5 Métodos analiticos utilizados para la determinacion de plaguicidas en miel de
abejas

Dado que la verificacion del método analitico BS EN 15662:2008 implica el empleo de
cromatografia para el andlisis de estos compuestos de interés, es importante hacer una breve
descripcién de la misma.

Las técnicas cromatograficas son las mas utilizadas para el andlisis de plaguicidas. El
término cromatografia fue introducido en 1906 por el botanico ruso Mikhalil Tswett, para hacer
referencia a la separacién de los pigmentos contenidos en extractos vegetales, conforme éstos
se filtraban a través de una columna rellena con un sélido poroso. Keulemans (1959) definid
cromatografia como “Método fisico de separacién en el que los componentes a separar se
distribuyen en dos fases, una de las cuales constituye un lecho estacionario de gran desarrollo
superficial y la otra un fluido que pasa a través o a lo largo del lecho estacionario (fase
mavil)”.Por tanto, la cromatografia comprende procesos en los que los componentes de una
mezcla, disueltos en una fase mavil, se van desplazando con diferente velocidad a través de una
fase estacionaria. La adecuada eleccidn de estas fases puede permitir que tales diferencias se
traduzcan en una separacion efectiva de los solutos, a la vez que éstos pueden identificarse

atendiendo a su particular velocidad de avance. Como resultado de esto los componentes de la
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mezcla se separan discriminadamente lo cual permite su posterior andlisis cualitativo y
cuantitativo (Araceli, Soberdn, Sampietro, & Vattuone, 2010).

El estado fisico de la fase mévil determina la primera gran divisién de los métodos
cromatograficos. En esencia, algin tipo de fluido puede ser usado como fase movil.
Histéricamente, los liquidos fueron los primeros en ser usados dando lugar a un amplio rango
de métodos clasificados como cromatografia liquida (CL). Los gases también pueden ser usados
como fase mavil, los métodos basados en este principio se clasifican como cromatografia

gaseosa (CG).

3.5.1 Cromatografia liquida (CL)

La CL permite una rapida y eficiente determinacidn, esta separa los componentes de la
muestra con base en su polaridad, ademas admite el estudio de plaguicidas termoldbiles. La CL
posee la ventaja de poder determinar componentes como los plaguicidas independientemente
de su volatilidad o termoestabilidad (Juan, Picd, & Font, 2003). Los detectores mas utilizados en
la cromatografia liquida son: el UV-visible el cual es universal, aunque poco selectivo ya que
muchas moléculas absorben a la misma longitud de onda. El detector de fluorescencia que,
contrario al anterior es selectivo, para su utilizacién en plaguicidas organofosforados, estos
deben ser sometidos a un proceso de derivatizacion debido a que no son compuestos

fluorescentes.

3.5.2 Cromatografia de gases (CG)

En este tipo de cromatografia no sélo la fase mdvil debe ser un gas, sino que también
debe serlo la mezcla a separar, por ello la CG requiere un paso previo de volatilizacién, que no
siempre es factible, si se considera la termolabilidad de ciertas sustancias. En esta técnica la fase
mavil es un gas inerte el cual fluye a través de una columna que contiene la fase estacionaria, la
cual puede ser un sélido poroso (Gas- Sélido) o una pelicula liquida delgada (Gas-Liquido) (Figura

3).
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Figura 3: Diagrama general de un cromatoégrafo de gases.

La cromatografia gas — liquido ha tenido una gran aplicacién en el analisis de gran
variedad de muestras tales como petroquimicos, aceites, productos alimenticios, farmacéuticos
y naturales, entre otros. Para el andlisis de plaguicidas en muestras de alimentos la
cromatografia de gases se ha convertido en la técnica mas usada debido a la volatilidad y
termoestabilidad de éstos (Juan, Pico, & Font, 2003).

Para CG también existen distintos tipos de detectores a emplear. En el caso de este
trabajo se empled un detector con captura de electrones. A continuacion, a modo informativo

se presentan una descripcion general de algunos detectores empleados en analisis de mieles:

3.5.3 Detector de ionizacion de llama (FID)

El FID normalmente utiliza una llama de hidrégeno y aire a la que se transfiere la muestra
para oxidar moléculas orgdnicas y producir particulas cargadas eléctricamente (iones). Los iones
se recogen y producen una sefial eléctrica proporcional a la concentracién de las especies
organicas. El flujo de estos iones es conducido a un electrodo tubular donde son detectados por
un pico amperimetro de alta impedancia. El detector FID se encuentra entre los detectores mas
utilizados para la cromatografia de gases, su uso se ha extendido a varios tipos de industrias
debido a su poca selectividad lo cual permite hacer estudio de un gran nimero de compuestos
diferentes. Ha sido utilizado para el andlisis de diferentes contaminantes ambientales (Klee,
2012), entre ellos, los plaguicidas donde se ha explorado su funcionamiento para diferentes
matrices como frutas y vegetales (Dipakshi Sharma, 2010), miel de abejas (Bernal, Jimenez, del

Nozal, Higes, & Llorente, 2000), agua y tierra (Naeeni, Yamini, & Rezaee, 2011), entre otros.
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3.5.4 Detector de captura de electrones (ECD)

El detector de captura de electrones (ECD) es una técnica utilizada para analizar
compuestos halogenados y se usa principalmente en los sectores medioambiental, forense y
farmacéutico. Un ECD funciona con dos electrodos y una corriente que pasa entre ellos (fuente
de radiacion B, ®Ni) (Figura 4). Cuando una muestra pasa entre estos dos electrodos, las
moléculas recogen algunos de los electrones, lo que provoca una reduccién de la corriente. Esta
reduccién se registra como un pico positivo en la deteccién de componentes.

Este es un detector altamente selectivo, y bastante sensible a las moléculas que poseen
grupos electronegativos. El ECD permite limites de deteccidn del orden de ng kg (Klee, 2012).
Es por esto, que ha encontrado una amplia aplicacidn en el andlisis de plaguicidas en diferentes

tipos de matrices (Dipakshi Sharma, 2010), alcanzando limites deteccidn del orden de partes por

billon (ppb).
anode (+)

>

. —_—
carrier 4| - |— — carrier
gasin ’ gas out

AL Y
cathode (-) [-emitter

Figura 4: Diagrama esquematico que muestra un detector de captura de electrones.

