UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Evaluacion de residuos de
plaguicidas y metales toxicos en miel
de abejas producida en zonas de
cultivos de fresa y citricos

Adriana Mireya Zamudio Sanchez

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogota, Colombia
2017



Il Evaluacién de residuos de plaguicidas y metales tdxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

Evaluacion de residuos de
plaguicidas y metales toxicos en miel
de abejas producida en zonas de
cultivos de fresa y citricos

Adriana Mireya Zamudio Sanchez

Tesis de investigacion presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Cienciay Techologia de Alimentos

Director (a):

PhD., Amanda Consuelo Diaz Moreno

Linea de Investigacion:
Calidad de los Alimentos
Grupo de Investigacion:

BIOALIMENTOS

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogot4, Colombia
2017



«La ciencia no es perfecta, ... no es mas que
una herramienta, pero es la mejor
herramienta que tenemos, se corrige a si
misma, esta siempre evolucionando y se
puede aplicar a todo. Con esta herramienta

conquistamos lo imposible»

CARL SAGAN






Agradecimientos

Una vez finalizado este trabajo, miro en retrospectiva y simplemente aparece una sonrisa
en mi rostro de inmenso agradecimiento para todos y cada uno de ustedes, quienes con
su participacion, aporte de ideas, conocimiento, amistad y fe en mi, hicieron posible que
hoy en dia culmine esta etapa profesional y de crecimiento personal, plena de gratos

recuerdos, conocimientos y sobre todo de nuevas herramientas para compartir.

No cabe duda que este trabajo es el fruto de un equipo de trabajo generoso, al cual
deseo presentarles mi sincero reconocimiento y gratitud. Agradezco a la Universidad
Nacional de Colombia y su equipo de profesores y compafieros por sus valiosas
ensefianzas y aportes. A la Universidad Jorge Tadeo Lozano, por todo su apoyo en el
desarrollo de este trabajo, en cabeza de los Directores del Centro de Bio-Sistemas Dr.

Oscar Duarte y Dra. Luz Stella Fuentes.

Agradezco de manera especial a la Profesora Consuelo Diaz, mi Directora de tesis, por
su constante orientacion, colaboracion y comprension, mas alla de lo que estaba en su

labor diaria y con quien he aprendido hermosas lecciones de vida.

De igual manera, agradezco al Dr. Rodrigo Vasquez Romero de CORPOICA por
hacerme participe de su importante trabajo en el estudio de las abejas, la polinizacién y

por el aporte de las muestras objeto de este trabajo.

Gracias a toda mi familia, por alentarme dia a dia y sembrar en mi la constancia, fe y
fortaleza, que me han permitido crecer ante cada barrera y no encontrar hasta el
momento limites en lo que la vida me ha propuesto para avanzar y Ser mejor ser

humano.



Vi Evaluacién de residuos de plaguicidas y metales tdxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

A mi compafiera de Maestria Edith Castro, gracias por todo, y por ser un importante

apoyo en este transcurrir académico. Ha sido muy enriquecedor este camino juntas.
A mi amigo Diego A Ahumada, gracias por su apoyo incondicional y generosidad al
compartir su experiencia y conocimientos; por ser el pilar al que acudo siempre, con la

seguridad de alcanzar nuevos horizontes.

Adriana Zamudio S.



Resumen y Abstract Vi

Resumen

Las abejas debido a su actividad de pecoreo pueden ser utilizadas para diagnosticar la
contaminacién ambiental de su entorno. En este estudio se desarrollaron y validaron las
metodologias para medir plaguicidas por UFLC/MS y metales toxicos mediante digestion
por microondas y cuantificacion por absorcion atomica de llama, de acuerdo con los
requisitos internacionales para la evaluacion de estos contaminantes. Fueron colectadas
62 muestras de miel de abejas en apiarios ubicados en cultivos de citricos y fresa con
polinizacion inducida de los departamentos de Cundinamarca y Meta, con el fin de
evaluar el grado de contaminacién ambiental por la presencia de plaguicidas y metales

toxicos.

Como resultado, se encontraron los plaguicidas dimetomorf, tebuconazol, pirimicarb,
metalaxilo y carbofuran, en el 22.7% de las muestras de miel, en concentraciones
inferiores al Limite de Deteccion y la presencia de Cd, Pb, Cu y Zn, por debajo de los
LMR disponibles; no obstante, se detecté un contenido promedio de Hg (0,22 mg/kg
para citricos y 0,25 mg/kg en fresa) en niveles superiores a los limites maximos
permitidos (0,05 mg/kg), lo que genera una alerta sobre el peligro de contaminacion
ambiental en la zona de estudio por los riesgos a la salud de los consumidores y el
efecto negativo para las abejas.

Se destaca la sensibilidad de las abejas frente a los metales toxicos debido al efecto de
acumulacién de estos elementos en el ambiente y su capacidad de transferirlos a la miel,
mientras que para los plaguicidas su deteccién es menor, posiblemente debido a su

proceso de degradacion.

Palabras clave: UFLC/MS, bioindicador, contaminantes, abejas, inocuidad, microondas
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Abstract

The bees due to their foraging activity can be used to research about the environmental
contamination of the surroundings. In this study, new methodologies was performed for
determination of toxic metals by microwave digestion and quantification by flame atomic
absorption, and pesticides by UFLC / MS. These methods were developed and validated
in accordance with the international requirements for the evaluation of these
contaminants. Sixty two samples of bee honey were collected in apiaries established for
direct pollination in strawberry and citrus crops at departments of Cundinamarca and
Meta, in order to evaluate the degree of environmental contamination due to the

presence of pesticides and toxic metals.

As a result, the pesticides dimetomorph, tebuconazole, pirimicarb, metalaxyl and
carbofuran were found in 22,7% of samples of honey at concentrations below LD. The
presence of Cd, Pb, Cu and Zn, were below MRLs available; However, a high Hg content
(0,22 mgl/kg for citrus and 0,25 mg/kg for strawberry) was detected at levels above the
MRL (0,050 mg/kg), which generates a warns about the danger of environmental
contamination in the area by the risks to the health of the consumers and the negative
effect on the bees.

The sensitivity of bees to toxic metals is highlighted due to their accumulation effect on
the environment and their ability to transfer them to honey, whereas for pesticides their

detection is lower, possibly due to their degradation process.

Keywords: UFLC / MS, bioindicator, contaminants, bees, inocuity, microwave
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Introduccién

El sector apicola enfrenta importantes retos productivos, causados por el efecto antrépico
en los ecosistemas y el cambio climatico. Hoy en dia son necesarias politicas que
visualicen este sector como fundamental al disefiar las estrategias de desarrollo
agropecuario, ambiental, comercial, educativo y social. El vinculo de la apicultura y el
desarrollo de los ecosistemas a nivel agricola y pecuario, adicionalmente a los objetivos
gue persigue la produccién de alimentos en cantidad, calidad, inocuidad, trazabilidad y
sostenibilidad, es imprescindible para alcanzar la seguridad y soberania alimentaria que
requiere el pais. En este contexto, el sector apicola tiene funciéon protagénica en la
polinizaciéon, en el valor nutricional de sus productos y en la sustentabilidad de la
produccién agricola, por cuanto en la medida que se incremente, mayor beneficio

ambiental, econémico y social aportara (Verde, 2014).

Gracias a la polinizacion entomofila, aproximadamente un tercio de los cultivos y la
mayor parte de la flora silvestre permiten mantener la biodiversidad. Se calcula que en
los dltimos afos la polinizacion ha representado un beneficio econémico global alrededor
de los 265 mil millones de euros, correspondientes al precio de las cosechas que
dependen de la polinizacién natural, se estima que sin esta herramienta se bajaria la

productividad agricola hasta en un 75% (Greenpeace, 2013).

En el campo de la agricultura de cultivos en frutales y hortalizas, los beneficios
economicos por la apicultura son de gran valor, dado que gracias a los procesos de
polinizacion que realizan las abejas en estos cultivos, la produccion se incrementa en
cantidad y calidad dependiendo del tipo de cultivo polinizado. Este beneficio contribuye a
mejorar la produccion, lo que representa a su vez, una mejor comercializacion de dichos

productos.
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Hoy en dia existe un interés renovado en ayudar a la naturaleza a proporcionar servicios
ecosistémicos de polinizacion, acompafada de iniciativas que conduzcan al empleo de
las mejores practicas de gestion agricola y favorezcan la polinizacion silvestre, tales
como la plantacién de cercas vivas, el fomento de la diversidad vegetal, el empleo de
compostaje organico o el uso prudente o reducido de plaguicidas (Pantoja, Smith-Pardo,
Garcia, Séenz, & Rojas, 2014). Se destaca a los polinizadores como fuente vital para la
produccion horticola y de forraje, asi como para la produccién de semillas de numerosos

cultivos de raices y fibras.

En nuestro pais la polinizacion inducida es una técnica que se ha venido incrementando
como medida de produccion, hasta el punto de encontrar cosechas que dependen en
gran parte del trabajo de las abejas (Silva, Arcos, & GOmez, 2005). Este es el caso de la
fresa, la cual por presentar flores hermafroditas debe ser polinizada por acciones
combinadas de la gravedad y el viento para generar el maximo tamafio posible de fruta.
Sin embargo, numerosos estudios muestran que el rendimiento, tamafio y forma de fruta
fresa depende de la adecuada polinizacién de sus flores por diversos insectos (Zaitoun,
Al_Ghzawi, Shannag, & Al-Tawaha, 2006).

Desafortunadamente, durante este proceso, microorganismos, sustancias quimicas y
particulas en el aire son interceptados por las abejas y se retienen en la superficie de su
cuerpo o las inhalan. Es por ello, que las abejas y los productos de la colmena son
utilizados como bioindicadores para el monitoreo ambiental, en especial de factores
biolégicos, quimicos y antropogénicos, tales como plagas, contaminacién de origen
industrial/urbano y/o practicas agricolas (Rissato, Galhiane, do RN. Knoll, de Andrade, &
de Almeida, 2006).

En Colombia la produccién a partir de las abejas incluye los productos miel, polen y
propoleos y en menor escala jalea real, apitoxina y miel de abejas sin aguijon. Esta
produccion se caracteriza por concentrarse en organizaciones de apicultores que
actualmente se proyectan hacia el mercado internacional mediante la exportacion de
aproximadamente 2000 toneladas métricas por afio, lo que representa el 0,1% de la

produccion mundial total (Laverde, Egea, Rodriguez, & Pefia, 2010).
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Para la comercializacion de la miel en el mercado europeo, norteamericano y asiatico, es
necesario dar cumplimiento a la normatividad internacional de organismos reguladores
como el Codex Alimentarius - FAO-OMS y la Comunidad Europea, encargados de
garantizar la inocuidad quimica y biolégica de los productos apicolas. La calidad y el
origen de la miel de abejas son los principales factores para determinar el precio de

comercializacion (Laverde et al., 2010).

Este proyecto plantea la el desarrollo y validacion de metodologias de andlisis y
evaluacién de plaguicidas y metales toxicos de muestras de miel de abejas provenientes
de cultivos de fresa y citricos polinizados con abejas Apis melifera, con el fin de contar
con herramientas analiticas para evaluar las practicas de manejo de estos cultivos y el

entorno ambiental.

Con el estudio de la inocuidad quimica de las mieles y el desarrollo de nuevas
metodologias en el pais para deteccion de plaguicidas mediante técnicas
cromatograficas (UFLC/MS) y deteccion de metales toxicos por digestion via microondas
y cuantificacién por espectrofotometria de absorcion atémica, este trabajo contribuye con
el aporte de métodos analiticos confiables para el control de la inocuidad quimica de
productos apicolas y ofrece al sector apicola alternativas para verificar los requisitos de
calidad del producto con proyeccion en mercados externos.

Los objetivos del trabajo fueron los siguientes:

= General
Evaluar la presencia de residuos de plaguicidas y metales tdxicos en muestras de miel de
abejas producidas en zonas de cultivos de fresay citricos.

» Especificos
Estandarizar y validar metodologias analiticas para determinar residuos de plaguicidas
por cromatografia UFLC/MS y metales toxicos por digestion via microondas y
cuantificacion espectrofotométrica, en muestras de miel de abejas producidas en zonas

de cultivos de fresa y citricos.
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Determinar la presencia de residuos de plaguicidas y metales toxicos en muestras de

miel de abejas producidas en zonas de cultivos de fresa y citricos.



1.Capitulo 1: Miel de abejas como un
iIndicador medioambiental en cultivos de
fresa y citricos polinizados con Apis
mellifera

1.1 Apicultura en Colombia

Debido a la variedad de clima y biodiversidad, Colombia presenta una importante aptitud
para el desarrollo de la apicultura, sin embargo, la produccion nacional de miel se destina
principalmente al consumo interno y esporadicamente se exporta en pequefas
cantidades; en los ultimos 10 afios las exportaciones se reportan con destino a Ecuador,

Venezuela y Estados Unidos (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2011).

El Consejo Nacional de la Cadena de las Abejas y la Apicultura en 2015, estima la
existencia de alrededor de 96.000 colmenas y 2.400 apicultores, produciendo un
rendimiento de miel de abejas alrededor de 32 kg/colmena, con una produccién anual de
3.000 toneladas /afio. Esta entidad a futuro estima que el potencial es de 1°000.000 de
toneladas, teniendo en cuenta la diversidad de suelos, clima y flora adecuados para la
produccién apicola, aspectos de interés para impulsar esta actividad econdmica

(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2015).

La miel de abejas se produce principalmente en la Costa Caribe (40 kg colmena/afio),
region en la que se obtienen los mayores rendimientos, por su parte, las mieles de la
region andina son reconocidas por su composicion, cualidades sensoriales y actividad
biologica, con una produccién promedio de 15 kg colmena/afio (Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural, 2015). Cabe resaltar que en los ultimos afios se viene observando un
incremento en el nUmero de colmenas en departamentos como Antioquia y Magdalena y

en la regiébn Orinoquia, el cual obedece a proyectos recientes relacionados
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principalmente con procesos de sustitucion de cultivos ilicitos y disminucion del impacto
ambiental por mineria y otras actividades (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2015).

El servicio de polinizacion en Colombia aun no es un rubro representativo de la
produccion nacional, sin embargo ya se registran experiencias en polinizacion de melon,
citricos, fresa y aguacate; la riqueza en polinizadores nativos hace que no sea percibido
dentro del sector agricola como una necesidad (a diferencia de otros paises en donde se
han extinguido las poblaciones naturales), sin embargo, estudios recientes realizados por
CORPOICA, demuestran que el uso de abejas Apis mellifera en determinados cultivos
incrementa la productividad de los mismos (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural,
2015).

En la apicultura colombiana, la abeja Apis millefera se destaca por su alta actividad
polinizadora como abeja doméstica, siendo ésta un hibrido entre abejas alemanas (Apis
mellifera) e italianas (Apis mellifera ligustica), caucasianas (Apis mellifera caucasica) y
africanas (Apis mellifera scutellata). Debido a que estas abejas hibridas presentan
caracteristicas similares a las africanas, han sido denominadas como abejas

africanizadas (Mantilla Cortés, 1997).

1.2 Importancia de la polinizacion en la produccion
agricola

La produccién apicola es un servicio ecosistémico y cultural, con importante influencia en
la seguridad alimentaria, por intermedio de la polinizacion de los cultivos se favorece de
manera directa el rendimiento de la produccion agricola y la conservacion del medio
ambiente. Aproximadamente un tercio de los cultivos como nueces, frutas, vegetales y la
mayor parte de la flora silvestre (hasta un 90%) precisa de la polinizaciébn para

reproducirse y dependen de los insectos polinizadores (Greenpeace, 2013).

Debido a la polinizacién, se considera la apicultura como una estrategia importante para
mantener la produccién de los cultivos frutales y mejorar la calidad del fruto. Entre las
ventajas de la polinizacion estan el logro de un mayor rendimiento, calidad con respecto
a atributos de tamafio y caracteristicas fisicoquimicas como la intensidad del color y el

dulzor del fruto.
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La diversidad de productos generados por la explotacién apicola, la contribucion de las
abejas como agentes polinizadores a la sostenibilidad de los sistemas de produccién
agricola y la alta demanda de las industrias, hacen de la apicultura una alternativa de
produccién animal con especial interés para el fortalecimiento y diversificacién del sector

agropecuario colombiano.

Cerca del 78% de las especies de plantas con flor en climas templados y del 94% en
climas tropicales se favorecen del proceso de la polinizacién entomdfila, lo que equivale a
mas del 87% de todas las especies de angiospermas conocidas (Chauta-Mellizo,
Campbell, Bonilla, Thaler, & Poveda, 2012; Klein et al., 2007).

En cultivos tropicales, el 70% de las 1.330 especies cultivadas se ve favorecido por estos
polinizadores (Chauta-Mellizo et al., 2012). Mundialmente, el 87% de las especies
cultivadas, que representan un 35% del suministro global de alimentos, se ven
beneficiadas por este proceso (Hoehn, Tscharntke, Tylianakis, & Steffan-Dewenter, 2008;
Klatt et al., 2014; Mallinger & Gratton, 2015), traduciéndose estos datos en un valor
economico de la polinizacion que asciende a mas de 153 billones de euros (Ricou,
Schneller, Amiaud, Plantureux, & Bockstaller, 2014; Vilhena, Rabelo, Bastos, & Augusto,
2012). Sin esta herramienta de la naturaleza bajaria la productividad agricola hasta en un
75%.

En el campo de la agricultura de cultivos en frutales y hortalizas, los beneficios
economicos por la apicultura son de gran valor, dado que gracias a los procesos de
polinizacion entomdfila que realizan las abejas en estos cultivos, la produccion se
incrementa en cantidad y calidad dependiendo del tipo de cultivo polinizado. Este
beneficio contribuye a mejorar la produccion, lo que representa a su vez, una mejor

comercializacién de dichos productos.

Sin embargo, cuando el cultivo a polinizar presenta dificultades, como por ejemplo una
época temprana de floracién, problemas de incompatibilidad de los polinizadores,
cantidad, distribucién o cualquier otro factor que influye negativamente en la polinizacion
del cultivo, es conveniente aumentar la cantidad de colmenas por hectarea, ya que es la
manera mas segura de incrementar la cantidad de abejas en las flores y por lo tanto de
una polinizacion mas efectiva. Otro factor que afecta la polinizacion efectiva sucede

cuando hay presencia de otras plantas como las malezas que son atractivas para las
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abejas,por lo que es necesario aumentar la cantidad de colmenas para compensar las
abejas que no estan polinizando las flores deseadas del cultivo (Avellaneda Barbosa,
2009).

Por esta razon surge la polinizacion dirigida, consistente en el desarrollo y aplicacién de
diferentes tratamientos en los que se impregna la colmena o la abeja con polen de la flor
objetivo de polinizacion, acompafiado en algunos casos de jarabe de azlcar; esto crea
un mecanismo de fidelizacién de la abeja por la flor, lo cual no solo permite guiar a las
abejas Apis mellifera hacia cultivos que se desean polinizar, sino que también busca
incentivar a las abejas para que sus visitas a las flores no tan atractivas se incremente, o
si las flores son visitadas hacerlas alin mas atractivas y predilectas (Avellaneda Barbosa,
2009). En nuestro pais, la polinizacién dirigida es una técnica que se ha venido
incrementando como medida de produccién hasta el punto de encontrar cosechas que
dependen en gran parte del trabajo de las abejas (Silva et al., 2005). En este sentido,
Vasquez et al., (2011) concuerda al establecer en su estudio de polinizacion dirigida en
Colombia, que las abejas Apis mellifera produjeron incrementos en la produccion frutal de
74,5 + 20,2 kg durante el periodo sin abejas a 151,3 + 25,5 kg una vez adaptadas las
colonias; ello se origina en el aumento del nimero de frutas por planta (61,1%) que

representa ademas un incremento econdémico (Vasquez Romero et al., 2011).