Como es habitual en otras técnicas de CG, se requiere un gas portador con bajas
impurezas de agua y oxigeno. Ambas impurezas podrian interactuar con la fase estacionaria,
causando problemas importantes como ruido en la linea de base superior y sangrado de la
columna en el cromatograma del gas de salida, lo que da como resultado la reduccién de la
sensibilidad del analizador y una menor vida util de la columna. Las impurezas de oxigenoy agua
también pueden oxidar la fuente radioactiva de niquel utilizada para generar la corriente de
base. Ademas, el gas portador debe tener niveles excepcionalmente bajos de halocarburos, ya
gue el ECD es extremadamente sensible a estos compuestos.

El CG-ECD también requiere gas de relleno, en caso de utilizar helio como gas portador,
ya que servird como corriente de base, para proporcionar los electrones que no estan

contenidos en el helio. Es frecuente calibrar el analizador con una mezcla de calibracion.

21



3.5.6 Espectrometro de masas

Un espectrémetro de masas es un instrumento que ioniza una molécula gaseosa
utilizando suficiente energia para que el ion resultante se descomponga en iones mds pequenos.
Debido a que estos iones tienen diferentes relaciones de masa/carga, es posible separarlos
usando un campo magnético o un campo eléctrico. El espectro de masas resultante contiene
informacidn tanto cuantitativa como cualitativa sobre el analito.

La Figura 5 muestra un diagrama de bloques de un instrumento tipico de cromatografia
de gases-espectrometro de masas (GC-MS). El efluente de la columna ingresa a la fuente de
iones del espectrometro de masas de manera que elimina la mayoria del gas portador. En la
camara de ionizacion, las moléculas restantes, una mezcla de gas portador, disolvente y solutos,
experimentan ionizacidn y fragmentacion. El analizador de masas del espectrometro de masas
separa los iones por su relacion masa-carga y un detector cuenta los iones y muestra el espectro
de masas. En la Figura 5, se muestra una mezcla de tres componentes ingresa al GC. Cuando el
componente A se eluye de la columna, ingresa a la fuente de iones MS e ioniza para formar el
ion parental y varios iones fragmentos. Los iones ingresan al analizador de masas, el cual los
separa por su relacién masa-carga, proporcionando el espectro de masas que se muestra en el

detector.
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Existen varias opciones para monitorear un cromatograma cuando se usa un
espectrémetro de masas como detector. El método mas comun es escanear continuamente
todo el espectro de masas y reportar la seial total para todos los iones que llegan al detector
durante cada exploracién (SCAN). Este escaneo de iones totales proporciona deteccidn universal
para todos los analitos. Podemos lograr cierto grado de selectividad monitoreando una o mas
relaciones especificas de masa/carga, un proceso llamado monitoreo de iones selectivos (SIM).
Un espectrémetro de masas proporciona excelentes limites de deteccidn, tipicamente de 25 fg
a 100 pg, con un rango lineal de 10° 6rdenes de magnitud. Debido a que registramos
continuamente el espectro de masas del eluyente de la columna, podemos retroceder y
examinar el espectro de masas para cualquier incremento de tiempo. Esta es una clara ventaja
para GC-MS porque podemos usar el espectro de masas para ayudar a identificar los
componentes de una mezcla.

En el andlisis de plaguicidas el espectrdmetro de masas ha sido aplicado ampliamente

en diferentes tipos de matrices incluida la miel (Fernandez, Pic, & Manes, 2002; Nguyen, Yu,

Lee, & Lee, 2008), tanto en la cromatografia de gases como en la cromatografia liquida, donde
encuentra una amplia aplicacidn en el anadlisis de multiples tipos de residuos debido a su baja
selectividad, la cual permite analizar simultdaneamente diversas sustancias con limites de
deteccion del orden de ppb (Blasco, Font, & Picé, 2008; Nguyen, Yu, Lee, & Lee, 2008; Rodriguez

Lopez, 2013; Walorczyk & Gnusowski, 2009).

La validacion de un método analitico es un paso fundamental para asegurar que los
resultados entregados por dicho método son confiables. Cuando se realiza la validacion de un
método por parte del laboratorio, lo que se busca es poder determinar con fundamento
estadistico que el método es adecuado para los fines previstos.

En general, se establece que el laboratorio DEBE validar:

1. Métodos no normalizados: Corresponden a métodos desarrollados por el laboratorio
o métodos nuevos (ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien, a métodos que
tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no estan normalizados.

2. Método normalizado con una modificacion significativa: Cuando se trata de un
método empleado tradicionalmente por el laboratorio que no esté normalizado, se puede
realizar una Validacion Retrospectiva, es decir, en base a los datos experimentales que el
laboratorio dispone, para la cual se realizara la recopilacién de la mayor cantidad de datos

histdricos disponibles, para luego realizar un proceso de ordenamiento y seleccion de los datos
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recopilados, estos datos pueden ser: curvas de calibracidn, resultados de ensayos, cartas de
control, ensayos de aptitud, etc. A través de estos, se deberan determinar los pardmetros de
validacidn, y evaluar si los resultados obtenidos para los fines de la validacién son aceptables.
En caso de ser un método nuevo (o uno antiguo del que no se dispongan de datos
suficientes) se debe realizar una Validacion Prospectiva, a través de la generacidon de datos

experimentales.

En algunos casos se puede realizar lo que se conoce como validacion menor o
verificacion cuando se trate de:

1. Métodos normalizados.

2. Métodos normalizados usados fuera de su alcance propuesto. Ejemplo: uso en otra
matriz.

3. Ampliaciones y modificaciones menores de métodos normalizados. Ejemplo: uso en
otros analitos.

4. Métodos previamente validados, que hayan sufrido alguna alteracidn significativa por
lo cual deben volver a evaluarse. Estas variaciones pueden ser: cambio de equipo, cambio de
componentes de equipo como columnas, detectores, cambio analista, cambio de la matriz que
contiene la muestra o de nivel de concentracion del analito de interés, entre otros.

La verificacion, tiene generalmente como objetivo, el comprobar que el laboratorio
domina el método de ensayo normalizado y lo utiliza correctamente, en caso de tratarse de un
método normalizado modificado para la verificacion se requiere solo realizar aquellas pruebas
gue indiquen que la variacién realizada no afecta el ensayo.

En ocasiones, lo que se busca a través de una validacién es demostrar que un método
es equivalente a otro.

El objetivo de la validacidn y la verificacién, es demostrar que el método utilizado por
un laboratorio es adecuado para la aplicacién en la que se propone utilizar, asi, como también
demostrar que las modificaciones que pudieron haberse realizado no afectan su desempefio, ni
la confiabilidad de los resultados por este entregado.

Para el caso de nuestro estudio, se realizé de forma preliminar la verificacion del método
de extraccidon de piretroides en mieles mediante QUEChERS, de la norma BS EN 15662:2008. Se
llevé a cabo siguiendo las directrices descritas basadas en el documento “Guidance document
on analytical quality control and method validation procedures for pesticide residues and
analysis in food and feed” (SANTE 11312/2021). En donde se analizaron los siguientes

parametros (ver Tabla 3):
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Tabla 3: Parametros de validacion o verificacion a determinarse de acuerdo al tipo de método.

PARAMETRO METODO METODO CUANTITATIVO

CUALITATIVO NORMALIZADO = MODIFICADO

A EVALUAR CARACTERISTICA(S)

Identificacion analito

SELECTIVIDAD Interferencia de Si No Si
matriz
UNEALIDAD  tango fineal No si Si
SENSIBILDAD | cndiente No Sio No Si
Critico (LC)
LIMITES Deteccion (LOD) Si SioNo Si
Cuantificacion (LOQ)
Repetibilidad : }
FIECION Reproducibilidad No Si Si
VERACIDAD o8O fs) No Sio No Stawo
Recuperacion (R)
ioN
ROBUSTEZ oot deYoudeny No No R0
Steiner
APLICABILIDAD 4 St 5

A continuacidn, se presentan las definiciones de los pardmetros a considerar en una
verificacion:

Linealidad: La linealidad de un método analitico es su capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion
matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras en un intervalo dado.

Debe utilizarse un minimo de 5 puntos de datos para una evaluacidon adecuada.
Inspeccidn visual del gréfico y método estadistico (linea de regresién, minimos cuadrados).

Efecto Matriz: Variacidn en las seiales cromatograficas inducidas por las matrices de
analisis. Influencia de uno o mds compuestos coextraidos de la muestra en la medicidn de la
concentracién o masa del analito. Puede observarse como una respuesta de detector
aumentada o disminuida, en comparacién con la producida por soluciones de disolvente del
analito.

Se evalué el efecto matriz, para lo cual se prepararon las curvas de estandares en matriz
y se las compararon con las curvas en solvente.

Limite de Deteccion (LD): La menor concentracién del analito en una muestra que puede

detectarse, pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones establecidas de la
prueba.

Limite de cuantificacion (LOQ): Es la mas baja cantidad de analito en una muestra que

puede ser determinada cuantitativamente con cierta precision y exactitud predefinida.
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Precision: La precision de un método de ensayo se expresa cuantitativamente como
“imprecision” a través del calculo de la desviacidn estandar de una serie de resultados
independientes. Debido al hecho de que el porcentaje de recuperacién se evalud a diferentes
niveles de concentracién, la expresion relativa de la dispersion facilita la comparacion de la
precisién entre magnitudes diferentes. La precision como repetibilidad (RSDr) se denomina
como la comparacion de mediciones independientes hechas sobre material idéntico y bajo las
mismas condiciones (analista, aparatos e instrumentos) y después de intervalos de tiempo
cortos. Asi mismo, el grado de concordancia entre mediciones independientes con el mismo
método, pero bajo condiciones distintas como analistas, equipos o después de intervalos de
tiempo mas prolongados se denomina precision intermedia o reproducibilidad (RSDR). Esta
ultima da unaidea integral de las variaciones propias del ejercicio en el analisis de rutina. En una
validaciéon es conveniente evaluar la precision tanto en condiciones de repetibilidad como de
precisién intermedia. Sin embargo, en este trabajo dado que la finalidad era realizar una
verificacion de un método normalizado y, ademas, correspondia a la primera vez que se llevaba
a cabo dicha metodologia y en forma preliminar, se evalud la precisién solo en condiciones de
repetibilidad (RSDr).

Veracidad: Determina el grado de coincidencia existente entre el valor medio obtenido
de una serie de resultados y un valor de referencia aceptado. La veracidad puede ser
determinada por sesgo o recuperacion. Para nuestro estudio se procedera a determinar la
recuperacion.

La recuperacion (R) es la fraccidon de la sustancia agregada a la muestra (muestra
fortificada) antes del analisis, al ser analizadas muestras fortificadas y sin fortificar. La
recuperacion permite ver el rendimiento de un método analitico en cuanto al proceso de
extraccién y la cantidad del analito existente en la muestra original. Por lo cual, la recuperacién

esta intrinsecamente relacionada a las caracteristicas de la matriz de la muestra.

Se llevd a cabo la verificacion del método de la norma de la Unién Europea BS EN
15662:2008 aplicado para la deteccidon de plaguicidas en alimentos, en nuestro caso nos

focalizamos en la determinacidn de piretroides en miel de abeja.
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Tabla 4: Pardametros y criterios de verificacion (SANTE 11312/2021, 2021).

Parametro

Qué/Cémo

Criterio

Linealidad
Efecto matriz

LoqQ
Precision (RSDr)

Veracidad:
Recuperacion

Comprobacion de linealidad desde cinco niveles.
Diferencia de respuesta respecto al estandar.

en extracto de matriz y estandar en solvente

El nivel de pico mas bajo que cumple con los
identificacién y método criterios de desempefio para
la recuperacion y precision

Repetibilidad RSDr (*2)

Recuperacion promedio para cada nivel de pico
probado

Residuales <+ 20%
(*1)

< MRL

<20 % (G3-G6)
70-120 %

(*1) Cuando la diferencia entre las curvas en matriz y solvente es superior al 20 %, es necesario trabajar

con las curvas en matriz para eliminar los efectos de la misma abordado en la calibracién (C22-C30).