La diversidad de productos generados por la explotacion apicola, la contribucién de las
abejas como agentes polinizadores a la sostenibilidad de los sistemas de produccion
agricola y la alta demanda de las industrias, hacen de la apicultura una alternativa de
produccion animal con especial interés para el fortalecimiento y diversificacion del sector

agropecuario colombiano.

Es importante tener en cuenta que para realizar este proceso de polinizacién, cada dia
entre 10.000 y 25.000 abejas obreras hacen un promedio de 10 viajes para explorar un
area de aproximada de 7 km en los alrededores de su habitat, para la recoleccién de
néctar, polen y agua de las flores (Vasquez, Ballesteros, Ortegon, & Castro, 2006).
Durante este proceso, varios microorganismos, sustancias quimicas y particulas en el
aire son interceptados por las abejas y se retienen en la superficie de su cuerpo o son
inhaladas permaneciendo en su tracto respiratorio. Debido a estos factores, las abejas y
los productos de la colmena como la miel, pueden ser utilizados como bioindicadores

para el monitoreo del impacto ambiental causado por factores biolégicos, quimicos y
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fisicos, tales como las plagas, la contaminacién de origen industrial o plaguicidas
(Rissato et al., 2006).

1.2.1 Efecto polinizador de las abejas sobre cultivos frutales

Las abejas realizan un aporte importante a la productividad de muchos cultivos agricolas
por medio de la polinizacion, el 75% de los principales cultivos a nivel mundial requieren
de un polinizador para incrementar la produccion, asi como las caracteristicas fisicas y
organolépticas de la fruta, lo cual se refleja en los rendimientos por hectarea y en el
retorno econémico del cultivo. (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2011). Por
esta razon, internacionalmente, las practicas apicolas son apreciadas como instrumentos

valiosos para recuperar, estabilizar y conservar los ecosistemas (Laverde et al., 2010).

La eficiencia polinizadora de cualquier visitante floral esta estrechamente relacionado con
la biologia floral de la planta y el comportamiento de pecoreo del animal. Durante
millones de afios las flores desarrollaron mecanismos con pétalos de colores, olores y
recompensas de néctar, polen, esencias y aceites para atraer otros organismos y obtener
la polinizacion, este grado de especializacion de la naturaleza implica que para que una
especie animal cualguiera pueda ser catalogada como buen polinizador, tiene que
cumplir ciertos requisitos como: a) Ser atraida en forma natural por las flores de esa
especie, b) Ser fiel a la especie, c) Poseer el tamafio y comportamiento adecuados para
remover el polen de los estambres y depositarlos en los estigmas, d) Transportar en su
cuerpo grandes cantidades de polen viable y compatible ye) Visitar las flores cuando los
estigmas tengan buena receptividad y antes del inicio de la degeneracién de los Gvulos
(Nates Parra, 2005).

Las abejas y en especial la abeja Apis mellifera, cumplen con estos requisitos debido a
gue son atraidas naturalmente a las flores por sus colores y olores y muchas de ellas
mantienen su constancia floral. En su anatomia, estos insectos son de tamafos variables
y con adaptaciones morfolégicas como presencia de corbiculas y pelos plumosos o
ramificados en diferentes partes del cuerpo. Ademas exhiben comportamiento de
pecoreo por zumbido: las abejas utilizan los musculos indirectos del vuelo, localizados en
el térax, para hacer vibrar su cuerpo y de esta manera transmitir el movimiento a las
anteras de plantas que expulsan el polen a través de un poro apical, lo que les permite
estar en contacto con el polen, removerlo y traspasarlo de una flor a otra, facilitando de
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esta manera el proceso de la polinizacion. Su eficiencia también se explica por su
capacidad para comunicar la ubicacién de los recursos florales a sus comparfieras de
nido. Viajan hasta un promedio de 4,5 km en &reas de forraje (Vanengelsdorp, 2010). Se
afirma que el porcentaje de polinizacién decrece cuando se incrementa la distancia de la

fuente de polen (Vasquez et al., 2006).

La actividad polinizadora est& estrechamente relacionada con el grado de organizacion
de la especie que realiza esta actividad. Se conoce que para lograr una Optima
polinizaciéon se necesitan de 2 a 10 colmenas por hectarea, dependiendo del cultivo a
polinizar y su capacidad de atraccion. Se considera que en una colmena mediana habitan
en promedio 60.000 abejas, de las cuales alrededor de 40.000 salen todos los dias a
recolectar polen y néctar con una frecuencia de 11 a 15 viajes por dia, y que durante
cada viaje visitan entre 30 y 50 flores, se tiene un total de 20'000.000 de flores visitadas
por una colonia en un dia. Igualmente, se considera que una abeja puede pecorear en
promedio hasta una distancia de 1.500 m de radio, lo que hace suponer que ejerceria su
funcion polinizadora en aproximadamente 700 hectareas de cultivo (Vasquez et al.,
2006).

Entre los cultivos que dependen de la polinizacion por insectos o que aumentan su
produccién cuando abundan las abejas en época de floracién, estan los fruticolas
(almendra, manzana, albaricoque o chabacano, aguacate, mora, arandano, cereza,
pepino, zarzamora, grosella, uva, mango, melén, melocotén o durazno, nectarina o
prisco, pera, caqui, ciruela, frambuesa, fresa y sandia) y los de semillero (alfalfa,
esparrago, brocoli, coles de Bruselas, repollo, zanahoria, trébol, algodén, pepino, cebolla,
rabano, calabaza, trébol de olor y nabo); ya que el polen de estas plantas es demasiado
pesado y pegajoso para ser dispersado por el viento, en contraste con el de los cereales
y las herbaceas, que son polinizados por este medio (Vasquez et al., 2006).

Los beneficios econdmicos de la polinizacién y su contribucién al mejoramiento de las
cosechas en los diferentes sistemas de produccion agricola, representa en los Estados
Unidos, una proporcién de 100 a 1.000 veces entre la renta directa de los productos de la
colmena y los beneficios para la agricultura. Igualmente, en Italia se considera la
importancia de las abejas polinizadoras por los beneficios en la agricultura, lo cuales son
estimados como 60 veces superiores a los beneficios que producen los productos de la

colmena (Vasquez et al., 2006).
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De otra parte, investigaciones realizadas desde el afio 2006 por Vasquez, establecen que
la calidad externa de la fruta depende de un conjunto de factores exigidos por el
consumidor final. Estos factores que se ven influenciados por el efecto polinizador de las
abejas son el peso, la forma y el diametro y solidos solubles totales, lo que hace la fruta
mas agradable y con mayor aceptacién en mercados de calidad y, por lo tanto, mejora

los ingresos econémicos de la produccion.

En Colombia, actualmente los sistemas de produccién apicola son utilizados para la
produccion de miel, polen y otros productos, e ignoran el potencial polinizador
desarrollado por las abejas a través del proceso evolutivo y su contribucion en el
mejoramiento de la produccion agricola y comercial de una region. Gracias a la presencia
de abejas en un cultivo, se logra una mayor y mejor distribucion del polen dentro de él sin
causar dafo fisico a la planta, lo que se refleja en mejores producciones durante la

cosecha, con aumentos de 30% a 40% (Vasquez Romero et al., 2011).

1.2.1. Polinizacién en cultivos de fresa

Los cultivos comerciales de fresa presentan flores hermafroditas, que estan obligadas a
ser polinizadas por acciones combinadas de la gravedad y el viento para generar el
méximo tamafio posible de fruta. Informes cientificos disponibles de diversos paises
muestran que el rendimiento, tamafio y forma de la fresa depende de la adecuada
polinizacion de sus flores por diversos insectos (Crane,1990 y Mcgregor, 1976, en
Zaitoun et al., 2006). La tasa de polinizacion de flores de fresas raramente supera el 60%
en ausencia de insectos y por lo tanto disminuye la produccion fruticola (Allen, 1937, en
Zaitoun et al.,, 2006 ). Especies domesticadas de abejas como Apis cerana y Apis
mellifera son polinizadores esenciales para la flor de la fresa. En paises europeos y del
Asia meridional, la polinizacion por las abejas silvestres mejora la calidad y cantidad de
esta fruta (Free, 1970 y Sommeijer y Ruijter,1999 en Zaitoun et al.,, 2006).
Universalmente, la tendencia se mueve actualmente hacia la utilizacion de las abejas y
abejorros para la polinizacion de cosechas abundantes en el campo y en condiciones de

invernadero (Zaitoun et al., 2006).

Estudios en Colombia (Vasquez et al., 2011) muestran que, para el caso de la fresa y
mora, los incrementos de la produccion se relacionan, con la introduccion de abejas Apis

mellifera en estos cultivos; la calidad de los frutos tipo exportaciéon se incrementa entre
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30% y 40%, dependiendo de la variedad ya que la accion polinizadora de la abeja

permite que la fruta sea homogénea y con mayor contenido de pulpa.

1.2.2 Polinizacién en citricos

En el caso de los citricos, aunque existen numerosas investigaciones para este cultivo,
no existe buena informacion sobre el real efecto de los polinizadores en citricos. Todavia
existe mucha controversia sobre el potencial de polinizacibn de las abejas y las
estrategias de gestion necesarias para garantizar la adecuada polinizacion de los cultivos
citricos (Sanford, 2011).

Estudios publicados por el Instituto de Ciencias de Alimentacion y Agricultura (IFAS),
Universidad de Florida, informa "requisitos de polinizacion de los citricos" (Sanford,
2011), afirma que los citricos cuentan con flores consideradas como completas, debido a
gue cuentan con ambos sexos en la misma flor, por lo que la autopolinizacién ocurre en
algunos cultivos de citricos de manera independiente de los polinizadores. Sin embargo,
las abejas como polinizadores permanecen a lo largo de los citricos en cualquier caso,
generando beneficios en esta clase de cultivos como: 1) Creciente numero de
variedades de citricos que requiere polinizacion cruzada porque no se autopolinizan. 2)
Relacion lineal positiva entre el tamafio del fruto y el nimero de semillas por fruto y 3) el
uso de las abejas para la polinizacién cruzada es consistente y eficaz al garantizar

rendimientos adecuados y econémicamente favorables.

Estudios del servicio de investigacion agricola en su publicacién “Agriculture Handbook
496" y citados por la Universidad de Florida (Sanford, 2011), establecen algunas

evidencias como resultado de la polinizacidn de cultivos citricos asi:

Pomelo: aunque el consenso sugiere que no es necesaria la polinizacién, hay evidencia
que la polinizacion libre beneficia al menos una variedad (Marsh), y establece que en

cada 4 frutas se tuvo dos veces mas nimero de semillas.

Limones: literatura rusa revela que los limones se benefician de la polinizacion. Esto esta
en oposicibn a la mayoria de los estudios estadounidenses que indican que la
contribucién es minima. Sin embargo, hay evidencia que demuestra que la falta de
semillas es resultado de la autopolinizacion y este hecho puede contribuir a la reduccién

en la sostenibilidad del fruto en si.



28 Evaluacion de residuos de plaguicidas y metales téxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

Limas: Se han realizado pocos estudios. Un estudio sugiere que estos frutos se

beneficiarian de polinizacion al obtener incrementos en el rendimiento de un 20%.

Naranjas: Existe una gran variabilidad de opiniones dependiendo de la variedad de la

naranja. Sin embargo en ciertas variedades, podido establecer los siguientes hechos:

¢ Valencia: la mayoria de los investigadores afirman que esta variedad se beneficia
poco de la polinizacidon por las abejas. Sin embargo, un estudio indicé que el
tamafio de la fruta se incremento junto con el nUmero de semillas.

e Naranjas dulces: Algunos estudios revelan que hay indicios de polinizacion
beneficiosa. También se ha sugerido que la reduccion de su produccién con los
afios puede ser compensado por la polinizacién de abejas.

e Pomelo: esta variedad parece ser cultivada comercialmente so6lo en el Oriente y
se autopoliniza. La evidencia sugiere que la polinizaciébn por las abejas es

importante si la planta es autofértil o autoestéril.

Mandarina: Muchas variedades a pesar de ser flores completas no se autopolizan sino
gue requieren polinizacidn cruzada En este caso la polinizacién es mas critica, por lo que

se ha investigado mucho mas sobre este grupo gue otros.

Por su parte en Colombia, proyecciones realizadas en la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (CORPOICA), en las que utilizan la polinizacion dirigida con
abejas Apis mellifera en algunos cultivos comerciales, muestran como se logra aumentar
el valor econ6mico de estos sistemas productivos en un porcentaje considerable.
Asicultivos de citricos como la naranja ha presentado incrementos de 37% en la
producciéon de la variedad ‘Hamlin’ y establecen como en la mandarina se obtiene un
incremento en la produccion, dependiendo de la distancia y la ubicacién de las colonias
en el cultivo, siendo mayor (43%) cuando se ubican dentro del cultivo (Vasquez et al.,
2006).

De igual manera, otro estudio (Le6n Ruiz, 2010), evalud la eficiencia que tiene la
polinizacion dirigida con abejas (Apis mellifera) sobre un cultivo de naranja (Citrus
siniensis) con las variedades valencia y ombligona ubicado en el municipio de Sasaima
en el que se encontrd que la naranja de la variedad ombligona al ser expuesta su flor a a

la polinizacion presenté un 17,74% mas de peso cuando no estaban sometidas a este
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tipo de polinizacién; lo mismo le sucedié a la variedad valencia la cual presenté en su
fruto un 20,41% mas de peso, en consecuencia la produccion anual de naranja
ombligona aument6é en un 13,64% y para la produccion de la variedad valencia se

obtuvieron aumentos en un 74,99%, para el mismo afio.

Cabe anotar que si bien la polinizacion tiene un marcado efecto en la eficiencia de la
produccion agricola, también es de resaltar que bajo este esquema de manejo se
obtienenmieles con caracteristicas diferenciadas, de acuerdo a la flora circundante. Por

tanto se establece que existe una relacion mutua benéfica entre las plantas y las abejas.

1.3 Miel de abejas como indicador ambiental

Hoy en dia la modificacién del entorno que desarrolla el hombre ha tenido como
resultado un gran impacto sobre el ecosistema a tal punto que, por ejemplo, actividades
industriales, mineras, entre otras, han dejado consigo gran variedad de compuestos
quimicos que han desencadenado el deterioro progresivo de los recursos naturales.
Muchos de estos compuestos extrafios al ecosistema o xenobioticos, ademas de ser
toxicos, poseen la capacidad de permanecer inalterados durante largos periodos de
tiempo, resistiéendose a los procesos de degradacidn quimica y biologica. La
conservacion de sus propiedades fisicoquimicas permite su propagacion y acumulacién

en diferentes compartimientos ambientales existentes (Rodriguez, 2011).

Una vez que estan presentes en la naturaleza, los contaminantes pueden afectar a
diferentes organismos que pertenecen a dichos compartimentos. En este contexto, las
abejas gracias al papel polinizador que desarrollan, tienen la capacidad de interactuar en
diferentes compartimentos y permanecer expuestas a estos agentes toxicos. De esta
manera, cuando los contaminantes entran en contacto directo con las abejas, pueden ser
transportados, almacenados y concentrados en la colmena junto con la miel (Rodriguez,
2011).

e Miel de abejas como alimento
La miel de abejas y los demas productos de la colmena han sido tradicionales en varias
culturas alrededor del mundo, en algunas de ellas incluso poseen valor mistico. Se

caracterizan por su alto valor nutricional y sus propiedades terapéuticas. Hoy en dia su
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consumo crece gracias a su identificacion como alimentos e ingredientes naturales,

sanos e inocuos en todo el mundo (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2011).

La miel de abejas, es principalmente un producto biol6gico que se modifica con el tiempo,
cuya composicion quimica varia dentro de ciertos limites en funciéon de su origen floral,
de factores edaficos y climéticos, del material libado, asi como del procedimiento utilizado

en su extraccion y comercializacién (Diaz Moreno, 2009).

Las abejas prefieren flores con néctar del 30% al 50% de sacarosa que de otra
concentracion de azlcares, la cantidad de néctar en una flor y la concentracion de azucar
esta fuertemente influido por factores del medio ambiente como la humedad relativa, el

medio ambiente influye en la concentracién de azUcares del néctar.

Quimicamente, la miel producida por las abejas meliferas (Apis mellifera), se compone
de mas de 300 compuestos quimicos que pertenecen a diferentes grupos de compuestos
guimicos como: hidratos de carbono, agua, polisacaridos, acidos grasos, proteinas,
minerales, colorantes, compuestos volatiles, enzimas, hormonas y vitaminas en
cantidades que dependen del origen de la planta de la cual se produce la miel (Kujawski
& Namiesnik, 2008). Ademas de compuestos fendlicos, pigmentos, cera y granos de
polen. La composicién de minerales en una muestra de miel esta entre 0,02 y 1,03, con
un promedio de 0,17% Los elementos mas comunes son; potasio (K), sodio (Na), calcio
(Ca), magnesio (Sarker et al.), hierro (Fe), cobre (Cu), manganeso (Mn), cloro (CI),
fosforo (P), azufre (S) y silicio (Si). Los elementos menos comunes son; cromo (Cr), litio
(L), niquel (Ni), plomo (Chauta-Mellizo et al.), cinc (Zn), osmio (Os), berilo (Be), vanadio
(V), zirconio (Zr), plata (Ag), bario (Ba), galio (Ga), bismuto (Bi), oro (Au), germanio (Ge),
estroncio (Sr), estafio (Sn). Los minerales pueden hacer una contribucion significativa al

color de la miel (Diaz Moreno, 2009).

Adicionalmente, a la miel se le atribuyen propiedades medicinales como: actividad
antibacteriana, capacidad cicatrizante y actividad antioxidante. Estas son caracteristicas
importantes del producto para avanzar en la diferenciacion de las clases de mieles como

componente de valor agregado (Sanchez, Castafieda, Mufos, & Tellez, 2013).
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1.4 Inocuidad quimica de la miel de abejas

La presencia de xenobidticos como, métales toxicos y plaguicidas en productos apicolas
puede provenir del entorno de las abejas se ubican en un radio de hasta 3 km y puede
llegar a la colmena béasicamente por (i) la aplicacion directa de algunos de estos
compuestos sobre los productos en cualquiera de los procesos de produccién, transporte
y/o almacenamiento, (i) la presencia de estos compuestos en plantas y posterior
transporte a las colmenas por parte de las abejas, (iii) la contaminacion de las fuentes de
agua de la zona, asi como la presencia de estos contaminantes en el aire, como por
ejemplo en el material particulado y por ultimo (iv) la biomagnificacion, principalmente de
compuestos con alta persistencia como los plaguicidas (Al-Waili, Salom, Al-Ghamdi, &
Ansari, 2012).

En este sentido, la normativa de la Unién Europea, establece que la miel como producto
natural debe estar libre de sustancias quimicas. Sin embargo, la produccion y
comercializacién de la miel puede verse afectada por la presencia de xenobiéticos a

través de diferentes fuentes de contaminacion (Tabla 1-1).

Los contaminantes ambientales incluyen plaguicidas, metales pesados toxicos, bacterias,
y materiales radiactivos. Numerosos estudios han demostrado que los residuos de
plaguicidas son la causa de mutaciones genéticas y la degradacién celular; ademas, de
los problemas de salud publica, ya que la presencia de plaguicidas en los productos
apicolas disminuye su calidad (Al-Waili et al., 2012).

Tabla 1-1: Contaminantes que afectan la calidad de la miel de abejas.

Clase de contaminante
1. Metales pesados: Pb, Cdy Hg
2. Isotopos radiactivos
3. Contaminantes orgénicos: PCB'’s
4. Plaguicidas: (Insecticidas, fungicidas,
herbicidas y bactericidas)
5. Bacterias patogenas
6. Organismos genéticamente modificados
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o8]

. CONTAMINANTES EN LOS APIARIOS

1. Acaricidas: Compuestos sintéticos lipofilicos y
sustancias no toxicas como 4cidos orgénicos y
componentes de aceites esenciales

2. Antibiéticos para el control de
enfermedades: Tetraciclinas, estreptomicina,
sulfonamidas y cloranfenicol

3. Repelentes quimicos: Paradiclorobenceno,
usado en el control de la polilla de la cera

Fuente: (Al-Walili et al., 2012).

1.5 Uso de plaguicidas en cultivos y sus efectos en la
apicultura

Una de las préacticas agricolas de impacto en el ecosistema tiene que ver con las
actividades dirigidas a garantizar altos rendimientos de produccién en los cultivos. Por tal
razon, la agricultura moderna depende cada vez mas del uso de productos quimicos para
el control de malas hierbas, hongos y plagas de artropodos, por lo que con frecuencia las
abejas pueden llegar a ser expuestas a productos quimicos ambientales como
consecuencia de sus actividades de pecoreo; principalmente por este aspecto, la
orientacion de la regulacién de plaguicidas ha estado relacionada con la proteccion de las
abejas de acuerdo con el riesgo de intoxicacion directa. Sin embargo, actualmente las
sustancias que se aplican han cambiado y los dafios causados por la toxicidad aguda no
son la Unica amenaza para las abejas. En cambio, los efectos sub-letales, como paralisis,
desorientacion o los cambios de comportamiento, son evidentes tanto a corto plazo como

por la exposicién a largo plazo (Greenpeace, 2013).

En el 2013, el movimiento Greenpeace, publicé el documento “El declive de la abejas”,
donde describe los efectos subletales observados para dosis bajas de insecticidas en las

abejas, asi:

1) Efectos fisiol6gicos de distintos niveles como tasas de desarrollo, en los que cambia el
tiempo requerido para alcanzar la edad adulta y se observan malformaciones en las

celdillas de los panales.

2) Alteracién del patron de pecoreo segun efectos evidentes en el aprendizaje y la

orientacion.



Capitulo 1 33

3) Interferencias en el comportamiento alimentario, mediante efectos repelentes, que

inhiben la alimentacion o de reduccion de la capacidad olfativa.

4) Impacto de los plaguicidas neurotoxicos en los procesos de aprendizaje tal como
problemas en el reconocimiento de flores y colmenas, de orientacion espacial, que son

muy relevantes y han sido estudiados y ampliamente identificados.

Estos efectos negativos sirven como advertencia de los impactos inesperados que

podrian tener los plaguicidas toxicos para las abejas.

De otra parte, es importante considerar otras practicas culturales causantes del paulatino
deterioro del medio ambiente como la instalacién de monocultivos, los cuales afectan la
disponibilidad de zonas aptas para apicultura, ya que restringen la oferta de alimento a
una sola planta, que en la gran mayoria de los casos no es suficiente para cumplir con

las necesidades nutritivas de las abejas (Vasquez et al., 2006).

Por este motivo existe preocupaciéon mundial ya que actualmente son evidentes los
efectos del deterioro ambiental, tales como la desaparicién de especies polinizadoras
silvestres, como abejorros, abejas solitarias, avispas, dipteros y cole6pteros. La
disminucion de estas especies y su aporte a la polinizacién, tiene su origen
principalmente en la implementacion de técnicas inadecuadas en los procesos de
produccion, como el uso indiscriminado de insecticidas, herbicidas y abonos quimicos, la
tala continua de bosques y la contaminacion de las fuentes hidricas; ademas, en el
incremento de las superficies dedicadas al establecimiento de nuevas poblaciones
humanas, que ha llevado a una degradacion progresiva del medio ambiente,
extinguiendo algunas especies de la flora y fauna y obligando a otras a migrar e invadir
otros ecosistemas, disminuyendo sustancialmente el ndmero de individuos entre
especies y aumentando sensiblemente la incidencia de plagas y enfermedades en

animales y cultivos (Vasquez et al., 2006).

De acuerdo con lo anterior, caracteristicas comunes de productos apicolas como la
composicion, cualidades sensoriales y actividad biolégica de la miel, el polen y el
propdleos, son altamente correlacionadas con la ubicacion geografica de los apiarios
debido a que la abeja emplea como materia prima para su elaboraciéon néctar y polen

tomado de las especies vegetales del entorno sin delimitaciones (Sanchez et al., 2013).
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Por tanto, estos insectos polinizadores, asi como los productos apicolas (miel y polen),

se utilizan como indicadores para estimar el nivel de contaminacion del ecosistema

En resumen, son variados los factores que disminuyen la calidad higiénica de la miel y
por tanto dificultan su comercializacion sin olvidar los efectos en los rendimientos en la
produccion agricola que dependen de la polinizacion y la posibilidad de identificar los
procesos de contaminacion del entorno ambiental a través de productos apicolas como la
miel (Bogdanov, 2006; Rodriguez, 2011)

En consecuencia, hoy en dia en Colombia existe creciente interés en realizar el
seguimiento y evaluacion de contaminantes en mieles con fines de exportacion bajo la
modalidad de denominacion de origen y de los programas de comercio justo, en la cual
se pretende obtener el mejor precio al apicultor con la mejor calidad del producto
(Laverde et al., 2010), por lo que es necesario contar en Colombia con las herramientas
analiticas confiables y al alcance del apicultor para diagnosticar la inocuidad quimica de

la miel a comercializar.

En este contexto, debe tenerse en cuenta que el movimiento de agroquimicos es funcion
de las condiciones ambientales, el tipo de aplicacion, las condiciones climaticas, entre
otros, y se encuentra presente desde su origen por efecto de la aplicacién o por fuentes
de generacioén, hasta los sitios donde no se desea la presencia de estos, como aguas,

suelos, flora y fauna.

De otra parte, el empleo de productos prohibidos o no recomendados para las
enfermedades de las abejas, genera un enorme riesgo para la salud del consumidor,
debido a que pueden representar efectos adversos en los consumidores de los productos
apicolas, asi como en las personas que se encuentran directamente relacionadas con la

aplicacion, manejo y/o transporte (Bogdanov, 2006).

Los plaguicidas son un grupo significativo de xenobiéticos que afecta la biota de su
entorno, por lo que deben ser monitoreados en cada uno de los componentes con los
gue interacciona con el fin de establecer el nivel de riesgo en la salud de los seres vivos
(Mukherjee, 2009).

Los plaguicidas se usan en todo el mundo en el control de enfermedades de las abejas y

las plagas y su administracion es incontrolada y sin la aplicacion de protocolos
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aprobados. Esta aplicacion no controlada puede causar la contaminacién del medio

ambiente, especies animales y seres humanos (Aliferis, et al., 2010).

Los residuos de plaguicidas en mieles incluyen acaricidas, &cidos organicos, insecticidas,
fungicidas, herbicidas, y bactericidas. Muchos de estos contaminantes estan prohibidos
debido a su probado efecto nocivo para la salud, tales como efectos cancerigenos en los
seres humanos. Estas sustancias toxicas son utilizadas para controlar varroasis y
ascospheriosis como por ejemplo acaricidas como amitraz, celazole, bromopropilato,

coumaphos, flumetrina y taufluvalinato(Al-Waili et al., 2012).

El uso de estos productos quimicos dentro de colmenas conlleva un riesgo de
contaminacién directa de miel y otros productos de la colmena. Mas de 150 diferentes
plaguicidas se han encontrado en muestras de la colonia. Los residuos mas elevados de
pesticidas son de varroacidas que se acumulan en la cera de abejas, el polen y el pan de
abejas. (Al-Waili et al., 2012)

De acuerdo con (Al-Waili et al., 2012) los limites maximos de residuos (LMR) difieren de
un pais a otro lo cual causa problemas en la comercializacion. Alemania, Italia y Suiza
han establecido diferentes limites maximos de residuos de amitraz, bromopropilato,
cumafos, cyamizole, flumetrina, y fluvalinato. La Agencia de Proteccién Ambiental de los
EE.UU ha establecido LMR para amitraz (1 mg/kg), coumafos (0,1 mg/kg), y fluvalinato
(0,05 mg/kg) (Mukherjee, 2009). Por su parte entidades internacionales como el
Parlamento Europeo establecieron en el reglamento 396/20 de 2005, los valores de LMR
de plaguicidas en productos de origen vegetal y animal. Desde el 1 de seotiembre de
2008, la Comision Europea establecié nuevos limites de residuos de plaguicidas en la
miel, los cuales se encuentran en el rango de 10 y 50 pg/kg.

La mayoria de los estudios buscan determinar los residuos de acaricidas para controlar el

acaro Varroa jacobsoni.

De otra parte, entre los insecticidas mas comunes usados en el control de cultivos y que
afectan la apicultura y sus productos en Europa incluyen: 1) Los organoclorados (OC),

como el lindano y sus isémeros del hexaclorociclohexano (HCH), aldrina, dieldrina,
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endrina, isomeros del DDT, heptacloro, heptacloro epéxido, metoxicloro, endosulfan.
Muchos OC ya no se utilizan en la agricultura, pero todavia estan presentes en el medio
ambiente. 2) Los plaguicidas organofosforados (OP) como dialifos, trichlorophon vy
diclorvos. 3) Carbamatos: plaguicidas que contienen un grupo amino R1-NH-CO-OR2
(Bogdanov, 2006).

No menos importante es el grupo de insecticidas conocido como neonicotinoides se
caracteriza por ser de accion sistémica. Es decir, que al aplicarlos no se mantienen en el
exterior de la planta, sino que entran en su sistema vascular y se distribuyen por ella.
Algunos neonicotinoides se utilizan para revestir las semillas (semilla en pildoras) y
protegerlas al plantarlas. Cuando la semilla comienza a germinar y crecer, los
neonicotinoides se distribuyen por los tallos y las hojas de la planta, y pueden finalmente
alcanzar el agua de gutaciébn y mas tarde el polen y el néctar. Un mayor uso de
neonicotinoides significa mas posibilidades de exposicién de los polinizadores a estas
sustancias quimicas durante periodos mas largos, pues los insecticidas sistémicos se
pueden encontrar en diversos lugares durante el ciclo de vida de una planta

(Greenpeace, 2013).

El uso de estas sustancias esta muy extendido en Europa y, en concentraciones altas, ha
demostrado tener efectos graves en las abejas, principalmente en las abejas meliferas.
De hecho se han identificado impactos como resultado de la exposicion cronica y a dosis
bajas subletales. Los efectos observados incluyen trastorno de la capacidad pecoreadora
(las abejas se pierden al volver a la colmena tras pecorear y son incapaces de orientarse
con eficacia), trastorno de la capacidad de aprendizaje (memoria olfativa, esencial para el
comportamiento de la abeja), mayor mortalidad y desarrollo disfuncional, desde el estado
de larvas hasta el crecimiento de las abejas reinas (la Tabla 1-2 contiene un resumen de

los dafios potenciales de las siete sustancias quimicas prioritarias en este informe).

Frente al Informe de Greenpeace y otros estudios relacionados, la Comision Europea
emitié recientemente la Regulacion (EU) No 485/2013 donde establece la prohibicion a
partir del 1 de diciembre de 2013, del uso de plaguicidas neocotinoides como clotinidina,

tiametoxan e imicloprid, usados ampliamente para combatir plagas en plantas y semillas
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de cereales, debido a que se reconoce su efecto nocivo en las abejas presentes en los

cultivos.

» Plaguicidas en cultivos de fresa y citricos

La mayor parte de los plaguicidas de uso agricola se aplican directamente al suelo, sobre
cultivos o directamente sobre las frutas para controlar los parasitos y las enfermedades
que las dafian. Como resultado de la aplicacion de palguicidas gran parte de estos
compuestos se liberan a la atmosfera, contaminando el aire del entorno, y una vez que
un plaguicida se introduce en el ambiente es influenciado por procesos que determinan
su persistencia y movimiento como son los movimientos de aguas superficiales, la

filtracidn en aguas subterraneas o la dispersién en la atmdésfera, entre otros.

Tabla 1-2: Plaguicidas neonicotinoides y sus efectos en abejas segun la dosis.

- LDs, oral :
Plaguicida %0 ° Efecto en Abejas
mg/abeja
A bajos niveles comparables a concentraciones de
_ , campo, y combinado con el piretroide (I-cialotrin), se
Imidacloprid

0,0037 aumenta la mortalidad de las obreras y disminuye el
éxito en busqueda de alimento en los abejorros,
comprometiendo la salud de la colonia.

(Neonicotinoide)

Deterioro de la funcion cerebral y del intestino
0,0050 medio, asi como la reduccion de la esperanza de
vida de la abeja africanizada.

Tiametoxam
(Neonicotinoide)

Reduccién de la actividad de pecoreo de las abejas
0,0038 meliferas y empleo de mas tiempo en los vuelos de
pecoreo

Clotinidina
(Neonicotinoide)

Se reduce la capacidad de aprendizaje de las
0,0042 abejas. Es uno de los plaguicidas que mas afecta al
aprendizaje.

Fipronil
(Fenilpirazol)

Clorpirifos
(organofosforado)

A bajas concentraciones afecta a la fisiologia y

25 - . .
0. reduce la actividad motora de las abejas meliferas

La exposicién a largo plazo a niveles bajos conlleva
0,035 efectos negativos en la salud de la colonia de
abejas meliferas, incluida la salud de las larvas

Cipermetrina
(Piretroide)

En la aplicacion de campo/niveles de residuos
0,079 reduce los viajes de pecoreo y afecta a las
capacidades de aprendizaje en las abejas meliferas

Deltametrin
(Piretroide)

Fuente: (Greenpeace, 2013).
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Como consecuencia de los procesos de aplicacion y dispersion, los plaguicidas pueden
entrar como contaminantes en el suelo, corrientes de agua subterraneas, rios o lagos, 0
encontrarse en alimentos para el consumo humano (frutas y verduras) o en los productos

procesados (jugos de fruta).

De acuerdo con los registros ICA 2016 los plaguicidas autorizados en Colombia para los
cultivos de fresa y citricos seleccionados en este estudio, se describen en la Tabla 1.3.

Tabla 1-3: Uso de plaguicidas autorizados por el ICA en 2016 para fresa y citricos.

Plaguicida Aplicacion autorizada en cultivos de fresa y citricos
Abamectina Citricos, Fresa, Naranja, Tangelo, Limén, Mandarina
Avermectinas Citricos
Azoxystrobin Naranja, Fresa
Benomil Fresa
Carbendazim Fresa
Cholothalonil Fresa
Clorpirifos Naranja, Limoén, Mandarina, Tangelo
Diafenthiuron Naranja, Limon, Mandarina, Tangelo
Difenoconazole Naranja, Fresa
Dimethomorf Fresa
Fenazaquin Fresa
Fipronil Citricos
Folpet Fresa
Fosetyl aluminium Citricos
Glifosato Citricos
Glifosinate amonium Citricos
Imidacloprid Naranja
Milbectin Fresa
Paraquat Citricos
Porchloraz Fresa, Naranja, Tangelo
Pyridaben Limoén, Mandarina, Tangelo
Pyrimethanil Fresa
Tebuconazole Naranja, Limoén, Mandarina, Tangelo, Fresa
Tetradifon Naranja, Limén, Mandarina, Tangelo
Thiamtoxan Naranja, Mandarina, Tangelo, Toronja, Limén
Trifloroxystrobin Naranja
A Cyhalotrim Naranja, Mandarina, Tangelo, Toronja, Limén

Fuente: ICA, 2016. Registros de venta de plaguicidas quimicos de uso agricola.

El tema de los residuos de plaguicidas en frutos citricos tiene caracter especial debido a
gue por el caracter lipofilo de la mayor parte de las moléculas que se utilizan como

plaguicidas en citricos, estas sustancias penetran con facilidad en las celdillas de aceites
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esenciales que tapizan la corteza de los frutos citricos y quedan alli bloqueadas y
retenidas, con lo que su persistencia es mayor de lo que serian en otro tipo de productos
vegetales. Meses después de aplicado un plaguicida, aunque se aplique cuando el fruto
es pequefio aun se detectan sus residuos que, aunque se diluyen por el crecimiento del
fruto y al final se encuentren a bajos niveles, dificiimente desaparecen (Instituto

Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), 2014).

El tratamiento en campo mas usado para el control de plagas y enfermedades utiliza

compuestos tipo insecticidas y herbicidas, entre otros, asi:

= Tratamiento de plagas y enfermedades en citricos

Las principales enfermedades y plagas que atacan los cultivos de citricos son tratadas de

manera quimica para obtener resultados inmediatos con plaguicidas recomendados asi:

Tabla 1-4: Tratamiento quimico contra enfermedades o plagas en cultivo de citricos

Enfermedad o plaga

Tratamiento quimico recomendado

Acaros

Dicofol, Fenbutestan, Piridaben.

Caparreta

Fosmet, Metidation, Metil Azinfos, Piriproxifen.

Parlatoria (piojo gris)

Aceite mineral (generacion de verano),
Buprofecin, Clorpirifos, Metidation, Azinfos Metil,
Piriproxifen.

Aceite mineral, Clorpirifos, Metil Azinfos,

Piojo rojo Metidation, Piriproxifen.
Serpetas Aceite mineral, Malation, Metidation, Piriproxifen.
Pulgones Metomilo, Clorpirifos.

Mosca blanca

Buprofecin, piridaben + aceite.

Ceratitis capitata

Malation.

Minador de las hojas

Abamectina, Diflubenzurén, Imidacloprid
(aplicado al tronco o en riego por goteo),
Azadiractina (aplicada al tronco).

Aguado

Oxicloruro de cobre, Fosetil-Al.

Podredumbre de cuello y gomosis

Oxicloruro de cobre, Metalaxil, Fosetil-Al.

Herbicidas

Diuron, Paracuat, Dicuat, Glifosato, Trifluralina,
Napropamida Sulfosato

Fuente: (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA), 2014).




40 Evaluacién de residuos de plaguicidas y metales toxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

= Tratamiento de plagas y enfermedades en fresa

El problema bésico de la lucha quimica en la fresa es el peligro de presencia de residuos
de plaguicidas en los frutos tratados, que por su toxicidad pueden afectar a los

consumidores.

Por eso hay que tener en cuenta en primer lugar las practicas de manejo de cultivo, que
en muchos casos pueden evitar o reducir la aplicacién de productos fitosanitarios, y en
segundo lugar utilizar en la lucha quimica compuestos de baja toxicidad y rapida
degradacién. También se recomienda tener en cuenta la sensibilidad de la fresa,
especialmente en la flor a los efectos fitotoxicos de algunos plaguicidas (Ministerio de

agricultura alimentacion y medio ambiente (Espafia), 2014).

A continuacién en la Tabla 1-5 y Tabla 1-6 se ilustran los tratamientos quimicos
recomendados para el tratamiento de plagas y enfermedades en fresa y por tanto, la
posibilidad de encontrarlos en los productos apicolas como la miel (Ministerio de
agricultura alimentacion y medio ambiente (Espafia), 2014).

Tabla 1-5: Tratamiento quimico contra parasitos en fresa.