(*2) Se decidié6 medir la repetibilidad solamente en las recuperaciones al nivel del LMR ya que

consideramos que es el punto mas critico, a la hora de aceptar o rechazar una muestra.

Materiales de referencia utilizados:

Del documento N2 SANTE/11312/2021 se tomaron los pardmetros y criterios de

verificacion para este trabajo (Tabla 4).

Conjunto de muestra (submuestras de 1 muestra homogeneizada):

e Blanco de reactivos

e 1 Blanco de matriz (sin enriquecimiento)

e 5 muestras enriquecidas en el LOQ (limite maximo de cuantificacién) objetivo

e 5 muestras enriquecidas con un LOQ objetivo de 2-10x

Secuencia de muestras instrumentales:

e Solvente

Estandares de calibracion

e Blanco de reactivo

e Blanco de matriz

e 5 muestras enriquecidas en el LOQ objetivo

e 5 muestras enriquecidas a 2-10 x LOQ objetivo

e Estandares de calibracion
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Los ensayos se llevaron a cabo en la Universidad Nacional del Comahue, en el laboratorio
de Cromatografia de CITAAC/Conicet (Centro de Investigaciones en Toxicologia Ambiental y

Agrobiotecnologia del Comahue). El mismo cuenta con los siguientes equipos:

_ Cromatodgrafo de gases AGILENT 6890 N con: Detector de Captura de Electrones (ECD).
Método:

HORNO:
Temperatura inicial: 70 °C
Tiempo inicial: 1.00 min
Tiempo de corrida 50.00 min

Volumen de inyeccién: 1 uL

Rampas:
Numero Tasa (°C min™) Temp. Final (°C) Tiempo Final
1 20.00 160 0.00
2 4.00 270 17.00
3 0.00 (off)

Temperatura inyector 250 °C.
Columna: Agilent 19091J-433, HP-5 5% Fenil Metil Siloxano.
Temperatura maxima: 325 °C.
Longitud nominal: 30.0 m
Diametro nominal: 250.00 pm.
Espesor nominal de film: 0.25 pm.
Detector frontal (LECD)
Temperatura: 300 °C

Tipo de gas auxiliar: Nitrégeno.

_ Centrifuga 2-16P (sartorius) para tubos falcon 50 mL.

_ Centrifuga G234D (Gelec) para eppendorf.

Se emplearon los siguientes estandares de piretroides:

Bifentrin: Sigma-Aldrich, Lote #BCBX0667, 98% de pureza.
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Cipermetrina: Sigma-Aldrich, Lote #BCBW1786, 98,4% de pureza.
Deltametrina: Sigma-Aldrich, Lote #BCBS31718v, 99,7% de pureza.
Cipermetrina: Sigma-Aldrich, Lote #BCBV7205, 98% de pureza.
Fenvalerato: Sigma-Aldrich, Lote #5ZBF174XV, 99,4% de pureza.

Para la realizacion del método de QueChERS se emplearon los siguientes reactivos:

_roQTM QueChERS dSPE kit — 2 mL CT_ 150 mg MgSQs, 25 mg PSA (phenomenex).

_Acetonitrilo grado H.P.L.C.

_Hexano Normal.

_Agua miliQ (0,055 pS-cm™).

4.5 Toma de muestras y seleccién de plaguicidas

Se emplearon 6 mieles procedentes del Valle de Rio Negro (Alto Valle y Valle Medio) y
Neuquén (Figura 6). Algunas muestras fueron otorgadas por productores y otras adquiridas
en centros comerciales. Se hizo un andlisis inicial y se selecciond aquella que presenté menor
cantidad de interferencia y ausencia de plaguicidas bajo andlisis para continuar con la

metodologia de verificacion (Tabla 4).

Figura 6: Muestras de mieles seleccionadas para el presente trabajo.

El criterio de seleccién de los plaguicidas a analizar se definié en funcion de busqueda
bibliografica, consultas con agricultores, apicultores e instituciones vinculadas con dichas
actividades, y segun la disponibilidad de estandares en el laboratorio de trabajo y equipos

habilitados.
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Se llevé a cabo la verificacion del método de la norma de la Unién Europea BS EN

15662:2008.

e Método de extraccion de partida
Se comenzé realizando extraccidn y clean up de las muestras por método de QUEChERS

(Figura 7).

5 g de miel + 10 mL agua + 10 mL acetonitrilo + 4 g MgS0O, anhidro
y 1 gNaCl

Agitacion 2 min. Agitacion 1 min.

Agitacion 1 min'Y
centrifugacion 5
Clean up: 25 mg PSAy min a 4500 rpm.
150 mg MgS0, anhidro

Colocacidn de viales

Agitacion 30s y
centrifugacion 2
min a 4500 rpom.

Figura 7: Diagrama de procedimiento realizado en la extraccion y clean up de las muestras por método de
QUEChERS.

En tubos falcon se colocaron 5 g de cada miel. Luego se adiciond a cada tubo 10 mL de
agua miliQ y se llevé a un vortex hasta lograr disolucién total de cada muestra (2 min aprox).
Esto es porque la técnica de QUECHERS fue pensada originalmente para matrices vegetales de
alto contenido acuoso > 80%.

A continuacién, se incorpord a cada tubo 10 mL de acetonitrilo (ACN) se agitd 1 min, y
luego se adiciond un sobre de sales (4 g MgSO, anhidro y 1 g NaCl) de kit QUEChERS, de manera
inmediata y en simultaneo se agitaron los tubos durante 1 min. Seguidamente se centrifugaron
durante 5 min a 4500 rpm (rotor 12151).