Parésito Tratamiento quimico recomendado

Orugas dormideras Acefato, Clorpirifos, Triclorfén

Mosca blanca Cipermetrin, Decamtrin, Fenvalerato

Arafia rroja - Tarsonemus Clorbencilato, Dicolfol, Tetradifén, Tetradifon +
Naled, Azufre

Pulgones Acefato, Fenitrotion, Lindano, Malation, Pirimicarb

Tortricidos - Heliothis Acefato, Carbaril, Cipermetrin, Decametrin,
fenvalerato, Triclorfon

Antébnomo Carbaril, Fenitrotion, Lindano, Malation

Caracoles Metaldehido (granulado), Mitiocarb (granulado)

Fuente: (Ministerio de agricultura alimentacion y medio ambiente (Espafia), 2014).
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Tabla 1-6: Tratamiento quimico recomendado contra enfemedades en fresa

Enfermedad Plaguicida recomendado

Bezaimidazoles: Benomilo, Carbendazim,
Metiltiofanato, Tiabendazol, Otros

Hongos de cuelloy raiz fungicidas: Captan, Tiram

Clotalonil, Diclofluanida, Folpet, Maneb,
Manchas foliares Mancozeb, Propineb, Zineb

Captan, Captafol, Clortalonil, Compuestos
cupricos, Diclofluanida, Folpet, Mancozeb

Mildiu Maneb, Propineb
Diciclidina, Diclofluanida, Totifluanida +,

Botrytis Triadimefén, Vinclozolina
Bupirimato, Cloraniformetano, Clortalonil,
Dinicap

Oidum (Ceniza) Datilinfos, Quinimetionato, Totilfluanida +,
Traidimefon, Azufre

L Oxicloruro de cobre
Bacteriosis

Fuente: (Ministerio de agricultura alimentacion y medio ambiente (Espafia), 2014).

1.5.1 Valores de referencia de plaguicidas en miel de abejas

Los principales paises importadores de miel de abejas aplican normatividad en materia
de sanidad, calidad e inocuidad cada vez mas estricta, los permisos que otorgan a los
exportadores exigen el cumplimiento de normas de calidad, inclusive mas estrictas que
aguellas contempladas en el Codex Alimentarius, como por ejemplo, que el pais esté
inscrito como exportador y que el producto a importar este sujeto a sistemas de

trazabilidad (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2011).

En el caso de la norma de la Comunidad Europea, se exigen requisitos fisicoquimicos,
microbioldgicos, de control de residuos y especialmente de plaguicidas, de etiquetado, de
trazabilidad y de empaque. Las exportaciones de productos dependen principalmente de
las exigencias del importador, que se traducen generalmente el volimenes altos (a partir

de contenedores) y constantes.
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El pais proveedor, en este caso Colombia, debe estar inscrito como tal y disponer de un
plan aprobado por la Union Europea, respecto al control de residuos y basicamente
cumplir con las siguientes normas (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2011) :

1) Directiva 96/23/CE del Consejo, relativa a las medidas de control aplicables respecto a
determinadas sustancias y sus residuos en los animales vivos y sus productos. 2)
Decision 94/860/CE de la Comisién, sobre requisitos aplicables a la importacion de
productos apicolas de terceros paises para su utilizacion en la Apicultura. 3) Decision de

la Comisidn, se refiere a las importaciones de miel.

La tendencia es que todos los paises refuercen su normativa en materia de calidad e
inocuidad, que la trazabilidad sea un requisito indispensable y que los sistemas de

inspeccion, vigilancia y control sean cada vez mas sofisticados.

Por su parte, en Colombia existe normatividad especifica para miel de abejas contenida
en la Norma Técnica Colombia 1273 y en la Resolucién recientemente derogada No.
1057 de 2010 del Ministerio de Proteccién Social, relacionadas con los requisitos de
calidad e inocuidad. La Resolucién contiene normativa sobre las plantas de cosecha para
miel de abejas, caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas, de empaque y
etiguetado. También se prohibe etiquetar como miel de abejas productos que no
correspondan a las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas que contiene la norma.
Frente a la normatividad mundial, la colombiana es deficiente en controles

microbioldgicos y de residuos de plaguicidas.

En general, en materia de contaminantes en alimentos, Colombia se acoge a los limites
méaximos de residuos determinados por el codex alimentarius, sin embargo, para
produtos apicolas, la legislacion es incipiente en la actualidad, por tanto es necesario
acogerse a la legislacion europea teniendo en cuenta que la principal demanda de miel
de abejas se encuentra en los paises de la Unién Europea, principalmente, esta

informacion se detalla en la tabla 1-7.
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Tabla 1-7: LMR de plaguicidas en miel de abejas en la Unién Europea.

Limite Maximo de Residuo*

COMPUESTO mg/kg COMPUESTO mg/kg
3-OH Carbofuran * Imidaclorpird 0,05
3,4-Dicloropropilanlilida * Indoxacarb 0,05
Acefato 0,02 Isoprocarb *
Acetamiprid 0,05 Linuron *
Ametrina * Lufenuron 0,02
Atrazina 0,05 Metalaxyl 0,05
Azinfos Metil * Metamidofos *
Azosxistrobin 0,05 Metomil 0,02
Befuracarb * Metoxyfenozida 0,05
Benalaxil * Mevinphos *
Buprofezin 0,05 Monocrotofos *
Carbaryl 0,05 Nitenpiram *
Carbendazina 1,0 Oxamil 0,05
Carbofuran 0,05 Penconazol 0,05
Cimoxanil 0,05 Piraclistrobin 0,05
Clorfenaprid * Pirimetanil 0,05
Dazomet 0,05 Pirimicarb 0,05
Difenoconazol 0,05 Propamocarb 0,05
Dimetoato * Simazina 0,01
Dimetomorf 0,05 Tebuconazol 0,05
Dinotefuran * Temefos *
Epoxiconazole 0,05 Thiametoxan 0,05
Espinosad Ay D 0,05 Tiabendazol *
Etoprofos * Tiaclorprid 0,2
Fenexhamid 0,05 Tiodicarb 0,02
Flusilazole 0,05 Tridemoprh 0,01
Hexaconazol * Trifloxistribina 0,05
Imazalil 0,05

*No hay valor reportado

Fuente: (European Commission, 2017).

1.5.2 Determinacion analitica de plaguicidas

En la actualidad, el andlisis de residuos contaminantes organicos en productos apicolas

se realiza mediante dos tipos de métodos, los presuntivos y los de confirmacion. Los
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presuntivos tienen como objetivo detectar la presencia de uno o varios residuos en una
muestra sospechosa. Se considera en este grupo los métodos de inmunoensayos y los
microbiolégicos de ensayo receptor, en el que el analito se une al receptor, siendo el
modo de deteccion el colorimétrico. Los de confirmacion, segun el Codex, se basan en
técnicas instrumentales méas avanzadas como la electroforesis capilar y la cromatografia
liguida de alta eficiencia acopladas a espectrometria de masas. Estas metodologias son
recomendadas por su elevada capacidad de cuantificacion y sensibilidad. Cada uno de
los métodos posee ventajas y desventajas en aspectos de costo, respuesta y
especificidad, que los hacen adecuados o no para cada fin propuesto. Sin embargo,
diferentes entes de control han establecido que es necesario contar con métodos que
permitan realizar la cuantificaciéon y confirmacién de los residuos, y es alli donde los
métodos instrumentales tienen una enorme ventaja (Le Bizec, Pinel, & Antignac, 2009;
Molina, Molina, Althaus, & Gallego, 2003).

La gran mayoria de métodos para la determinacién cuantitativa de residuos plaguicidas
en productos apicolas emplea métodos cromatograficos, estas metodologias estan
compuestas de 3 etapas fundamentales, que corresponden a extraccion, limpieza y
andlisis instrumental (Marazuela & Bogialli, 2009). Debido a la naturaleza de sus
estructuras quimicas y las bajas cantidades en las que se encuentran estos compuestos,
existe una tendencia mundial al empleo de la cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas para su analisis instrumental (Herrera-Herrera, Hernandez-
Borges, Rodriguez-Delgado, Herrero, & Cifuentes, 2011; Kishida, 2007; Koesukwiwat,
Jayanta, & Leepipatpiboon, 2007; Romero-Gonzalez, Aguilera-Luiz, Plaza-Bolafos,
Frenich, & Vidal, 2011). Por su parte los métodos de limpieza mas comunes son:
cromatografia de permeacién en gel, dispersion en fase sdélida y extraccion en fase soélida
(Kantiani, Farré, & Barceld, 2009). Finalmente, la etapa de extraccion se ha identificado,
como la mas critica en la determinacién de residuos plaguicidas en productos apicolas;
esta etapa depende de los grupos de compuestos que se vayan a determinar y en
general se ha establecido que el método por excelencia para este analisis corresponde a
la extraccion solido-liquido (para polen y cera) y extraccion liquido-liquido para mieles
(Kantiani et al., 2009; Le Bizec et al., 2009).
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= Método QUEChERS

En el Udltimo lustro, se han logrado importantes avances en las metodologias para la
preparacion de muestras de residuos de plaguicidas. Las investigaciones realizadas por
Anastassiades et al., 2003, en el desarrollo de un nuevo método para la preparacion de
muestras de residuos de plaguicidas en frutas y que ha servido de base para realizar
desarrollos analiticos de vanguardia en el campo de los productos alimenticios de origen
animal. Las metodologias resultantes corresponden adaptaciones del método
QUECHhERS (siglas en inglés de rapido, facil, econdémico, eficaz, robusto y seguro), que
se han utilizado con enorme éxito para analizar cientos de plaguicidas en una variedad
de alimentos. Mediante el empleo de esta metodologia, bajo algunas modificaciones, se
ha reportado el analisis de productos veterinarios, plaguicidas y otros contaminantes
(Villar-Pulido, Gilbert-Lépez, Garcia-Reyes, Martos, & Molina-Diaz, 2011).

Lehotay, (2003) creador del método QUEChERS, ha aplicado esta metodologia para la
identificacion y cuantificacion de residuos veterinarios en leches, carnes y otros
productos de origen animal. Dentro de los grupos de compuestos con los que se lograron
obtener resultados adecuados corresponden a los antihistaminicos, quinolinas y otros
antibioticos (Lombardo-Agui, Garcia-Campafa, Gamiz-Gracia, & Cruces-Blanco, 2012;
Pérez-Burgos et al., 2012; Salvia, Vulliet, Wiest, Baudot, & Cren-Olivé, 2012; Villar-Pulido
et al., 2011).

El método QUEChERS funciona satisfactoriamente para diferentes grupos de familias
quimicas de plaguicidas, como los organofosforados, organoclorados, piretroides,
carbamatos, plaguicidas &cidos y basicos (Cajka, Hajslova, Lacina, Mastovska, &
Lehotay, 2008). De esta manera la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas facilita el andlisis de un nimero elevado de compuestos en un tiempo muy corto;
con el empleo de esta técnica ha sido posible analizar mas de 200 compuestos en un

so6lo analisis cromatogréafico (Ahumada & Zamudio, 2011).

» |dentificacion y cuantificacion

El andlisis de residuos de plaguicidas se encuentra reportado en literatura con una
amplia gama de técnicas desde el empleo de electrodos modificados (Law & Higson,

2005), hasta el empleo de métodos quimiométricos que involucran el andlisis
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multivariable, modelos mateméticos, la informética y su integracibn con los datos
proporcionados por la quimica analitica (Li, He, & Xu, 2007). Sin embargo, a pesar de la
gran variedad de técnicas instrumentales, la cromatografia de gases de alta resolucién y
la cromatografia liquida de alta eficiencia son las técnicas por excelencia (Fernandez,
2007). Esta enorme preferencia hacia estas técnicas analiticas se ha dado por la alta
capacidad de separacién de mezclas complejas, la rapidez en los andlisis y la alta

sensibilidad.

En el caso de presencia de residuos que exceden los limites maximos establecidos por
los organismos reguladores es necesario realizar una confirmacion de la presencia
positiva del analito, para tal fin se suele utilizar el mismo sistema cromatografico
cambiando su selectividad o se pueden emplear los sistemas cromatograficos acoplados

a espectrometria de masas (SANTE, 2015).

En Colombia, el Laboratorio de Inocuidad Quimica del Centro de Bio-Sistemas de la
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano, ha sido pionero en la implementacién del
método QUEChERS para el analisis de residuos de plaguicidas en frutas mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (D. A. Ahumada & Zamudio,
2011; D. A. Ahumada, Zamudio, & Espafia, 2012). Asi mismo, investigaciones mas
recientes desarrolladas en el Laboratorio de Inocuidad Quimica modificaron esta
metodologia para el analisis de contaminantes en suelos (Ahumada & Bojacé 2013). En
el afio 2011 el Laboratorio de Inocuidad Quimica en alianza con el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de alimentos (ICTA) ha desarrollado metodologias para la determinacion de
residuos de plaguicidas en algunos productos de origen animal como la miel (Rodriguez,
2011). Este Laboratorio se ha perfilado a realizar investigaciones en el desarrollo de
nuevas metodologias para andlisis de contaminantes en matrices mas complejas como el
polen (D. A. Ahumada, Rodriguez, Zamudio, & Mojica, 2012; D. A. Ahumada & Zamudio,
2011).

1.6 Metales toxicos en miel de abejas

La presencia de los metales en la miel puede poner en peligro la salud de los
consumidores humanos. Estos metales pueden provenir de fuentes externas, como

industrias de fundicion, emisiones de las fabricas, procesos de metalurgia no ferrosa,
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emisiones de gasolina con plomo en las carreteras, entre otros; procedimientos
incorrectos durante las etapas de produccion y de conservacion de la miel, asi como
productos agroquimicos tales como abonos que contienen cadmio (Cd) y/omercurio (Hg)
(Pisani, Protano, & Riccobono, 2008). Estos metales pueden conducir a un deterioro de

la calidad de la vida humana cuando se acumulan a un nivel de concentracion toxica.

Los elementos esenciales como fluor (F), Zn, Cu, Si, V, Sn, Se, Mn, yodo (I), niquel Ni,
molibdeno (Mo), Cr, cobalto(Co), son elementos seguros y adecuados para el cuerpo si
estan presentes dentro de un rango especifico de la ingesta (Dosis diaria recomendada).
Mas alla de este rango, también se pueden observar efectos toxicos.(Ru, Feng, & He,
2012).

De acuerdo con esto, los elementos tdxicos representan un riesgo para la salud humana
y para los ecosistemas, aun en bajas concentraciones. Estos elementos provienen de
diferentes fuentes: combustibles, aerosoles urbano-industriales, desechos liquidos y
sélidos de origen animal y humano, industria minera, quimica y textil, etc. En el sector
agropecuario son fuentes contaminantes las aguas residuales utilizadas para riego,

enmiendas, compost, plaguicidas y fertilizantes.

Debido a que los seres humanos somos incapaces de metabolizar metales téxicos, estos
tienden a bioacumularse en el organismo de acuerdo con la alta afinidad con el grupo
sulfidrilo de las proteinas, hasta alcanzar niveles altos de toxicidad. De esta manera, la

ingesta de estos elementos puede generar graves dafios a la salud del consumidor.

En los dltimos afios, se han realizado estudios de las concentraciones de los diferentes
metales en la miel en paises europeos como Croacia (Bilandzi¢ et al., 2014), Francia
(Devillers et al., 2002), Italia (Pisani et al., 2008), Polonia (Przybylowski & Wilczynska,
2001), Eslovenia (Golob, Dobersek, Kump, & Necemer, 2005), y Turquia (Citak, Silici,
Tuzen, & Soylak, 2012; Silici, Uluozlu, Tuzen, & Soylak, 2008; M Tuzen, Silici, Mendil, &
Soylak, 2007; Mustafa Tuzen, Soylak, & Elci, 2005). La mayoria de estos estudios se
enfocaron en la investigacion de metales toxicos en la miel como un importante indicador
de la contaminacion del medio ambiente. La presencia de estos metales en niveles por

encima de lo permitido afecta la producciéon y calidad de los cultivos, asi como las
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cualidades de la atmdésfera y los cuerpos de agua, amenazando la salud y la vida de los
animales y los seres humanos a través de la cadena alimenticia. Su monitoreo es

importante como herramienta de control y prevencién de estos efectos.

Estos metales también llegan a la miel a través de matrices ambientales como el aire y el
suelo que contienen metales toxicos, provenientes principalmente de la industria y el
trafico, los que también pueden contaminar las colonias de abejas y sus productos. El
Pb, presente en el aire y proveniente principalmente del trafico automotor puede
contaminar el aire y luego directamente el néctar y la miel. Generalmente, el Pb no se
transporta por plantas. Por otro lado, el Cd procedente de industria de la metalurgia, y de
fertilizantes, se transporta desde el suelo a las plantas y a continuacién, puede

contaminar el néctar y la miel (Bogdanov, 2006).

También debe tenerse en cuenta que el grado de contaminacion de la miel depende del
origen floral de las plantas visitadas por las abejas. Por ejemplo, las mieles procedentes
de arboles caduceofolios son generalmente menos contaminados que las mieles de otra
procedencia botanica. Las mieles producidas a partir del néctar de las plantas aromaticas
se caracterizan por muy altas concentraciones de metales pesados, porque estas plantas
tienden a concentrar los contaminantes con mayor facilidad que las plantas herbaceas
(Ponhl, 2009).

1.6.1 Valores de referencia de metales toxicos en miel de abejas

Con el fin de asegurar el consumo seguro de la miel, es necesario determinar la
presencia y concentracibn de metales pesados en la miel. La Normatividad de la
Comunidad Europea, Codex Alimentarius yResolucién colombiana 1057 del Ministerio de
Proteccion Social , al respecto especifican que para poder comercializar las mieles no
deben contener metales pesados en concetraciones que puedan causar dafio para la
salud de los seres humanos. Entre los metales de mayor interés en la miel que
constituyen un riesgo para el medio ambiente debido a su gran estabilidad quimica, se

puede mencionar Cu, Zn, Cd, Pb, arsénico (As) y Hg (Chauta-Mellizo et al.).

Hoy en dia no se conoce una legislacion nacional o internacional completa que

establezca los limites maximos de residuos para los metales téxicos en miel de abejas y
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otros productos apicolas. Actualmente se reportan esfuerzos aislados para establecer la

normatividad en los paises consumidores, principalmente.

Tabla 1-8: Valores de referencia para metales téxicos en miel de abejas.

Legislacion Legislacion
METAL '\(ILC /1k27)3 Rep((:;?k%‘)Q"DA Brasil Polonia
97g (ma/kg) (ma/kg)

Pb 0,1 2 * 0,3

Cu 0,05 * 10 *

Zn * * * 20

Cd * 1 * 0,03

Hg * 0,05 * 0,01

* Valores no reportados

Fuente: Autor.

A pesar de los multiples controles que existen para la comercializacion de productos
apicolas, actualmente la Union Europea no ha especificado limites maximos de residuos
para metales en algunos de ellos, por lo que se han sugerido algunos valores para Pb de
1 mg/kg y para Cd de 0,1 mg/kg (Bogdanov S., Haldimann M., Luginbthl W., & Gallmann
P., 2007). En Colombia inicialmente han sido adoptados del Codex Alimentarius limites
méaximos de residuos en la miel de abejas para Cd y Pb, bajo la norma NTC 1273, por
un valor de 0,05 mg/kg y 0,1 mg/kg, respectivamente, esta informacion se resume en la
Tabla 1-8.

1.6.2 Determinacion analitica de metales toéxicos

Para el analisis de metales toxicos en productos de la colmena la espectrofotometria de
llama es una herramienta sdlida, ya sea, en modo de absorcion (FAAS por sus siglas en
inglés Flame Atomic Absortion Spectrometry) o de emision (FOES por sus siglas en
inglés Flame Optical Emission Spectrometry) con llama de acetileno/aire o acetileno/NO,.
Sin embargo, el uso de equipo con horno de grafito (ETAAS por sus siglas en inglés
Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry) o plasma acoplado inductivamente con
una antorcha de 8000 °C (ICP-OES por sus siglas en inglés Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry) permiten obtener mejores resultados con respecto a
limites de deteccion (Bogdanov S. et al.) (Bogdanov S. et al.) y de cuantificacion (LC)
(Pohl, 2009).
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= Preparacién de la muestra

Existen diversas metodologias para la mineralizacién de las muestras como la disolucion
de la miel en agua acidificada, la degradacién de la materia organica por &cido nitrico
concentrado y calcinacion. La digestion humeda es un método de pretratamiento de
muestras ambientales ampliamente descrito. Sus principio se basa en la descomposicion
de la matriz con &cidos concentrados (principalmente acido nitrico) y con la adicién de
peroxido de hidrégeno como oxidante, seguido por calentamiento de la muestra en
sistemas abiertos o cerrados (Vincenvica-Gae), con esto se logra alterar las sustancias
organicas y liberar los metales de la compleja matriz de la miel, dejandolos en solucién,
lo cual es requisito para la adecuada cuantificacidon por absorcién atdmica, (llama, grafito
horno) o las fuentes de excitacién (ICP). Sin embargo, este tratamiento de la muestra
consume bastante tiempo e incluye etapas que pueden ser fuentes potenciales de
pérdida del analito debido a sobrecalentamiento o contaminacion de la muestra por

diversas fuentes dentro del procedimiento analitico (Pohl, 2009).

Tratando de superar este riesgo, algunos autores proponen la disolucion y
homogenizacion de la muestra de miel en soluciones de agua caliente seguidos por
acidificacion en &cido nitrico (Vincenvica-Gae) y realizar la cuantificacion directa o
realizar la mineralizacion por digestiébn acida. Este tratamiento no altera la matriz
organica de la miel ni los extractos de especies del metal. Ademas, que evita que
variaciones en las propiedades fisico-quimicas de los soluciones estandar y de muestra,
pero presenta numerosas interferencias fisicas y quimicas que pueden ocurrir en la llama
o en el plasma. También elimina la probabilidad de acumulacién de residuos carbonosos
en las cabezas de los quemadores o de los nebulizadores de los espectrémetros
usados(Pohl, 2009).

Sin embargo, por los métodos anteriormente descritos, cabe la posibilidad de sufrir
pérdidas de algunos elementos volatiles a altas temperaturas como Cd, Ni, Pb y Zn, por
lo cual la digestion humeda con la ayuda de bombas de PTFE selladas como los
recipientes de alta presibn de los sistemas de digestion via microondas, son
recomendables para descomponer la miel, ya que parece ser mas fiable que la
incineracion en seco o calcinacion con aditivos como Mg(NOs),, NH;NO;. Ademas, la

digestion de las muestras por esta via reduce las posibilidades de contaminacion de la
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muestra al mismo tiempo que se disminuyen las cantidades de los reactivos y el tiempo
de preparacion. En este caso, las porciones de muestra pueden ser relativamente
pequefios es decir de 0,2 a 2 g usando HNO; concentrado y mezclas de H,O, en
proporciones v/iv de 1:1; 3:1; 4:1 o 5:1, o s6lo HNO; concentrado. Los digestos
resultantes se diluyen con agua a 50 ml, 25 ml, 10 ml o 5 ml (Pohl, 2009) de acuerdo con
el equipo instrumental disponible y los limites de deteccion y cuantificacion alcanzados

para esta matriz.

De acuerdo con lo anterior , para el desarrollo de este aspecto del proyecto, los metales

toxicos que se incluyeron corresponden a: Cu, Zn, Cd, Pby Hg (Ru et al., 2012).






2.Capitulo 2. Desarrollo, validacion vy
evaluacion de residuos de plaguicidas en
muestras de miel de abejas procedentes de
zonas de cultivos polinizados de fresa y
citricos

En este capitulo se describen cada uno de los procesos realizados para el desarrollo del
meétodo analitico, para la deteccién y cuantificacion de los residuos plaguicidas en estudio

mediante cromatografia liquida ultrarrapida acoplada a espectrometria de masas.

Con el fin de demostrar que el método desarrollado cumple con el fin propuesto en este
trabajo, también se describe con evidencia objetiva las caracteristicas de desempefio y

limitaciones propias del método con base en la validacion tipo 2 realizada.

Finalmente, se realiza en muestras seleccionadas la validez del método desarrollado,
mediante la evaluacién de residuos de los plaguicidas en muestras de miel de abejas
provenientes de zonas de cultivos polinizados de fresa y citricos de los Departamentos

de Cundinamarca y Meta.

2.1 Introduccioén

El sector apicola enfrenta importantes retos productivos, causados por el efecto antrépico
en los ecosistemas y el cambio climatico. Hoy en dia son necesarias politicas que
visualicen este sector como fundamental al disefiar las estrategias de desarrollo
agropecuario, ambiental, comercial, educativo y social. El vinculo de la apicultura y el
desarrollo de los ecosistemas a nivel agricola y pecuario, con los objetivos que persigue
la produccion de alimentos en cantidad, calidad, inocuidad, trazabilidad y sostenibilidad,

es imprescindible para alcanzar la seguridad y soberania alimentaria que requiere el pais.
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Una de las practicas agricolas de mayor impacto en el ecosistema, se relaciona con el
control quimico de plagas, el cual busca garantizar altos rendimientos de produccién en
los cultivos. Esta préactica, trae como principal consecuencia un aumento en la frecuencia
y dosis de exposicion de las abejas. Por lo anterior, la actual regulacién para plaguicidas
guimicos no sélo esta orientada a la proteccién del consumidor sino que también busca la

proteccion de las abejas (Greenpeace, 2013), como principales polinizadores en la naturaleza.

2.2 Técnica analitica para determinacidon de residuos de
plaguicidas

Para el caso especifico del analisis de muestras de miel, es reconocido que debido a la
complejidad de esta matriz, es necesario realizar exhaustivos procesos de limpieza que
permitan eliminar interferentes, por lo cual a nivel mundial se ha reportado diversos
métodos para ello (Rial-Otero, 2007). Inicialmente, la mayoria de los procedimientos de
preparacion de la muestra se llevaban a cabo mediante técnicas convencionales, tales
como la extraccion liquida liquida (LLE). Sin embargo, hoy en dia se reconocen enormes
desventajas por ser métodos costosos que usan altas cantidades de solventes
organicos, que son generalmente toxicos para el analista y pueden contaminar el
ambiente. Estas limitaciones han llevado al desarrollo de nuevas técnicas mucho mas
convenientes, que consumen menos solventes organicos y tienen la capacidad de
detectar analitos en concentraciones muy bajas. En los Ultimos afios, los esfuerzos en el
campo de la quimica analitica se han concentrado en la capacidad analitica a nivel
microescala en donde la preparacion de la muestra estd asociada con una mayor
selectividad y sensibilidad (Tette, Guidi, de Abreu Gléria, & Fernandes, 2016).

En este estudio se propuso el desarrollo del método para el andlisis de 56 plaguicidas,
dentro de los que se encuentran moléculas organofosforadas, organonitrogenadas,
azoles, triazinas, carbamatos, benzimidazoles, entre otros, mediante modificaciones al
método QUEChERS.

El método original “QUEChERS” (MgSO, y NaCl, no tamponado) es el mas simple y
funciona adecuadamente; sin embargo, es importante elegir los métodos tamponados
(AOAC 2007.01) que emplea MgSO, y acetato de sodio, y EN 15662 que combina



Capitulo 2 55

MgSOQ,, cloruro sédico, citrato tribasico de sodio dihidrato y citrato de sodio dibasico
sesquihidrato) al analizar compuestos que son afectados por el pH del medio. Los
métodos tamponados facilitan el control del pH durante la fase de extraccidén y optimizan

la recuperacion de los plaguicidas sensibles a los valores de pH.

El método QUEChERS consiste es un sistema de extraccion en fase solida dispersiva
(dSPE) que implica dos etapas fundamentales, una primera etapa de extraccién simple
seguida de una fase de limpieza del extracto mediante extraccion en fase soélida por

dispersion.

En la primera etapa, se realiza una extraccion con un disolvente organico, generalmente
acetonitrilo, en presencia de diferentes sales. Las sales que pueden ser empleadas en
esta etapa son el sulfato de magnesio, el cloruro sédico, el citrato tribasico de sodio
dihidrato y citrato de sodio dibasico sesquihidrato. La funcién de cada una de estas sales

en la etapa de extraccion es diferente, y por tanto deben ajustarse a la matriz en estudio:

e Sulfato de magnesio (MgSO4) mejora la recuperacion del analito al facilitar la
particion de los pesticidas en la fase organica (acetonitrilo) por retener agua.

e Cloruro sddico (NaCl) ayuda a controlar la polaridad favoreciendo la separacion
de fases entre el contenido de aguay la organica.

e Acetato de sodio actla a la regulaciéon del pH.

e Sales de citrato se emplean para ajustar del pH a valores de 5,5 donde se extraen

la mayoria de los componentes acidos y basicos de la muestra.

La segunda etapa corresponde a una limpieza o “clean- up” del extracto mediante la
extraccion en fase sélida dispersiva. Este paso facilita la eliminacién del agua residual y
de los compuestos presentes en la matriz del alimento que podrian provocar
interferencias en el analisis, como los lipidos, azucares, acidos organicos y pigmentos.

Las sales y sorbentes empleados en esta fase pueden ser:

e Sulfato de magnesio (MgS0O4): elimina el exceso de agua residual.

e Amina primaria/secundaria (PSA): elimina acidos organicos, acidos grasos,
azucares y pigmentos de antocianina.

e Sorbente C18: elimina grasas, esteroles y otras interferencias no polares de la

muestra.
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Posteriormente, una vez se cuente con el extracto limpio, debe considerarse la etapa de
cuantificacién y de confirmacion, si es el caso, mediante técnicas analiticas acorde con el

analisis de residuos y la normatividad vigente.

Por esta razon la técnica cromatogréfica y su deteccion tiene especial importancia en el
andlisis y cuantificacion de los plaguicidas a nivel de trazas. Asi, mediante cromatografia
HPLC, usando distintos tipos de detectores, puede resultar complicado si los compuestos
interaccionan entre si 0o con la columna. Estas interacciones pueden causar una
resolucion pobre y/o picos asimétricos que dificultan la integracion y cuantificacion. Por
su estructura es comun que los plaquicidas no presenten grupos cromoforos o
fluorescentes para ser determinados mediante cromatografia liquida de ultravioleta (LC-
UV) o cromatografia liquida con fluorescencia (LC-FD), o presentan una polaridad muy
elevada y no pueden retenerse correctamente en la columna de LC utilizada. (Botero,
2016)

Inicialmente, los detectores usados en LC no aportaban informacién sobre la estructura
del compuesto. Se trataba de detectores convencionales como UV-VIS, barrido de diodos
o fluorescencia. Con el acoplamiento LC-MS la técnica tuvo dificultades instrumentales
por los problemas que supone la introduccién directa de elevados flujos de fase mévil del
sistema LC en el detector MS, el cual requiere trabajar en condiciones de alto vacio. En
este caso, se hizo necesaria una interfase que regulara las condiciones fisicas (presion,
temperatura, etc...) en las que se opera en LC y MS., finalmente, se lograron desarrollar
interfases robustas que trabajaran a presién atmosférica (APIs), bien como electrospray
(ESI) o en modo de ionizacién quimica (APCI). Ambas interfases son las mas utilizadas
en la actualidad y permiten abordar la determinacion de analitos ionizables tanto en modo
de ionizacién negativo como positivo (Botitsi, 2011, Pic6, 2006, Soler, 2008 en Botero,
2016).

Posteriormente, con el fin de mejorar la selectividad y especificidad en la separacion y
deteccién estos compuestos, se ha optd por disminuir el tamafio de particula de la fase
estacionaria, lo que obligb6 a utilizar sistemas capaces de soportar las altas presiones
generadas al fluir la fase maovil a través de la columna. Asi, dependiendo del tamafio de
particula que contiene la fase estacionaria, se puede distinguir entre cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), con particulas de 10 um a 3 ym, cromatografia liquida

ultrarrapida (UFLC) con tamafio de parthiculo de hasta 2 ym y cromatografia liquida de
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ultra resolucion (o ultra presion) (UHPLC), con particulas menores a 2 pm, con el
resultado de cromatogramas mas cortos y picos mas estrechos y altos, con mejor
relacion sefial/ruido (S/N), acortando ademas el tiempo de andlisis y mejorando la

sensibilidad.

Estas técnicas (UFLC y UHPLC) son capaces de detectar compuestos con limites de
cuantificacion mas bajos. Ademés son mas respetuosas con el medio ambiente, ya que
en este tipo de cromatografia se reduce el volumen de los disolventes usados

comparados con HPLC.

De acuerdo con lo anterior, el método por el cual han optado diferentes investigadores,
corresponde a un método muy efectivo y confiable conocido como método QUEChERS
modificado. Aunque este método resulta ser una excelente alternativa cuando se dispone
de analizadores de masas en tandem, al emplear detectores como un espectrémetro de
masas con un cuadrupolo sencillo, se reduce el tiempo de analisis hasta en un 75% con
respecto al HPLC, alcanzando los niveles de especificidad y selectividad necesarios para
un alto numero de compuestos, pues la cantidad de interferentes puede limitar el analsis
multirresiduo. (Rodriguez, D et al 2014, Orso D. et al 2014).

En este sentido, y de acuerdo con la tecnologia disponible, este trabajo tiene como
objetivo desarrollar un método para la determinacién de plaguicidas seleccionados de
diferentes familias quimicas, mediante el empleo de UFLC acoplado a un espectrometro
de masas de cuadrupolo simple y su correspondiente validacién de nivel 2 la cual
consiste en evaluar: selectividad, exactitud, linealidad, limites de deteccion y limites de

cuantificacién (Peters, Drummer, & Musshoff, 2007).

2.3 Muestreo

En este estudio un total de 62 mieles fueron recolectadas en los afios 2012 y 2013 de
cultivos de citricos y fresas polinizados con abejas Apis mellifera en la zona rural de los
departamentos de Meta y Cundinamarca. Se recolectaron 27 muestras de miel en los
apiarios ubicados en cultivos de citricos del departamento del Meta en 5 apiarios en
momentos diferentes (C1 a C5) y 35 mieles recolectadas en cultivos de fresa del
departamento de Cundinamarca, agrupadas en 6 apiarios en momentos diferentes (F1 a

F6). Los dos grupos de muestras fueron recolectados incluyendo réplicas de un mismo
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apiario de acuerdo con el numero de colmenas disponibles. La tabla 2-1 describe las
caracteristicas del muestreo y la selccibn de muestras para su evaluacién de

contaminantes.

El muestreo fue realizado en marco del Proyecto “Efecto de factores genéticos, medio
ambientales y de manejo sobre la calidad y la produccién de miel y polen en cinco
cultivos

fruticolas promisorios exportables de Colombia” desarrollado por

CORPOICA y financiado por Colciencias.

Tabla 2-1. Caracteristicas del muestreo de mieles de cultivos de citricos y fresa y
seleccidn de muestras para evaluacion de contaminates.

- T Evaluacion Evaluacion - - Evaluacion Evaluacion
Apiario Fecha Réplica Plaguicidas Met_ales Apiario Fecha Réplica Plaguicidas Met_ales
téxicos toxicos
R1 R X R1 <> X
Dic/ R2 R X R2 P X
Cl 2012 R3 <> X F1 Nov/ R4 > X
R4 <> X 2012 R5 > X
R5 X R6 > X
R1 R X R10 X
Dic/ R2 R X R1 <> X
R - e
R5 X F2 2‘5’1"4 R4 3 X
R1 R X R5 <> X
R2 R X R6 X
c3 Ene/ R3 <> X R7 X
2013 R4 X R1 >
R7 X R2 > X
R8 X F3 Feb/ R4 <>
R1 K X 2013 R5 <> X
R2 <> X R6 X
Jun/ R3 <> X R7 X
C4 2013 R4 < X R1 <>
R5 R X Fa Feb/ R2 <> X
R7 X 2013 R3 <> X
R9 X R4 >
R1 <> X R1 > X
cs Oct/ R5 R X R2 <> X
2013 R6 X Jul/ R3 <> X
R7 X F5 | 5013 | R4 B X
Resumen analisis de Plaguicidas ':gitli'g: R7 X
muestras R8 X
Subtotal muestras citricos R1 - X
evaluacion 18 27 R2 <> X
Subtotal muestras fresa 6 Jul/ R3 *
evaluacion 26 30 2013 R4 > X
R6 X
Total muestras (62) 45 56 R10 X

« Muestras de mieles en las que se evaluaron plaguicidas

X Muestras de mieles en las que se evaluaron metales pesados
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Cada una de las unidades experimentales apicolas fueron ubicadas dentro de los cultivos
con polinizacion dirigida con abejas Apis mellifera y se tomaron muestras en varias
cosechas con el objetivo de evaluar la posible contaminacion de miel de abejas, debido al

entorno del cultivo.

Las zonas de los cultivos de citricos pertenecen al piedemonte mixto llanero con terrazas
originadas de sedimentos aluviales, en esta zona el clima fluctia entre célido, muy
hamedo y humedo; los suelos son profundos, de texturas moderadamente finas a finas,
bien drenados, muy fuertes a extremadamente acidos, con fertilidad baja y presentan

toxicidad por aluminio (Vasquez Romero et al., 2011).

De igual manera, en la Tabla 2-2, se describen las especies botanicas identificadas como

fuente alimenticia para las abejas en la zona de estudio.

Tabla 2-2. Especies botanicas identificadas como fuente de alimento para las abejas en
cultivos de citricos del Meta.

FUENTE PIDEMONTE LLANERO PLANICIE ALUVIAL
a) 27,6% de especies frutales para 20% de especies frutales
comercializacién como la naranja valencia | para comercializacion como
(Citrus sinensis), tangelo mineola (Citrus la naranja valencia (Citrus
reticulata x Citrus paradisi), mandarina sinensis), mandarina
arrayana (Citrus reticulata) y el limoén arrayana (Citrus reticulata),
comun (Citrus limonium), con dos épocas | el limén comuan (Citrus
de floracion al afo. limonium) y limon tahiti

(Citrus aurantifolia), con dos
épocas de floracion al afio.

b) Un 6,9% de especies arbustivas como

el flor amarillo (Diplotaxis tenuifola) y el Un 15% de especies usadas
NECTAR | mastranto (Hyptis suaveolens), con dos para el consumo en las
épocas de floracion. empresas como el banano

(Musa paradisiaca L.), el
¢) Un 6,8% de especies arboreas, como la | graza (Eugenia stipitata), el

tiatilia (spp.) y el cucharo (Clusia discolor), | chontaduro (Bactris gasipaes
con dos épocas de floracion. Kunth) y flor amarillo

(Diplotaxis tenuifola), con
d) Un 3,4% de las especies son forrajeras, | dos épocas de floracion al
como el matarratéon (Gliricidia sepium), con | afio.

dos épocas de floracion entre los meses
de enero, abril a mayo, agosto a
diciembre, la cual es una floracion media;
y durante los meses de febrero a marzo,
junio a julio, la cual es la mayor floracién.




60 Evaluacién de residuos de plaguicidas y metales téxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

Fuente: (Vasquez Romero et al., 2011).

Para el caso del cultivo de fresa las muestras se colectaron de 6 apiarios en cultivos de
fresa con polinizacion dirigida con abejas Apis mellifera, localizados en el Departamento

de Cundinamarca.