Para llevar a cabo el Clean-up se procedid del siguiente modo: una vez centrifugados, se
extrajo 1 mL de cada sobrenadante y se colocaron en tubos eppendorf con sales (25 mg PSA 'y
150 mg MgS0, anhidro). Se agitaron 30 segundos y se centrifugaron a 4500 rpm durante 2 min.
Seguidamente se extrajeron los sobrenadantes con pipeta de 200 uL y se colocaron en viales
con septum. Se guardaron en heladera.

Finalmente, a modo de aclaracidn, es importante indicar que se empled un kit con NaCl
en lugar de buffer, porque era el kit con el que contdbamos en ese momento en el laboratorio.
Ademas, es necesario usar buffer en aquellos casos en los cuales los compuestos puedan verse
afectadas sus estructuras por cambios de pH, hecho que no ocurre con los piretroides

analizados.
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5. Resultados y discusion

5.1 Verificaciéon del Método Analitico

5.2 Linealidad — Efecto Matriz

_Andlisis preliminar cualitativo:

Se realizé una inyeccion de los estandares preparados en solvente y matriz para poder
verificar previo a todo el andlisis si se podian identificar todos los picos de los piretroides. La
Figura 8 muestra algunos cromatogramas tanto en matriz como en solventes obtenidos, a modo

de ejemplo:

Figura 8: Cromatogramas: Muestra estdndar 3 en matriz (negro) y muestra estdndar 3 en
solvente (rosado).

Los cromatogramas mostraron una buena separacion en los picos lo cual permitié la
identificacion segura de los compuestos encontrados.

A continuacion, se presentan los tiempos de retencion de cada compuesto (Tabla 5):

31



Tabla 5: Tiempos de Retencion (CG-UECD).

Piretroide Tiempo de retencion (min)
Bifentrin 30.8
Permetrina 38.3 (Cis)- 38.8 (Trans)
Cipermetrina 43,3-43,7-44,1- 44,3
Fenvalerato 49.1y50.9
Deltametrina 57.9

_ Andlisis cuantitativo: Curva de calibracion

Para realizar las curvas de calibracidn se realizaron diluciones sucesivas del patrén a
0.5000, 0.2500, 0.0500, 0.0250 y 0.0125 ppm. Las mismas se llevaron a cabo tanto en solvente
como en matriz. Dado que la diferencia de respuesta respecto al estdndar en extracto de matriz
y estandar en solvente fue superior al 20% (Figura 9), fue que se optd por el empleo de las curvas
en matriz para realizar las cuantificaciones (SANTE 11312/2021).

Fenvalerato
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Figura 9: Comparacion de curvas de calibracion en solvente y matriz para los piretroides analizados. Efecto matriz.
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A continuacidn, en la Figura 10 se presentan los criterios de aceptacion considerados para

el andlisis de linealidad en la verificacion del método.

Residual Distribuidos aleatoriamente ] Coeficiente de correlacion Probabilidad de que un cambio en X]
esiduales alrededor de 0 r2 : 0995 provoque un cambio Y
Distribucion normal (grafico de Modelo es apropiado para describir
)

Valores de P de la pendiente k¥ olacion ontre Llas dos variablos
(Conc} <cc< 0.08 [ Relacion entre las dos variables }

Figura 10: A) Criterios de aceptacién para Cumplimiento de supuesto estadisticos para la regresion lineal. B) Criterios de
aceptacion de las curvas de calibracion.

Para las curvas de calibracion obtenidas (tanto en solvente como en matriz) se
cumplieron los supuestos de linealidad. Como se mencioné previamente, se decidié emplear las
curvas en matriz para realizar los cdlculos de cuantificacidn, y a continuacién, se presentan
tabulados los resultados obtenidos (Tabla 6).

A modo de aclaracién, se presentan en detalle las salidas de Infostat para los calculos
realizados para el Bifentrin en el Anexo, y del resto se presentan los resultados en forma

resumida por cuestién de espacio.

Tabla 6: Curvas de calibracion obtenidas de los piretroides analizados.

Ecuacion Lineal y = —3087912,49 + 1030771927,71x

Criterios de Aceptacion

Coeficiente de Correlacion (R?) 1.00
Fmodelo>Ftabla 339750,86>Ftabla
Valores de P de la ordenada (intercepcion) >0,05 <0,0001
Valores de P de la pendiente (CONC)<<<<0,05 <0,0001

%CV Residuales <+10%

Ecuacion Lineal y = —372097,94 + 361364124,88x

Criterios de Aceptacion

Coeficiente de Correlacion (R?) 1.00

Fmodelo>Ftabla 658647,54>Fapia

Valores de P de la ordenada (intercepcién) >0,05 0,0018

Valores de P de la pendiente (CONC)<<<<0,05 <0,00001

%CV Residuales <+10%

Cipermetrina

Ecuacion Lineal | y = —9032029,86 + 1536022647,81x
Criterios de Aceptacion

Coeficiente de Correlacion (R?) 1.00

Fmodelo>Ftabla 1050139,57>Ftapia

Valores de P de la ordenada (intercepcion) >0,05 <0,0001
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Valores de P de la pendiente (CONC)<<<<0,05 <0,0001

%CV Residuales <+10%

Ecuacion Lineal y = —35480028,57 + 4854334907,07x
Criterios de Aceptacion

Coeficiente de Correlacién (R?) 1.00

Fmodelo>Ftabla 220980,62>Ftapia

Valores de P de la ordenada (intercepcién) >0,05 <0,0001

Valores de P de la pendiente (CONC)<<<<0,05 <0,0001

%CV Residuales >+10%(*)

Deltametrina

Ecuacion Lineal | y = —11004007,99 + 1286351779,78x
Criterios de Aceptacion

Coeficiente de Correlacién (R?) 1.00

Fmodelo>|:':abla 2444313,28>Ftabla

Valores de P de la ordenada (intercepcién) >0,05 <0.0001

Valores de P de la pendiente (CONC)<<<<0,05 <0.0001

%CV Residuales <+10%

(*) En estos casos se observaron algunos resultados de %CV>10%.

Como puede observarse, en ninguna de las curvas se obtuvo p>0.05 para la ordenada al
origen. En nuestro caso, dada la matriz empleada consideramos que no seria realmente posible
en ausencia de analito no tener ningun tipo de sefial. Por lo que, aceptamos estos resultados,
aunque no cumplieran estrictamente el criterio planteado.