Las zonas de los cultivos de fresa corresponden a relieve montafioso, afectado en
sectores por erosion hidrica ligera y moderada, el clima es frio himedo, los suelos van de
profundos a superficiales, moderadamente drenados y fertilidad de moderada a alta

(Vasquez Romero et al., 2011).

En relacién a las especies botanicas identificadas en este proyecto y su uso alimenticio

para las abejas, la Tabla 2-3 describe las especies fuente de néctar en cultivos de fresa.

Tabla 2-3. Especies botanicas identificadas en Cundinamarca como fuente de alimento
para las abejas en cultivos de fresa.

FUENTE ESPECIES BOTANICAS

a) 12,1% fueron catalogadas como ‘malezas’ entre las que se destacan
la gualola (Pologonum spp.), diente de ledn (Archicoria amarga), lengua
de vaca (Verbesina punctata) y chilco (Sapium jamaicense); con épocas
de floracion diferentes durante el afio.

b) 6,1% son fuentes forrajeras tales como el trébol rojo (Trifolium
NECTAR | pratense)y trébol blanco (Trifolium repens) con floraciones durante todo
el afio.

c¢) 3,0% es clasificado por los productores como barbecho, el nabo
forrajero (Raphanus sativus), con floracion durante todo el afio.

d) 3,0% son especies aromaticas como el romero (Rosmarinus
officinalis), con épocas de floracion durante todo el afio.

Fuente: (Vasquez Romero et al., 2011).

El analisis de composicion y calidad fisicoquimico de estas muestras de miel fue
realizado en Laboratorio de Andlisis Fisicoquimico del Instituto de Ciencia y Tecnologia
de Alimentos ICTA de la Universidad Nacional de Colombia, las metodologias, técnicas
empleadas y los resultados fueron descritos en el proyecto CORPOICA *Efecto de
factores genéticos, medio ambientales y de manejo sobre la calidad y la
produccién de miel y polen en cinco cultivos fruticolas promisorios exportables de

Colombia”, concluyendo que las mieles colectadas se encuentran dentro de los
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parametros de caracterizacion fisicoquimica admitidos en la Norma Técnica ICONTEC

1273 y la normatividad Internacional.

Las muestras fueron almacenadas en frascos de vidrio, bajo condiciones de congelacion
hasta su procesamiento analitico, la evaluacién de residuos de plaguicidas y metales
téxicos, fueron realizados en el Laboratorio de Inocuidad Quimica del Centro de Bio-

Sistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano.

2.4 Materiales y métodos

= Materiales de referencia, reactivos y soluciones

Se trabajé con estandares de plaguicidas de pureza mayor al 95%, proveniente de las
casas comerciales Dr. Ehrenstorfer y Chemservice. Las soluciones madre fueron
preparadas en concentraciones cercanas a 500 upg/mL en acetonitrilo o metanol y
almacenadas en frascos ambar a -20 °C. La mezcla de plaguicidas se preparé en
metanol, tomando diferentes volimenes de cada una de las soluciones madre hasta
obtener un rango de concentraciones entre 0,64 y 9,95 pg/mL. Esta solucion se
almaceno en frasco ambar a -20 °C. Los solventes empleados en este estudio fueron J.T.
Baker grado HPLC. Para los ensayos de extraccion se utilizaron sales de QUEChERS
Restek Q-Sep TM y para la limpieza de los extractos se emplearon los adsorbentes
Restek dSPE Q-Sep TM. Se empled como estandar subrrogado trifenilfosfato (TPP) y

como estandar interno (E.l.) tributil fosfato (TBP)).

» Mieles de partida

Para el desarrollo del método, se emplearon 4 mieles obtenidas de apiarios
experimentales y mieles comerciales. Todo el material fue analizado antes y durante todo
el proceso de desarrollo del método analitico, con el proposito de asegurar que no se
tuviera presencia de ninguno de los plaguicidas estudiados, asi como de controlar los

procesos de contaminacion cruzada.

= Meétodo inicial de extraccidén de plaguicidas para el desarrollo de la etapa

Para realizar el desarrollo del método, se partié del método QUEChERS AOAC 2007.01

(Anastassiades, et al., 2003) para mieles; para ello en un tubo de centrifuga se pesaron
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5 g de muestra, se adicion6 TPP (fosfato de trifenilo) y la mezcla de plaguicidas
(concentraciones entre 0,10 ug/ml y 5,0 ug/mL). Se dejé en reposo por 15 min vy,
transcurrido ese tiempo, se adicionaron 10 mL de agua y 10 mL de acetonitrilo. Se agité
de manera manual por 1 min y posteriormente, se adicionaron 4,0 g de MgSQO, anhidro y
1,0 g de AcONa, nuevamente se agitO manualmente por 1 min. Después de esto, se
centrifugd a 6000 rpm por 5 min y, se tomaron 10 mL del sobrenadante, los cuales se
transfirieron a un tubo de centrifuga de 15 mL. Para el proceso de limpieza, por cada
mililitro de extracto se adicionaron 25 mg de PSA (amina primaria/ secundaria) y 150 mg
de MgSO, anhidro, se agitd manualmente por 30 s y se centrifug6 por 2 min a 6000 rpm.
Se tomaron 5 mL de extracto y se concentraron con un flujo de nitrogéno hasta llevar a
casi sequedad, posteriormente se adicionaron 20 uL del El y se reconstituyé con 1 mL
de una mezcla Agua-ACN( 7:3). Finalmente, el sobrenadante se filtr6 a través de una
membrana de 0,22 y m de PTFE, se transfirié a un vial de cromatografia (Anastassiades,
Lehotay, Stajnbaher, & Schenck, 2003). Durante el desarrollo del método, en todos los

experimentos se realizaron un minimo de cinco réplicas.

» Calibracién analitica y andlisis de datos

Previo a la cuantificacién de cada analito, se realiz6 un proceso de evaluacion de efecto
matriz, mediante la comparacion de la pendiente de la curva de calibracion de cada
plaguicida en solvente y en matriz, en la cual se encontraron porcentajes de efecto matriz
entre el 69% al 130%, lo cual concuerda con estudios previos (D. Ahumada & Guerrero,
2010; D. A. Ahumada, Rodriguez, et al., 2012); lo anterior indicé la necesidad de realizar
los diferentes niveles de calibracion en blancos de matriz. Para el caso de los ensayos de
recuperacion se cuantific6 con un solo punto de calibracion, de acuerdo a las
recomendaciones del documento SANTE. Para la evaluacion de la linealidad del
sistema, se preparon las curvas de calibracion de las dos mezclas de plaguicidas en
blanco de matriz y estas estaban compuestas por 6 puntos de calibracién, donde cada
uno de ellos se inyectdé 4 veces en el sistema analitico, los puntos se distribuyeron
equidistantemente. Todos los analisis estadisticos se realizaron a través del paquete
estadistico R Commander a un nivel de confianza del 95%.
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= Validacion del sistema de medicion

Con el fin de demostrar que el sistema de medicion funciona adecuadamente para el
propésito, se realizé6 una validacion de nivel 2. Para la evaluacién de la exactitud del
método, como recuperacion y precisién en condiciones de repetibilidad y de precision
intermedia, se fortificaron muestras de miel a tres niveles de concentracién. El primer
nivel (LC) correspondia al limite maximo de residuos, una concentracion inferior a este o
en su defecto concentraciones cercanas a 10 pg/kg. El segundo y tercer nivel de

fortificacion correspondieron a 2 y 5 veces el primer nivel (LC).

2.5 Instrumentos y equipos

= Condiciones cromatograficas

El andlisis cromatografico fue llevado a cabo en un cromatografo liquido ultra rapido
(UFLC por sus siglas en inglés Ultra Fast Liquid Chromatograph) Shimadzu Prominence
(Maryland, CA, EUA), acoplado a un detector selectivo de masas LCMS-2020. Los
analisis fueron llevados a cabo en una columna Shim Pack (6 cm x 2 mm d.i., tamafio de
particula de 2,2 ym y fase estacionaria C18), se trabajé en modo de gradiente con acido
férmico al 0,10% (v/v) y acetato de amonio 5 mM en agua Milli-Q (A), la fase organica
empleada fue acetonitrilo. (B). El programa de elucién utilizado expresado como
porcentaje de B, inicia a 0% (0 min) aumenta a 20% en 0, 10 min, posteriormente llega
hasta 25% a los 0,30 min y luego aumenta hasta el 100% en los siguientes 10 min,
finalmente se mantiene por 0,20 min. Para restituir la fase mévil a la condicion inicial del
analisis se programa de 100% a 0% de B en 2 min donde se mantiene por 5 min para
equilibrar la columna. La adquisicién de los datos se realiz6 durante los primeros 8 min.
El volumen de inyeccién fue 5,0 pL, la temperatura de columna 40 °C vy el flujo de fase
moévil 0,30 mL/min. (Ahumada, et al., 2012, Ahumada, et al.,2014)

» Condiciones de lainterfaz y espectrémetro de masas

Con el propésito de obtener una mejor sensibilidad, para la identificacién y cuantificacién
de los 56 plaguicidas propuestos en el estudio, el estandar interno (TBP) y el estandar
subrogado (TPP), se trabajo con dos métodos de adquisicién independientes. Aunque

las condiciones cromatogréficas fueron las mismas, las condiciones de la interfaz y del
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espectrémetro si variaron. En este sentido, el equipo operé en modo electrospray ( ESI ),

con un flujo de gas de secado de 10 L/min y un flujo de gas nebulizador de 1,5 L/min, las

temperaturas del bloque de calentamiento y de la linea de eliminacién del solvente

correspondieron a 200 °C para el primer método de adquisicion y 250 °C para el segundo

(Ahumada et al., 2011, Ahumada et al., 2012 ).

Tabla 2-4. lones de cuantificacion (T) para los compuestos estudiados y tiempos de

retencién para los dos métodos de adquisicion empleados.

METODO 1 METODO 2
Compuesto tretencion lon T Compuesto tretencion | lONT
(min) (m/z) (min) | (m/z)
Acefato 2,6 201 Metamidofos 2,5 142
Monocrotofos 2,8 241 Propamocarb 2,6 189
Oxamil 2,9 237 Dinotefuran 2,7 203
Metomil 3,06 163 Linuron 2,7 -247
Carbendazim 3,2 192 Nitenpiram 2,8 271
Imidacloprid 3,5 -254 thiametoxan 3,0 292
Dimetoato 3,6 230 dazomet 3,0 163
Tiabendazol 3,2 202 mevinphos 3,2 225
Cimoxanil 3,9 -197 3-OH carbofuran 3,2 255
Tiodicarb 4.8 355 Acetamiprid 3,3 223
Carbofuran 4,8 222 Tiaclorprid 3,7 -297
Atrazina 5,2 216 Dinotefuran 2,7 203
Metalaxyl 53 280 Simazina 4,1 202
Pirimicarb 4,8 239 Carbaryl 4,6 219
Imazalil 4,7 297 Isoprocarb 5,9 235
3,4-dicloropropilanlilida 59 -216 Ametrina 6,2 269
Pirimetanil 6,03 200 Tridemoprh 6,6 298
Dimetomorf 59 390 Epoxiconazole 6,7 330
Azosxistrobin 6,5 404 Fenexhamid 7,8 -300
Tebuconazol 6,8 308 Etoprofos 7,8 284
Metoxyfenozida 6,9 369 Flusilazole 7,9 357
Hexaconazol 7,0 -358 Penconazol 8,1 325
Espinosad A 6,3 733 Piraclistrobin 9,8 388
Benalaxil 7,7 326 Trifloxistribina 9,2 409
Difenoconazol 7,7 408 Lufenuron 9,4 -509
Azinfos Metil 7,8 368 Buprofezin 9,9 306
Espinosad D 6,5 747 Clorfenaprid 7,7 -349
Indoxacarb 8,3 528 Temefos 9,7 467
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NOTA: los signos (-) en los iones representan que se realizé la deteccion en modo
negativo

Los analisis fueron llevados de manera simultdnea en modo positivo y negativo, el voltaje
aplicado en el capilar correspondié a 4500 V y -4500 V respectivamente. Todos los
analisis fueron realizados en modo SIM, la Tabla 2-4 muestra los iones seleccionados
para la cuantificacion, y el tiempo de retenciébn de cada compuesto, las tres primeras
columnas muestran las condiciones para el método de adquisicion 1, mientras que las
tres ultimas columnas son para el método de adquisicion 2. Estos compuestos, fueron
seleccionados acorde con la legislaciébn nacional e internacional (Unién Europea.
Reglamento (CE) No 396/200), el nivel de afectacion a las abejas, su uso en Colombia,
sensibilidad en el instrumento y la disponibilidad del material de referencia para la

calibracion del instrumento.

2.6 Resultados y discusion

El método QUEChERS presenta dos versiones, que son reconocidas como métodos
oficiales para el andlisis de residuos de plaguicidas. La primera corresponde al método
de partida AOAC 2007.01 (Anastassiades, et al., 2003), en la cual se hace uso de unas
sales de acetato de sodio para realizar el control de pH en el proceso de extraccion; la
segunda version del método considera el uso de sales de citrato y corresponde a la
version europea del método EN 15662 (Anastassiades, y Tasdelen, 2007). De esta
manera, con el propdsito de determinar cual método es el mas adecuado, en el presente

trabajo se evaluaron los dos métodos en lo referente a:

e Cantidad de muestra y su relacion con el solvente de extraccion.

e Sistema de amortiguacién de pH

e Estrategias para la adicion de sales pH de disolucion amortiguadora.
e Adsorbentes de limpieza de extractos

2.6.1 Estudio de larelacion cantidad de muestra / solvente de
extraccion

Con el objetivo de obtener limites de cuantificacion acordes con la legislacion existente

para mieles (Union Europea. Reglamento (CE) No 396/2005) se partié del método
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europeo (citratos) y se realizaron ensayos en los que se incrementaron la cantidad de
muestra desde 3 g hasta 10 g y se disminuy0 la cantidad de solvente desde 10 mL hasta
5,0 mL. En estos ensayos se encontré que los porcentajes de recuperacion de varios
compuestos, como metalaxil, acefato, oxamilo, entre otros, disminuyé notablemente.
Asimismo, la cantidad de interferencias que se obtuvieron al incrementar la relacion
cantidad de muestra/solvente de extraccion impidié la deteccion adecuada de varios
compuestos. En este sentido, como parte del desarrollo del método y en vista de los
resultados obtenidos en esta primera etapa se decidié trabajar con 5 g de muestra 'y 10

mL de solvente organico e incluir una etapa de concentracion de la muestra.

2.6.2 Seleccion del sistema de amortiguacion de pH

Los resultados mostraron que mediante el método del acetato, 14 compuestos
presentaron interferencias que impidieron realizar la integracion de las sefales
cromatogréficas, para el caso del método del citrato se presentaron 13 interferencias. Lo
anterior implica, que debido a una baja selectividad de los métodos no es posible la
cuantificacion de cerca del 24% de los compuestos bajo estudio. La Figura 2.1, muestra
los compuestos para los cuales se tuvo interferencias y una recuperacion inferior al 70%
en al menos uno de los métodos. De otra parte, los compuestos restantes presentaron
recuperaciones entre el 70 % y el 120 %, recuperacion que se considera aceptable para
este tipo de determinaciones (SANTE/11945, 2015).

Se realiz6 un analisis de varianza, con el proposito de evaluar si existen diferencias
significativas («=0.05), sin embargo los resultados no fueron del todo concluyentes, pues
para la mayoria de los casos no se presentan diferencias significativas entre los sistemas
evaluados, pero al comparar con los criterios de la Union Europea si se observan
diferencias. Por ejemplo, para dinotefuran se encontré una probabilidad de aceptar Hg
mayor a 0,05, es decir no hay diferencias significativas, pero al observar la Figura 2-1, se
encuentra que para el caso del citrato este compuesto cumple con lo establecido por la
Unién Europea. Por este motivo, los analisis estadisticos se omitieron en este estudio y
todos los resultados y discusion se centra en lo establecido en los criterios de la Unién

Europea para este tipo de métodos analiticos.

Como se observa en la Figura 2-1, existen casos criticos en los que la recuperacion se

encuentra por debajo del 50%, por ejemplo Espinosad (A y D) y Carbendazim. Los
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demas compuestos aunque su valor es inferior al 70%, presentan valores de
recuperacion muy cercanos a este valor. Por otro lado, en la evaluacion de las
precisiones de cada uno de los métodos, se encontr6 que mediante el método del
acetato, se presentaron coeficientes de variacion superiores al 15% en 11 casos,
mientras que para el método del citrato se encontraron 8 casos. El método europeo
mostré una mejor exactitud, lo cual se refleja en mejor selectividad, mayor nimero de

compuestos con recuperacion aceptable y menor dispersiéon en los resultados.
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Figura 2-1. Comparacion de los porcentajes de recuperacion al emplear acetato o citrato
como sal de control de pH y otros compuestos con interferencias.

Los resultados indicaron, que para el caso de los plaguicidas en estudio y en la matriz de
interés, se encontr6 que al realizar la extraccién con las sales de citrato resulta mas
conveniente. Sin embargo, es de resaltar que la versién europea del método, adicional a
las sales de citrato, se incluye la adiciébn de NaCl, lo cual incrementa la fuerza ionica y
por consiguiente mejora la transferencia de los analitos a la fase organica. En vista de

estos resultados, se decidio trabajar con este sistema amortiguador de pH.



68 Evaluacién de residuos de plaguicidas y metales téxicos en miel de abejas
producida en zonas de cultivos de fresa y citricos

2.6.3 Adicion de las sales

El método original indica que la adicion de las sales de citrato, el NaCl y el MgSQO,, se
realizan una vez se ha adicionado el agua a la miel y esta mezcla se ha homogenizado.
En este proceso, se observé que las sales se aglomeraban y la dispersion de estas a
través de la mezcla de extraccion (miel-agua-acetonitrilo), no era sencilla de realizar.
Adicionalmente, el calentamiento que ocurria debido a la hidratacion del sulfato de
magnesio era bastante significativo. Por lo cual, se decidio disolver las sales de citrato y
cloruro de sodio, para realizar su adicién junto con el agua, es decir en lugar de adicionar
sélo agua para el proceso de homogenizacion de la sal, se adicionaron 10 mL de una
solucion amortiguadora de citratos (pH = 6,8), la cual tenia la cantidad de sales
equivalente al método QUEChERS, a excepcion del MgSO,. Posterior a esta adicion, se
realizé6 una homogenizacién de la mezcla, se adicion6é el acetonitrilo y se realiz6 la
extraccién con agitacién por 10 min en un vértex, luego se destapé el tubo y se realizé la
adicion del MgSQ,, para continuar con agitacion con la mano. Algunos de los resultados

obtenidos a través de estas modificaciones se presentan en la Figura 2-2.
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80.0

70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0
10.0

0.0

Porcentaje de recuperacion (%)

Figura 2-2. Comparacion del modo de adicion de las sales de citrato para el control del
pH en la extraccion de plaguicidas en miel.
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La Figura 2-2, muestra que para 8 de los 12 compuestos que no se recuperan con el
método tradicional, se logran obtener porcentajes superiores al 70%, lo cual indica que el
sesgo del método disminuyd. Sin embargo, de acuerdo a los resultados mostrados en la
Figura 2-2, se encuentra que carbendazim, tiodicarb, dazomet y espinosad (A y D) siguen

presentando porcentajes de recuperacion bajos.

La mejora en la recuperacion se atribuye a varios factores, por un lado, el proceso de
extraccion se realiza sin la presencia del sulfato de magnesio, en la mezcla de la miel, la
disolucion amortiguadora y el acetonitrilo obtienen una mejor homogenizacion, sumado a
gue no existen procesos de calentamiento, por la adicion del sulfato de magnesio en el
momento de la extraccidon. De otra parte, al adicionar la disolucion amortiguadora, se
cree se tiene un mejor control del pH al ser una mezcla homogénea, lo que optimiza la
migracion de los plaguicidas hacia el acetonitrilo, mientras que si se agregan las sales de
citrato directamente a la miel, s6lo hasta que se disuelva la totalidad de estas sales en la
mezcla de miel-agua se logra el control del pH, debido a que la viscosidad de la miel no
facilita obtener una solucibn homogénea en un periodo corto de tiempo. Sumado a lo
anterior, al realizar la adicion del sulfato de magnesio a la mezcla, el calor liberado
parece disiparse méas rapidamente, pues si bien se forma la aglomeraciéon del método
original, esta es mas facil y rapida de disolver a través de la agitacion manual. Se cree
que el uso del vértex también contribuye al aumento de los porcentajes de recuperacion
pues, por un lado facilita la transferencia de masa del analito hacia la fase orgénica y por
otro se aplica durante un mayor tiempo, lo que garantiza que exista una migracion mas
eficiente de los componentes de la matriz solubles hacia la fase acuosa, disminuyendo
los posibles interferentes durente la cuantificacion; de hecho como se mostrara

posteriormente, la recuperacién y precision del método mejoran.

Finalmente y como era de esperar, las modificaciones realizadas al método no redujeron
la cantidad de compuestos con interferencias, es decir con este método se obtuvo el
mismo numero de compuestos que no se pudieron determinar debido a problemas de
selectividad. Inclusive, en los perfiles cromatograficos obtenidos para los blancos con el
uso de este método, se observé una mayor cantidad de ruido en comparacion con el
meétodo original. Lo anterior es atribuido a las modificaciones realizadas, pues junto con
los analitos existe una mayor cantidad de compuestos de la matriz que se coextraen. De

acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 2-2, se encuentra que las
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modificaciones realizadas al método mejoran sus condiciones de manera notable, de tal

manera que se procedio el siguiente paso para el desarrollo del método.

2.6.4 pH de disolucion amortiguadora

En diferentes trabajos se encuentran estudios relacionados con la influencia del pH sobre
la recuperacion de algunos compuestos. Sin embargo, en todos los estudios se menciona
el término “pH aparente”, pues esta magnitud es medida en acetonitrilo y no en una
solucion acuosa (Anastassiades, y Tasdelen, 2007). En este sentido y acordes con la
instrumentacion y materiales de referencia con los que se cuenta para la calibracién de
los instrumentos de pH, se optd por evaluar la influencia del pH de la disolucion de
amortiguacion sobre la exactitud de los analitos, para ello se ajustaron las disoluciones
con acido férmico a 4 diferentes valores de pH, la Figura 2-3 muestra un resumen de los
resultados obtenidos, alli se presentan el promedio de recuperacion de todos los
compuestos, el nUmero de compuestos que tienen porcentajes de recuperacion inferiores
a 70% y el nimero de compuestos para los que el método no es preciso, es decir
porcentajes de coeficiente de variacion superiores al 15%. Como es de esperar,
nuevamente para los compuestos que se presentan en la lista de la Figura 2-1, no fue

posible su cuantificacion.

La Figura 2-3, muestra que al comparar los tres valores de pH mas altos, se encuentran
gue estos no varian de manera considerable, al igual que el nimero de compuestos con
recuperaciones bajas o dispersiones altas. Sin embargo, para los dos valores de pH mas
bajos si se observa que tanto la recuperacion como la precision del método es
incrementada, pues tienen sélo 6 y 2 compuestos con %CV mayores al 15%, y sélo 3

compuestos en ambos casos con recuperaciones inferiores al 70%.

La mejora tanto de la precision como de la recuperacion de los compuestos con el
cambio del pH, se atribuye a un mayor estabilidad de los compuestos a estos valores de
pH. En diferentes reportes se encuentra que el valor “aparente de pH” (en acetonitrilo) al
cual la extraccion de los plaguicidas es mas eficiente se encuentra entre 5,5y 5,8, lo que
indicaria que posiblemente el resultado de la mezcla de la miel con las disoluciones
amortiguadoras de valores de pH mas bajos (5,0 y 5,5), proporcionen valores de pH en el
sistema de extraccion (miel + disolucién) similar a este valor reportado en otros estudios.

La estabilidad de los compuestos, no s6lo puede originar errores sisteméticos (menores
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porcentajes de recuperacion), sino que también puede originar errores aleatorios, pues
pequefios cambios en otras magnitudes de influencia como la temperatura o el tiempo de

extraccion pueden traducirse en el aumento de errores aleatorios.

® Promedio %R
= NUimero de compuestos con %R < 70%
Numero de compuestos con %CV> 15% 7

pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 6,8

Figura 2-3. Porcentajes de recuperacién promedio (%R), nUmero de compuestos con
%R inferiores a 70% y con coeficientes de variacion (%CV) mayores al 15 % para los
diferentes valores de pH evaluados.

En este sentido, por ejemplo el mejor promedio en los porcentajes de recuperacion de los
compuestos se logra con el pH més bajo (5,0), lo cual indicaria que es el pH al cual la
mayoria de los compuestos presentan los menores errores sistematicos. Sin embargo, a
este valor de pH el método de extraccion es menos robusto, ya que cualquier minimo
cambio en otra variable de influencia genera un aumento en los errores aleatorios, por lo
cual se presentan mayores coeficientes de variacion que para el valor de pH de 5,5. De
esta manera, se cree al realizar la extraccién a un pH de 5,5, se tiene un mayor control
del error aleatorio, pues como se puede observar en la Figura 2-3, es donde se tiene una
mejor presicion (<CV) y una buena exactitud conforme a los rangos de la Unién Europea
(70%-130%) Por lo tanto, a partir de este ensayo se concluye que dentro de los valores

de pH evaluados la mejor condicion corresponde a 5,5.

Finalmente, los compuestos que presentaron porcentajes de recuperacion menores al

70% a pH 5,0, correspondieron a los isémeros del espinosad y carbendazim. Para el
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caso de los primeros no fue posible encontrar los valores de pKa; por lo cual se cree que
estos compuestos sufren algun tipo de hidrolisis o descomposicién que impide una
adecuada extraccion. En cuanto al carbendazim, el pKa es 4,48, por tanto, es posible que
al encontrarse la molécula ionizada la extraccion por parte de el solvente organico no sea

eficiente (Anastassiades, et al., 2013).

2.6.5 Adsorbentes de limpieza

Una vez establecidas las mejores condiciones en la etapa de extraccion de los
compuestos, con el propdsito de mejorar la selectividad del método, se procedié a
estudiar el empleo de diferentes adsorbentes para la limpieza de los extractos. De
acuerdo a la composicion quimica de las mieles, se considera que los principales
compuestos que interfieren en el proceso de deteccion de los plaguicidas, pueden ser
vitaminas, fenoles, pigmentos, aminoacidos, &cidos orgénicos e inclusive azlcares
(White,1975, en Bogdanov 2007). La reduccion de la presencia de &cidos, aminoacidos y
azlcares, se realiza a través del empleo dePSA, que en el caso de la miel es
fundamental por eliminar los componentes mayoritarios e interferentes de la matriz que
son los azucaresy el remanente de agua se reduce a través del sulfato de magnesio. De
esta manera, para mejorar el proceso de limpieza se adicionaron otros adsorbentes que
correspondieron a octadecilsilano (C18; 20 mg por cada mL de extracto) y carbén negro
grafitizado (CNG; 20 mg por cada mL). La Tabla 2-5, muestra un resumen de los
resultados obtenidos a través del uso de diferentes sistemas de limpieza. Es de aclarar,
gue para este estudio se partio de blancos de miel, se obtuvieron extractos libres de
plaguicidas, se mezclaron y fueron fortificados antes del proceso de limpieza, lo cual
buscaba reducir la variacién producida por el proceso de extraccion (D. A. Ahumada,
Zamudio, et al., 2012).

La Tabla 2-5, evidencia que el empleo de otro tipo de adsorbentes mejora la selectividad
de los compuestos, pues se observa un descenso en el nimero de compuestos con
interferentes, respecto a la limpieza Unicamente con PSA para cualquiera de los sistemas
evaluados. En la tabla anterior, se observa que las mejores alternativas para la limpieza
de los extractos, se obtiene al hacer uso de C18, pues en los dos sistemas en los que se
us6 mejoro la selectividad para casi la totalidad de los compuestos.
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Para el caso de tiociclam y de metilazinfos, no se pudo mejorar la selectividad del
método; inclusive se realizaron algunos experimentos adicionales en los que se aumento
la cantidad de adsorbentes usados, pero no fue posible lograr dicho propésito, y en su
lugar se obtuvieron porcentajes de recuperacibn menores para algunos compuestos.
Para el caso especifico del tiociclam, debido a su naturaleza polar, se cree que es
necesario realizar otro tipo de limpieza como cromatografia de intercambio i6nico, de
columna en fase normal o la adiciébn de otro adsorbente mas polar como la silica que
permita retener los interferentes de naturaleza polar y dejar libre el tiociclam en el
extracto. Para el caso del metil azinfos, se considera que la interferencia de origen tiene

una estructura muy similar a este compuesto.

Tabla 2-5. Porcentajes de recuperacion obtenidos en la evaluacion de diferentes
sistemas de limpieza.

Promedio % de recuperacion
NC%I\I\//IIEF})’EIIEESTE(ID_ PSA | PSA+CNG | PSA+C18 PSA+C18+CNG

Metamidofos | | 87,6 80,2
Propamocarb I I 93,5 90,2
Linuron [ [ 100,9 96,8
Nitempiram | | 100,3 95,3
3,4-dicloropropinalidina I I 97,3 99,2
Etoprofos I I 98,2 90,2
Piraclistrobin | 94,4 97,4 92,3
Trifloxtribina [ [ 100,3 98,3
Lufenuron | 94,0 103,4 92,7

Tiociclam | | I |
Atrazina | | 100,1 91,2
Clorfenapryd [ [ 96,8 92,9

Azinfos metil [ [ | [

I: Compuesto con interferencia que no permitié determinar el porcentaje de recuperacion.

Por otra parte, se encuentra que el uso de CNG no contribuye de manera significativa a
la mejora de la selectividad del método, pues los resultados indican que permite la
reduccion de interferentes para sélo tres compuestos. Asimismo, al observar el dltimo
sistema que incluye C18 y PSA, se encuentra que el carbén no aporta de manera
significativa, sino que al contrario, para algunos compuestos los porcentajes de
recuperacion son inferiores, lo cual se debe posiblemente a la adsorcion de los analitos

generada por la mayor area superficial que se tiene.
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El acetonitrilo, es un solvente conocido por no extraer demasiados compuestos de
naturaleza lipidica asi como compuestos de elevada polaridad como el caso de los
azucares, sin embargo el aumento de la fuerza i6nica en el sistema de extraccion, a
través del MgSO, y del NaCl, inducen a que se extraigan este tipo de compuestos junto
con los analitos. En este sentido, se cree el empleo de C18 reduce notablemente la
cantidad de interferentes, debido a la adsorcién de este tipo de compuestos que tienen
baja solubilidad en acetonitrilo. Adicionalmente, es posible que exista un efecto sinérgico
al hacer uso de PSA y C18, pues las sefiales producidas por los interferentes quimicos,
se redujeron a lo largo de todo el cromatograma. Finalmente, la Figura 2-4, describe el

esquema general del método desarrollado.

Finalmente y una vez estandarizadas las variables en consideracion, se establece que el
método de extraccion se modifica de acuerdo con las condiciones que se describen en la

figura 2-4.
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5 g de muestra

Adicionar 10 mL de solucién amortiguadora de citratos
con NaCl aun pH de 5,5

N
Agitar por 1 min para homogenizar
S Z
N
Adicionar 10 mL de ACN
N4

Agitar con ayuda del vortex por 5 min y posterior a ello
adicionar 4 g de MgSO,

N

Centrifugar a 6000 rpm

Tomar 8 mL del sobrenadante y limpiar con MgSO,,
PSAy C18

NS
Centrifugar a 6000 rpm

Tomar 5 mL del sobrenadante y llevar a sequedad con
flujo de nitrogeno

NS

Reconstituir con 1 mL mezcla ACN: Agua (7:1)

N4
Filtrar y analizar por UFLC-EM

Figura 2-4. Esquema general del método desarrollado para el andlisis de residuos de
plaguicidas en miel a través de UFLC-MS.

2.6.6 Validacioén del sistema de medicion

Con el fin de demostrar que el sistema de medicién funciona adecuadamente para el

proposito, se realizé una validacion de nivel 2.

La selectividad del método, se evaluo a través del uso de cuatro diferentes tipos de miel,
las cuales se diferenciaban por su origen. Los resultados obtenidos en esta evaluacion
mostraron resultados idénticos a los reportados en la Tabla 2-5 (sistema PSA+C18), es
decir el método es selectivo para todos los analitos de interés excepto para metil azinfos

y tiociclam.
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Por otro lado, para la evaluacion de la exactitud del método, como recuperacion y
precision en condiciones de repetibilidad y de precision intermedia, se fortificaron
muestras de miel a tres niveles de concentracidon. El primer nivel (LC) correspondia al
limite maximo de residuos, una concentracion inferior a este o en su defecto
concentraciones cercanas a 10 pg/kg. El segundo y tercer nivel de fortificacion

correspondieron a 2 y 5 veces el primer nivel (LC).

En las Tablas 2-6 y 2-7 se presentan las concentraciones de fortificacion, los resultados
de exactitud y los limites de deteccién del método. Los limites de deteccion reportados,
fueron estimados a partir de diferentes aproximaciones (Ahumada, et al.,, 2012a) y para
todos los casos en el proceso de confirmacion se encontré que la relacion sefial/ruido era

superior a 3.

Las Tablas 2-6 y 2-7, muestran que la mayoria de los compuestos presentaron
porcentajes de recuperacion entre el 70% y 120%, por lo cual se puede concluir que el
método presenta un error sistematico aceptable, a excepcion de carbendazim, espinosad
(A 'y D), lufenuron, piraclostrobina, cuyos porcentajes de recuperacion fueron inferiores al
70%. Por otro lado, en esta tabla se encuentra que el maximo %CV para cada uno de los
analitos, en general es inferior al 15%, lo cual cumple con el criterio de la Union Europea
(SANTE/11945, 2015). Para algunos compuestos se observa que este %CV supera el
15%, sin embargo, se cree este es aceptable, pues el criterio de la Union Europea se
tiene establecido para compuestos en condiciones de repetibilidad, y el %CV que se
presenta en las tablas 266 y 2-77, se obtiene para condiciones de mayor variabilidad
como precisién intermedia (interanalistas); por lo tanto, se considera para todos los
casos el método es preciso, a excepcidon de los casos en los que el método no es

selectivo o presenta una recuperaciéon inadecuada.
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Tabla 2-6. Resumen de los resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado
- Grupo de compuestos 1.

5 S S S E 85 =

8oz | _89| 89 35 |5_52% <

Compuesto E;‘Ué N 3;5 o x 832 £ 8% o E 2
g3 3 3 © 3z |0 S22 o

2 g | & g |8 885 7

Acefato 13,2 85,1 87,3 86,2 15,5 4,9
Oxamilo 10,0 91,6 88,0 80 a 103,8** 10,4 4,2
Monocrotofos 9,8 103,2 90,5 80,4a1l11 11,6 41
Metomil 10,1 87,2 78,6 82,9 6,5 2,8
Carbendazim 8,2 49,8 47,1 18,8a 70,1 17,6 ND
Tiabendazol 12,6 94,5 84,2 72,3a97,9 12,3 6,1
30OH-Carbofuran 11,3 98,7 88,0 85 a 105,2 7,4 3,2
Dimetoato 10,7 97,1 83,2 90,2 8,1 1,4
Cimoxanil 79,8 92,5 88,4 90,4 11,3 23,6
Carbofuran 8,9 97,3 95,9 96,6 9,6 2,5
Tiodicarb 8,3 86,5 83,2 84,9 16,2 2,2
Pirimicarb 59 93,2 83,0 72,8a94,9 14,0 2,1
Atrazina 6,0 93,9 91,0 92,5 11,8 1,2
Metalaxilo 5,9 99,0 96,9 98 10,2 1,2
Imazalil 8,2 94,0 83,7 73,8 a100,7 7.0 2,2
Dimetomorf 13,1 100,9 | 102,3 101,6 11,6 5,7
Pirimetanil 8,7 91,0 78,5 84,8 11,4 3,8
Azosxitrobina 6,0 102,1 | 104,5 103,3 10,1 1,6
Espinosad A 14,7 51,7 49,6 32,4a58,5 6,5 ND
Tebuconazol 16,0 93,5 93,7 81,9a102,5 12,8 2,0
Metoxifenozida 13,2 100,6 | 100,1 | 93,2a104,5 8,5 2,5
Hexaconazol 10,9 95,0 99,3 87,1a108,4 13,0 2,8
Espinosad D 14,7 37,1 39,7 38,4 6,9 ND
Difenoconazol 88,4 90,5 88,6 75,4a102,4 7,8 14,6
Benalaxilo 6,5 97,1 97,3 97,2 10,9 1,4
Clorfenapir 198,9 95,0 87,5 72,8 a 98 13,6 61,2
Azinfos Metil 7,0 281,1 | 411,9 | 80,9a1033,4 82,0 ND
Indoxacarb 28,8 91,9 95,7 82,1a99,0 8,4 6,2

* Estimado a partir de los resultados de precision intermedia. Para los casos en los que se
presentd heterocedasticidad entre las diferentes concentraciones evaluadas se presenta el
intervalo de porcentajes de recuperacion.

ND: No determinado para este compuesto.
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Tabla 2-7. Resumen de los resultados obtenidos en la validacion del método desarrollado
- Grupo de compuestos 2.

c S g S E g 5 © S
S B 80| So g 2 XS273 ~
Compuesto _g‘j-g S8 5% 8¢ ESQE g
s 27 0| Es |383E s
S 8 9 Lo |gco” -
L x o
Metamidofos 41,7 | 88,9 96,5 92,7 13,9 6,2
Propamocarb 12,5 92,4 | 103,3 97,9 15,5 4,2
Dinotefuran 11,0| 89,5 88,7 80 a 106,6 15,1 3,2
Linuron 19,0| 91,8 85,1 73,6 2a99,5 15,1 7,2
Nitenpiram 13,5| 85,6 | 102,9 94,3 12,9 3,0
Thiametoxan 16,7 | 97,3 97,3 97,3 4,4 4,8
Dazomet 52,0| 84,4 83,9 70,1 a 111 14,9 18,0
Mevinphos 17,0| 925 87,8 73,5a111 11,7 7,8
Imidacloprid 170,0 | 93,8| 105,8 99,8 16,6 57,0
Acetamiprid 66,5 | 102,9 95,9 | 88,7a105,8 12,1 11,1
Tiaclorprid 16,7 | 111,0| 110,4 110,7 9,2 2,7
Simazina 59| 985 97,3 97,9 12,0 0,85
Carbaryl 39,0 | 96,2| 1039 | 87,6a112,9 9,3 7,1
Isoprocarb 44,1 93,7 86,2 a0 15,0 9,5
Ametrina 13,3| 91,6 98,1 94,9 9,4 1,4
3,4-Dicloranilida 90| 92,6 104,7| 77,5a1158 10,4 0,95
Tridemoprh 74,9 | 99,7 79,9 | 745a101,2 19,5 17,2
Epoxiconazole 85,2| 97,4| 1058 | 81,1a119,1 14,3 24,3
Fenexhamid 415 | 78,4 94,9 86,7 13,2 9,3
Etoprofos 30,1| 86,8 91,3 89,1 12,3 8,7
Flusilazole 149 | 99,7 | 111,12, 96,8a115,3 7,5 4,9
Penconazol 12,4 | 94,6 | 1105 102,6 11,1 2,4
Piraclistrobin 11,3 | 38,6 21,9 12,9 a 68,6 21,1 ND
Trifloxystribina 85| 893| 102,8| 81,3a1135 10,3 15
Lufenuron 86| 315 32,7 32,1 34,6 ND
Benfuracarb 7,8| 100,9| 102,2| 84,1a111,9 13,8 2,3
Temefos 65,5| 88,8 94, 7| 75,2a1l12,8 17,0 29,0
Buprofezin 11,4 | 79,2 94,0 86,6 14,3 4,7

ND: No determinado para este compuesto.
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La evaluacién de la linealidad del sistema de medicién, se realizd a través de diferentes
pruebas como: ANOVA, falta de ajuste, significancia de la pendiente y del intercepto,
entre otras (Ahumada y Zamudio , 2011). Todos los resultados indicaron que el sistema

es lineal en el intervalo de concentraciones que se presentan en la tabla 2-8.