Por otro lado, respecto a los resultados que presentaron %CV>10% (%CV: coeficiente de
variacion porcentual), es importante aclarar que sdélo fueron pocas réplicas puntuales,
correspondientes a las concentraciones mas bajas de una de las curvas de calibracién. Cabe
aclarar que la concentracidon mds baja de la curva de calibracidn es de 12.5ppb, por cual se podria
sugerir para ese nivel ampliar el criterio de aceptacion a un valor de %CV<20%. Por lo cual,
consideramos no desestimar dichos resultados, ya que el resto de los %CV obtenidos se

encuentran muy por debajo del valor de aceptacién (Tabla 7).

Tabla 7: Resultados de %CV promedios para las distintas curvas de calibracion en matriz.

%CV residuos promedio
Conc. (ppm)  Bifentrin  Permetrina Cipermetrina Fenvalerato  Deltametrina
0,0125 2,78 5,51 6,97 12,86 9,05
0,0250 2,23 4,17 4,39 8,56 3,01
0,0500 1,47 1,63 1,61 4,53 1,14
0,2500 0,36 0,41 0,31 0,67 0,21
0,5000 0,14 0,12 0,16 0,32 0,10
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Teniendo en cuenta las aclaraciones recientemente expuestas y que el resto de los
criterios de aceptacidon se cumplieron, asumimos que el andlisis de linealidad fue aceptable.

Ademas, es importante sefialar que se verifico el efecto matriz.

En cuanto a los criterios asumidos para definir el rango de trabajo, se tomé como
referencia los LMR de los piretroides analizados (Tabla 8). Dado que para la mayoria se informa
un valor de 0.050 pg g™ es que consideramos preparar las curvas de calibracién en un rango de
concentraciones que incluyan este valor, y tomar dos valores mas por encima y por debajo del
mismo.

Tabla 8: LMR de los piretroides analizados (Codex).

Piretroide LMR (ug g*)
Bifentrin 0.05
Permetrina *
Cipermetrina 0.05
Fenvalerato 0.05
Deltametrina 0.05

*Para los compuestos que no se ha fijado un valor de
LMR especifico, segin Reglamento (CE) 396/2005 se
debe asumir un valor por defecto de 0.01 mg Kg™.

A continuacién, se desarrollan los cdlculos aplicados para determinar el Limite de
deteccion (LD) y el limite de cuantificacion (LOQ) a partir del blanco en matriz por quintuplicado,

considerando el ruido verificado en el rango de anilisis.

5.3.1 Limite de deteccion LD: Método de la desviacion estandar de blancos
LD =3+
P
Donde,
Sd= desvio estandar.
P= pendiente de la curva.
y=-372097,94+361364124,88x

LD= 0,00028097 ug piretroide/g miel
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5.3.2 Limite de cuantificacion LOQ: Método de la desviacion estandar de blancos
LC=10+2
P

Donde,

Sd= desvio estandar.

P= pendiente de la curva.
y=-372097,94+361364124,88x

LC= 0,00093657 ug piretroide/g miel

Como se observa los valores obtenidos, tanto de LD y LOQ, estdn por debajo del LMR,
por lo que se pueden considerar aceptables.

Como se indicé anteriormente, se decidid medir la Repetibilidad solamente en las
recuperaciones al nivel del LMR, ya que consideramos que es el punto mas critico, a la hora de
aceptar o rechazar una muestra.

Estas pruebas se llevaron a cabo por dos analistas, de manera de poder ampliar el
analisis de Repetibilidad: por analista y para el laboratorio.

Por analista:

*) Comenzamos buscando outliers. Para este analisis se procede a aplicar el Test de Grubbs.

Bifentrin Gy Permetrina G oo Cipermetrina Gy Fenvalerato | G,y | Deltametring Gy
0,0463 0,25 0,0422 0,81 0,0370 0,54 0,0480 0,14 0,0543 0,78
0,0464 0,0429 0,0373 0,0481 0,0562
0,0464 0,0435 0,0375 0,0482 0,0562
0,0467 0,0438 0,0376 0,0482 0,0568
0,0468 0,41 0,0440 0,58 0,0391 1,06 0,0483 0,10 0,0595 1,00

0,75 0,73 0,46 0,99 0,77
1,55 1,22 0,34 1,18 1,41
Geriticn = 1,715| No hay outliers
n=5 Moo = tpo1,1-a) * V2 *5d(p) =
Bifentrin | Permelrina | Cipermetrina | Fenvalerato |Deimmetﬁnu
n-1={5-1)=4 | tjp1 1) 2,132
una colas te 0,002 0,004 0,004 0,004 0,009
0,001 0,004 0,003 0,004 0,006 Analista 2
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Verificamos que no hay datos outliers.

Luego,

realizando los calculos de %CV para cada piretroide, procedemos a realizar la

comparacién con los valores limites de aceptabilidad (Tabla 9y Tabla 10):

Tabla 9: %CV obtenidos para cada piretroide analizado.

Piretroide Bifentrin Permetrina Cipermetrina _ Deltametrina
Analista 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Media 0,048 0,047 0,045 0,024 0,041 0,038 0,049 0,049 0,078 0,057
sp 0,001 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002
%CV 1,442 1,027 2,057 32,241 3,262 2,214 2,572 | 2,627 3,744 | 3,318
Mediana 0,048 0,046 0,044 0,044 0,041 0,038 0,048 0,048 0,077 0,056
Tabla 10: LIMITES DE ACEPTABILIDAD DE HORWITZ
LIMITES DE ACEPTABILIDAD DE
HORWITZ
Repetibilidad Reproducibilidad
CV(r) % < 0.67 [2(-0512 ) CV(R) % < [2(1-0512 O))
Aony” | Retacin Unidad e | et
100 1 2 1.3
10 10" 2.8 1.9
1 102 - 2.7
0.1 107 5.6 3.7
0.01 10° 8 53
0.001 107 11 7.3
0.0001 10°° 1 ppm: | ug/g 16 11
0.00001 107 100 ppb: 0.1 ug/g 23 15
0.000001 10°% 10 ppb: 0.01 ug/g 32 21
0.0000001 107 1 ppb; | ug/ke 35 30

Dado que la unidad de concentracion empleada es el “ I”

ug piretroide/g miel”, ingresando

a la tabla de limites de aceptabilidad de Horwitz (Tabla 10), puede observarse que, para todos

los plaguicidas, por cada analista, presentan valores de %CVr< 11% (Horwitz en condiciones de

repetibilidad), con los cual, estarian dentro de limites aceptables. (Incluso es un valor menor al

20% establecido en el documento Sante 2021).
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Para el laboratorio

*) Comenzamos buscando outliers

. Para este analisis se procede a aplicar el Test de Grubbs.

Bifentrin G Permetrina Gy Cipermetrina G Fenvalerato Gy Deltametring Gat
0,0463 1,08 0,0422 1,47 0,0370 1,29 0,0480 0,75 0,0543 1,14
0,0464 0,0429 0,0373 0,0481 0,0562
0,0464 0,0435 0,0375 0,0482 0,0562
0,0467 0,0438 0,0376 0,0482 0,0568
0,0468 0,0440 0,0391 0,0483 0,0595
0,0475 0,0442 0,0405 0,0483 0,0759
0,0475 0,0443 0,0406 0,0487 0,0760
0,0477 0,0447 0,0407 0,04588 0,0774
0,0479 0,0459 0,0410 0,0511 0,0774
0,0486 1,83 0,0469 1,94 0,0416 1,28 0,0511 1,86 0,0800 1,18
Promedio Promedio Promedio Promedio Promedio

0,0472 0,0443 0,0393 0,0489 0,0670

Desvest Desvest Desvest Desvest Desvest

0,0008 0,0014 0,0018 0,0012 0,0111

Desvest ponderado Desvest ponderado Desvest ponderado Desvest ponderado Desvest ponderado
0,0241 0,0270 0,0230 0,0356 0,0490
Geriticn = 2,23 No outliers
n=10
I (paol) = t(n—l.l-a} * 2 * Sd[l"j =
Bifentrin | Permetrina | Cipermetrina | Fenvalerato | Deltametrina
n-1=(10-1)+(10-1)=18| tjny 1oy 1,734
Dos colas ta 0,059 | 0,091 ‘ 0,081 | 0,087 | 0,120

Verificamos que no hay datos outliers.

Luego, realizando los cdlculos de %CV para cada piretroide, procedemos a realizar

comparacién con los valores limites de aceptabilidad (Tabla 10).

Bifentrin | Permetrina | Cipermetrina | Fenvalerato |Deltametring
Media 0,047 0,044 0,039 0,049 0,067
Sp 0,001 0,001 0,002 0,001 0,011
TV 1,606 3,131 4,555 2,451 16,513
Mediana 0,047 0,044 0,040 0,048 0,068

Dado que la unidad de concentracion empleada es e

|ll

ug piretroide/g mie

|II

,ingresando

ala tabla de limites de aceptabilidad de Horwitz (Tabla 10), puede observarse que para todos los

plaguicidas los %CVr< 11% (Horwitz en condiciones de repetibilidad), con los cual, estarian

dentro de limites aceptables. (Incluso es un valor menor al 20% establecido en el documento

Sante 2021).
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Para este andlisis se realizaron mediciones de 5 réplicas por cada nivel. Se consideré al

elegir estos niveles, que estuvieran dentro del rango de las curvas de calibracion del método y

el LMR establecido. De manera que los niveles seleccionados permitan entregar la mejor

informacién posible respecto a la capacidad de recuperacién del método.

Las recuperaciones se calcularon de la siguiente manera:

R (ﬂ)
Ca

Siendo:

R= Recuperacion

C. = es la concentracién de analito de la muestra enriquecida.

Co = es la concentracion de analito medida en la muestra sin adicionar.

C., = es la concentracidn de analito adicionado a la muestra enriquecida.

Se puede igualmente expresar en porcentaje de recuperacion (%R): se calcula de la

siguiente manera:

%R = [R] * 100

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos:

Fortificaciones (ug g™

%R 0,050 0,100 0,200 0,400
Promedio (%] | Desvest %OV Promedio [%)| Desvest %¥CV | Promediof%)| Desvest %V Promedio [%)| Desvest SOV
Bifentrin 94, 957 0,990 1,043 90,793 1,169 1,287 86,701 1,459 1,683 88,395 1,596 1,806
Permetrina 98,854 3,606 3,648 99,775 3,502 3,510 95,197 2,357 2,476 93,853 0,672 0,716
Cipermetrina 103,511 2,502 2,417 93,390 1,972 2,008 88,791 2,225 2,506 92,038 3,147 3,419
Fenvalerato 88,769 3,051 3,436 83,247 3,402 4,087 81,439 3,033 3,724 88,937 2,754 3,130
Deltametrina 93,196 5,473 5,873 89,771 4,800 5,347 89,119 4,257 4777 98,689 3,984 4,037
Como puede observarse todas las recuperaciones se hallan dentro del rango de

aceptacion de 70-120%.
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Una vez analizados los distintos pardmetros para la verificacién del método analitico y
corroborar que los criterios de aceptacidn se cumplieron:
v Se confirmd la linealidad en las curvas de calibracién en un rango 0.0125-0.5000
mg L.
v Se verificd que tanto los LD y LOQ < que LMR.
v’ Los resultados del andlisis de precisién en condiciones de repetibilidad fueron
aceptables (%CVr< %CV norwit: €n condiciones de repetibilidad).

v’ Las recuperaciones obtenidas se encontraron dentro del rango de 70-120%.

En base a los resultados obtenidos, podemos afirmar que el método normalizado de la Unién
Europea BS EN 15662:2008 fue verificado y podria ser aplicable para el andlisis de Bifentrin,
Permetrina, Cipermetrina, Fenvalerato y Deltametrina en mieles de abejas en el rango de
concentraciones 0.0125-0.5000 pug mL™.

Es importante ademds sefialar, que se observé efecto matriz, lo cual era esperable debido a

la complejidad de la matriz analizada.

Entre las posibles sugerencias de mejora que hemos analizado podemos sefialar:

e Sibien la robustez en una verificacién no es un parametro estrictamente a analizar,
luego de realizar nuestras pruebas pensamos que seria interesante probar el
método sin clean-up, ya que el PSA es un insumo de alto costo. O bien, pensar otras
alternativas de clean-up. Esto uUltimo seria para seguir investigando.

e Por otro lado, en la etapa de extraccién se podria aplicar una etapa de enfriamiento
(en freezer) para optimizar la separaciéon de ceras y verificar si realmente seria
necesario.

e Se podria pensar en ampliar la aplicacion del método para el andlisis de plaguicidas

clorados.
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e Llinealidad:
Salidas de Infostat de resultados del Bifentrin:

*) Verificacidn de supuestos: Andlisis de residuos

Verificacion de supuesto de independencia de error: Cada dato leido corresponde a muestras

diferentes, por lo que se puede afirmar que son independientes.

Verificacion de supuesto de normalidad:

Prueba grafica: QQPlot Residuales ordenados de menor a mayor. Si la distribucién es normal,

deberian estar muy préximos a la recta que representa a los residuales. Se aprecia una especie

de zigzagueo de los valores de residuos. Sin embargo, se puede afirmar que todos los puntos

estan préximos a la recta identidad con algunos casos particulares. Podemos concluir que se

cumple el supuesto de normalidad.

Q-Q Plot

ass

a0

Cuanuies observados - RE (Area)

“1ae 0,98 0,08 e
Cuantlies de una Normal(0,1)

Prueba formal:

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable mn Media D.E. W* pl(Unilateral D)
RDUC Area 25 3,4E-08 776540,45 0,95 0,5056

La hipdtesis planteada es:
HO: los residuales tienen distribucion normal.

H1: Los residuales no tienen distribucidon normal.

Como el valor de prueba p es mayor a =0.05, no se rechaza la hipétesis nula. Es decir, cumple el

supuesto de normalidad.
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Verificacion de supuesto de igualdad de varianza: (grafico de predichos vs residuales)
Los residuales se distribuyen aleatoriamente alrededor del cero. Se puede decir que hay

homocedasticidad.
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-100.
A5278229.13 122859522, 21047282.50 23923525554 RTEI117.90

Predichas

*) Andlisis de los criterios de aceptacidn para la regresion lineal:

Analisis de regresion lineal

Variable N R* R® Aj ECMP AIC BIC
Erea 25 1,00 1,00 753650415265,955 754,08 757,71

Coeficientes de regresion vy estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) L5 (95%) T p-valor CpMallows VIF
const -308791z2,4% 212850%9,1% -3528141,78 -2647683,20 -14,51 <0,0001
Conc. (ppm) 1030771%527,71 546802,67 1025020183,1% 1032523672,22 1217,25 <0,0001 1431701,51 1,00

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 932335647996767000,00 1 9323356479%6767000,00 1481701,51 <0,0001
Conc. (ppm) 932335647899€767000,00 1 S9323356479%€767000,00 1481701,51 «<0,0001
Error 14472361520588,00 23 629233109590, 78
Total 932350120358288000,00 24

Medidas resunen

n Madia
58%97¢

=g

2267
48527471, 00
256274023, 80

5123453533, 40

2338300C¢&
46565374, 00
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0,0125 10196817 400020,28 0,52 978E736,61 937073824 10222634,37 4,08
10,0125 9501315 -295421,61 -0,35 9796736,61 9370733,34 10222634,37 (- 3,02
10,0125 10017616 220879,23 0,29 53796736,61 9370738,84 10222634,37 2,25
10,0125 10114134 317447,38 0,41 9796736,61 9370733,34 10222634,37 3,24
10,0125 9668312 -127824,61 0,17 53796736,61 9370738,84 10222634,37 (- 1,30
0,025 23235478 554082 3 0,72 226813857 22269050,75 23083720,65 2,44
0,025 22172690 -508695,7 0,66 226813857 22269050,75 230893720,65(- 2,24
0,025 23383008 701E20,3 0,91 22631385,7 222E8050,75 23083720,65 2,08
0,025 22535055 -36330,7 -0,13 22631335,7 22269050,75 23083720,65(- 0,42
0,025 22009426 -6713855,7 -0,88 22681385,7 22269050,75 23083720,65(- 2,96
0,05 486564338 113654,11 0,15 48450633,35 48063238, 24 43838077,95 0,23
0,05 49555374 1144550,11 1,43 43450683,35 43063283, 34 438338077,95 2,36
0,05 48165125 71444111 0,93 48450633,35 48063238, 24 43838077,95 1,47
0,05 43052875 -337808,89 -0,52 43450683,35 43063283, 34 43838077,95(- 0,82
0,05 47259643 -1151040,28 -1,55 43450633,89 430E3289,84 48833077,85|- 2,46
0,25| 254712677 107607,56 0,14 254605069,4 254246463,5 2545363663,3 0,04
0,25| 255573748 1373873,56 1,77 254605063,4 254246463,5 2545363668,3 0,54
0,25| 253200554 -1404515,44 -1,81 254605069, 4 254246463,5 254963669,3 (- 0,55
0,25| 2535926958 -678111,44 -0,88 254605063, 4 254246463,5 254963663,3(- 0,27
0,25) 253551181 -1053838,44 -1,36 25468050659, 4 25424E469,5 2048E3669,3 |- 0,41
0,5| 513273534 975482 64 1,35 5122930514 5116294593,2 512966603,6 0,18
0,5 512214828 -23062,36 0,11 5122980514 511£29485,2 5128666036 |- 0,02
0,5] 512091741 -206310,36 -0,28 5122930514 511629493,2 512966603,6(- 0,04
0,5| 513501830 1203838,64 1,66 512298051,4 511629493,2 512966603,6 0,23
0,5] 511135508 -1112543,36 -1,54 512293051,4 5116259493,2 512966603,6(- 0,22
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