Tabla 2-8. Intervalo lineal del método analitico.

Compuesto Inte(rr\]/gllr?q :_I;]Gal Compuesto Inte(rr\]/gllr?q Il_l)neal
Acefato 18,8 a 188,2 Metamidofos 59,6 a 595,7
Oxamil 14,2 a 142,3 Propamocarb 17,8a178,2
Monocrotofos 14 a 139,7 Dinotefuran 15,7 a 157
Metomil 14,4 a 143,9 Linuron 27,1a270,8
Carbendazin 11,7 a 117,2 Nitenpiram 19,2 a192,2
Tiabendazol 179a179,3 Thiametoxan 23,8 a238,1
30H-carbofuran 16,2 a161,9 Dazomet 74,3a743,2
Dimetoato 15,3 a152,9 Mevinphos 24,2 a242,4
Cymoxanyl 113,9a1139,3 Imidaclorprid 242,8 a 2427,8
Carbofuran 12,7 a127,4 Acetamiprid 94,9 a949,3
Thiodicarb 11,9a118,8 Tiaclorpird 23,9 a 238,8
Pirimicarb 8,4a839 Simazina 8,4a83,8
Atrazina 8,5a84,9 Carbaril 55,6 a 556,4
Metalaxil 8,5a84,9 Isoporcarb 63 a 630,1
Imazalil 11,7 a 117,2 Ametrina 18,9 a 189,5
Dimetomorf 18,8 a 187,6 3,4-dicloropropinalidina 129 a 129
Pirimetanil 12,4 a 124,3 Tridemoprh 107 a 1070,1
Azoxistrobin 8,6 a 85,8 Epoxiconazole 121,7a 1217,5
Spinosad 21 a 209,8 Fenexamid 59,3a592,6
Tebuconazol 22,8a227,8 Etoprofos 43 a 429,7
Metoxifenozida 18,9 a 189,2 Flusilazole 21,3a212,6
Hexaconazol 15,6 a 156,1 Penconazol 17,7a177,4
Spinosad 21 a 209,8 Piraclistrobin 16,2 a 161,5
Difenoconazol 126,2 a 1262,2 Trifloxystribina 12,1 a120,8
Benalaxil 9,2a92,4 Lufenuron 12,2a122,4
Clorfenapryd 284,2 a 2841,9 Befuracarb 11,1a110,9
Azinfos metil 10 a 99,8 Temefos 93,5a935,1
Indoxacarb 41,1 a 410,7 Buprofezin 16,3 a163,4
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2.6.7 Evaluacion de residuos de plaguicidas en las mieles en
estudio

De acuerdo con publicaciones recientes en la literatura cientifica, se ha investigado la

presencia de plaguicidas en la miel en varios paises, entre ellos: China, Serbia, Egipto,

Tailandia, Iran, Grecia, Colombia, Malasia, Brasil, Italia, Polonia, Espafia, Bosnia y

Herzegovina, Francia, Argentina, Estados Unidos, Turquia y la India (Tette et al., 2016).

Para el caso de la evaluacion de residuos de plaguicidas, en este estudio se analizaron
cuarenta y cinco muestras de miel, recogidas en apiarios situados en los departamentos
de Cundinamarca y Meta, empleando el método multirresiduo previamente validado para

los 50 plaguicidas.

La informacion sobre los niveles de concentracion de los residuos de plaguicidas
encontrados en las muestras de miel se presenta en las Tablas 2-9 y 2-10 y en las
Figuras 2.5 y 2.6 se exponen los cromatogramas obtenidos para cada uno de los

compuestos detectados.

La Tabla 2-9 relaciona la concentracién de los plaguicidas detectados en las 26 muestras
de miel de abejas provenientes de 6 apiarios ubicados en cultivos de fresa en el
departamento de Cundinamarca. La produccién de fresa en Colombia se encuentra
dominada por los cultivadores de la sabana de Bogota, donde estan sembradas unas 560
hectareas, para una produccion anual de 10.175 toneladas (Vasquez, et al., 2011), el
sector seleccionado para ubicacion de los apiarios y recolecciéon de las mieles de este

estudios fue por tanto representativo.

Se encontr6 en el 15,4% de las muestras la presencia de plaguicidas como tebuconazol y
dimetomorf, provenientes de 3 apairios diferentes (F2, F5 y F6) y contaminadas con un
Unico plaguicida. Fueron cosechadas en los meses de noviembre y F6 en julio, lo que
pone de presente que el efecto de contaminacion de la miel obedece méas a factores

ambientales de manejo del cultivo que a las épocas de floracion.
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Tabla 2-9. Determinacién de residuos de plaguicidas en miel de cultivo de fresa

ID Compuesto/ | Cantidad LD LC %
Muestra resultado (ng/kg) (ng/kg) (ng/kg) | Recuperacion
R1 ND - - - -
R2 ND - - - -
F1 | R4 ND - - - -
R5 ND - - - -
R6 ND - - - -
R1 ND - - - -
R2 Dimetomorf <LC 5,7 13,1 95,5
F2 | R3 ND - - - -
R4 ND - - - -
R5 ND - - - -
R2 ND - - - -
R5 ND - - - -
F3 R6 ND - - - -
R7 ND - - - -
R1 ND - - - -
R2 ND - - - -
F4 R3 ND - - - -
R4 ND - - - -
R1 ND - - - -
R2 Tebuconazol <LC 2,5 13,2 76,8
FS R3 Tebuconazol <LC 2,5 13,2 76,8
R4 ND - - - -
R1 ND - - - -
F6 R2 Dimetomorf <LC 5,7 13,1 95,5
R4 ND - - - -
R6 ND - - - -

La presencia de los compuestos dimetomorf y tebuconazol no fue cuantificada por estar

por debajo de limite de -cuantificacion del método (13,1 pg/kg y 13,2 pg/kg,

respectivamente) y su concentracion no excedidé el LMR establecido por la Union

Europea 0,05 mg/kg (50 pg/kg). Aunque las mieles resultaron contaminadas con estos

plaguicidas, las concentraciones en el ambiente no son lo suficientemente altas como

para generar toxicidad.

De acuerdo con la bibliografia consultada, aunque se ha hecho monitoreo de dimetomorf

en varios estudios, no se encontraron reportes de presencia de este compuesto en miel
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de abejas. Mientras que para el tebuconazol Juan-Borras et al.,(2016), informan su
deteccidn en mieles espafiolas en concentraciones de 2,0 ug/kg de este compuesto, en
el 9,1% de las muestras analizadas, es decir, similares a lo reportado en esta

investigacion.

Cabe destacar que de los plaguicidas detectados solo el tebuconazole es un fungicida de
uso autorizado (ICA, 2016) para el cultivo de fresa, mientras que el fungicida dimetomorf
lo es para el cultivo de citricos, por ejemplo; lo que pone de presente el escaso control en
la aplicacion de plaguicidas en Colombia de acuerdo con su uso permitido bajo los

criterios de las buenas practicas de agricultura.

Otros estudios, empleando otras técnicas, como cromatografia de gases con detector de
captura electronica y espectrometro de masas, sefialan que fueron analizados
plaguicidas en mieles de cuatro regiones de Colombia (Cundinamarca, Magdalena,
Santander y Boyacd), encontrando una incidencia de plaguicidas de 52,4%, donde se
encontraron con frecuencia plaguicidas organoclorados y organofosforados. Los
principales compuestos detectados fueron clorpirifos (36,1% de incidencia), seguido de
profenofos (16,4%) y DDT (6,6%). Sin embargo, las concentraciones encontradas fueron
bajas y solo el 4,9% de las muestras positivas superaron la concentracion de LMR
establecido por el Parlamento Europeo. Las mieles con mayor presencia de plaguicidas,
fueron las provenientes del departamento de Cundinamarca. El autor concluye que es
muy probable que la contaminacion de la miel producida en regiones apicolas de
Colombia en estudio, fue causada por las practicas agricolas desarrolladas alrededor de

las colmenas instaladas (Rodriguez, et al., 2014).

Los fungicidas son de normal aplicaciéon en cultivos de fresa debido a que es necesario el
control de hongos que degradan la fruta rapidamente, por la comun aparicion de
enfermedades como moho gris causada por Botrytis cinérea, antracnosis o viruela, entre
otros (Angulo, 2009) y por tanto la abeja en su proceso de pecoreo absorbe estos

compuestos de su entorno Yy los transfiere a la miel y finalmente al consumidor final.
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Figura 2-5 A y B. Cromatogramas de plaguicidas detectados en mieles de cultivos de
fresa, cromatograma del blanco de matriz y el nivel 1 de la curva de calibracién.

Tabla 2-2. Determinacion de residuos de plaguicidas en miel de abejas proveniente de

cultivo de citricos polinizado con abejas

Muestra Compuesto / Cantidad LD LC % Recuperacion
resultado (Hg/kg) (ng/kg) (ng/kg)
R1 ND - - - -
R2 ND - - - -
Ci -
R3 Metalaxil <LC 1,2 5,9 105,1
R4 Metalaxil <LC 1,2 5,9 105,1
R1 Pirimicarb <LC 2,1 5,9 100,6
R2 ND - - - -
C2
R3 Carbofuran <LC 2,5 8,9 96,8
R4 ND - - - -
R1 Pirimicarb <LC 2,1 5,9 100,6
C3 R2 ND - - - -
R3 ND - - - -
R1 ND - - - -
R2 ND - - - -
C4 R3 ND - - - -
R4 ND - - - -
R5 ND - - - -
R1 ND - - - -
C5 —
R5 Pirimicarb <LC 2,1 5,9 100,6

En el caso de los plaguicidas estudiados para las mieles ubicadas en cultivos de citricos,

(ver Tabla 2-10) se establece que el 33% de las muestras evidencian la presencia de

plaguicidas. De las 18 muestras de mieles analizadas en este grupo, provenientes de 5

apiarios diferentes, se detectdé en cuatro de ellos la presencia de plaguicidas como

metalaxil, pirimicarb y carbofuran.

En ninguna muestra se detecté mas de un plaguicida, sin embargo si se observa la

presencia de dos plaguicidas en el caso del apiario identificado como C2 en Meta. En

este sentido, el pirimicarb fue el compuesto con mayor frecuencia, pues fue detectado en

los apiarios C5, C3 y C2 , seguido por el metalaxil presente en dos muestras del apiario

C1 y finalmente el carbofuran con deteccién positiva en una muestra del apiario C2. Cabe

anotar que este Ultimo compuesto es un plaguicida de uso prohibido en Colombia.
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Al igual que en el grupo anterior, la presencia de los compuestos metalaxil, pirimicarb y
carbofuran no se cuantificé por ser su concentracion inferior al limite de cuantificacion del
meétodo (5,9 pg/kg, 5,9 pg/kg y 8,9 pg/kg, respectivamente); siendo su concentracion
menor al LMR establecido por la Union Europea (50 ug/kg). Una situacion similar fue
reportada por Pirard, et al., (2007), quien reportd presencia de pirimicarb en una muestra,
en una concentracion menor al limite de decisién (CCa) (0,071 pg/kg). En esa misma
investigacion, se detecto la presencia de carbofuran en una muestra a una concentracion
= 0,6 pg/kg.

Utilizando cromatografia de gases, con detector de masas, Shampisur et al.,(2016)
analizaron entre otros plaguicidas, metalaxil y pirimicarb en agua, leche, miel y zumos de
fruta recolectadas de mercados locales, estos contaminantes no fueron detectados en las
muestras de miel, leche ni en agua, pero si fueron detectados en jugo de naranja en
concentraciones de 0,17 ug/kg y 1,29 ug/kg para primicarb y metalaxil, respectivamente.
Estos plaguicidas son aplicados en cultivos de citricos, y se comprueba su efecto
sistémico, ya que por diferentes mecanismos de transporte terminan siendo
componentes de los alimentos, en aquellos lugares donde hay exposicion a estos

contaminantes.

En Colombia y en las zonas tropicales, los citricos se producen entre 23°C y 34°C,
siendo una de las principales zonas de produccion los llanos orientales. Por este motivo
las muestras de miel que se cosecharon entre cultivos de citricos, provienen del

departamento del Meta.

Teniendo en cuenta que el 33% de las mieles de citricos presentaron residuos de
plaguicidas, su incidencia es mas alta que la presentada en mieles de fresa. Es decir que
para este estudio, el entorno ambiental de los cultivos de citricos presentdé mayor
variedad de contaminantes que el area circundante a los cultivos de fresa. En este
sentido, para los apiarios del Meta (C1 a C5) se evidencia el efecto del uso de los
agroquimicos tipo fungicidas e insecticidas para el control de plagas y enfermedades y la
capacidad de la abeja como bioindicador al prestar su servicio ecositémico en la

polinizacion dirigida (Vasquez, et al, 2011).

De acuerdo con lo anterior, Porrini (2003), afirma que las abejas son extremadamente

sensibles a los plaguicidas, por lo tanto es importante considerar su capacidad y efecto al
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acumular estos compuestos en su organismo durante su labor de pecoreo. Igualmente,
incide la presencia y extension de la floracion entre las plantas cultivadas o espontaneas,
la presencia de abejas en el sitio y en el momento de la aplicacion del plaguicida los
medios utilizados para distribuirlo, la presencia del viento, etc. De esta manera,
dependiendo de la toxicidad del plaguicida en contacto, la abeja puede morir, sufrir otros
sintomas o puede acumularlo en su organismo y transmitirlo en sus productos apicolas

como la miel.

De acuerdo con los resultados encontrados en este estudio es posible afirmar que si bien
hay evidencia de la presencia en el entorno de los apiarios de 5 plaguicidas de los 50
estudiados, su efecto conforme a los periodos de muestreo, no indica que haya un riesgo
a la salud de quienes consumen la miel como producto apicola, toda vez los residuos de
plaguicidas para estos compuestos se encontraron, en todos los casos, por debajo los
LMR.

Igualmente, en todos los casos, los compuestos hallados por debajo del LC fueron
confirmados de acuerdo con los criterios del documento SANTE/11945(2015). Su
presencia se evidencia claramente en los cromatogramas de la Figura 2.5. y Figura 2.6,
al comparar la sefial de cada compuesto detectado frente al blanco de matriz y el
cromatograma correspondiente al menor nivel de la curva de calibraciéon y al LC del

método.
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B PLAGUICIDAS EN CITRICOS: PIRIMICARB
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C PLAGUICIDAS EN CITRICOS: CARBOFURAN
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Figura 2-6. A, B y C. Cromatogramas de plaguicidas detectados en mieles de cultivos
de citricos polinizados de citricos, cromatograma del blanco de matriz y el nivel 1 de la
curva de calibracion.

2.7 Conclusiones

Desarrollo del método

Se desarroll6 y validé un método multirresiduo para el analisis de residuos de 50
plaguicidas en miel, el cual se basa en una extraccion liquido-liquido con
acetonitrilo y posterior limpieza a través de extraccion en fase sélida dispersiva.
Durante el desarrollo del método se encontré que la homogenizacién de la miel
con una solucion amortiguadora a un pH de 5,5 incrementa la exactitud del
método.

Se encontré que las sales de citrato empleadas en la etapa de extraccion por el
método QUEChERS, versién europea EN 15662, tienen mayor eficiencia y menor
CV, que la empleada por el método AOAC 2007.01, que hace uso del acetato de
sodio.

Durante la etapa de limpieza del extracto se determind que la selectividad del
método mejord notablemente al realizar uso de una mezcla de octadecilsilano

(C18) y silica funcionalizada con aminas (PSA).

Validacion del método

El proceso de validacion indicé que el método es selectivo, preciso, lineal y
presenta limites de deteccion y cuantificacion acordes con la regulacion, para 50
plaguicidas de un total de 56 seleccionados para el desarrollo del método.

Se encontré que el método no es selectivo para los compuestos Espinosad Ay D
y Carbendazim y no es exacto para Azinfos Metil, Piraclostrobin, Tiociclam vy

Lufenuron.

Evaluacién de residuos de plaguicidas en muestras de miel de abejas
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A partir del método validado para 50 plaguicidas, se evalu6 la posible presencia
de estos residuos en 44 muestras de miel de abejas, recogidas en apiarios
situados en los departamentos de Cundinamarca y Meta.

Se encontré en el 15,4% de las muestras de miel de abeja provenientes de
cultivos de fresa del departamento de Cundinamanrca, la presencia de
plaguicidas como Tebuconazol y Dimetomorf en concentraciones menor a LC del
método (13,1 pg/kg y 13,2 pg/kg, respectivamente) y su concentracion no excedid
el LMR establecido por la Union Europea (50 pg/kg).

En el caso de los plaguicidas estudiados para la mieles ubicadas en cultivos de
citricos de los departamentos del Meta, se establece que el 33% de las mieles
evidencian la presencia de plaguicidas como Metalaxil, Pirimicarb y Carbofuran a
niveles menores al LC (5,9 pg/kg, 5,9 pg/kg y 8,9 ug/kg, repectivamente) y
menores al LMR establecido por la Unién Europea (50 pg/kg).

De acuerdo con los resultados encontrados en este estudio es posible afirmar que
si bien hay evidencia de la presencia en el entorno de los apiarios de 5
plaguicidas de los 50 estudiados, su efecto conforme a los periodos de muestreo,
no indica que haya un riesgo a la salud de quienes consumen la miel como
producto apicola, toda vez los residuos de plaguicidas para estos compuestos se

encontraron, en todos los casos, por debajo los LMR.



3.Capitulo 3: Desarrollo, validacion vy
evaluacion de metales téxicos en muestras
de miel de abejas procedentes de zonas de
cultivos polinizados de fresa y citricos

En este capitulo se describe el proceso realizado para el desarrollo de un método
analitico para la digestién de mieles via microondas. Una vez se optimizaron parametros
y con el fin de establecer la veracidad del método desarrollado, se realiz6 la

correspondiente validacion.

El paso siguiente fue la evaluacidon de los metales toxicos en las mieles de estudio,
mediante espectrofotometria de llama para los metales Cd, Pb, Cu y Zn y el

acoplamiento con generador de hidruros con vapor frio para el caso del Hg.

3.1 Introduccién

Existe una creciente preocupacion por los riesgos relacionados con los alimentos para la
salud humana causados por contaminantes téxicos. El impacto antropogénico sobre el
medio ambiente, principalmente la contaminacién atmosférica, es una preocupacion
importante en todo el mundo. La inhalacion de particulas y el consumo de agua o
alimentos contaminados, entre estos las miel, son las rutas mas comunes de
contaminaciéon directa e indirecta para los seres humanos y los animales (Pandey,
Shubhashish, & Pandey, 2012).

La abeja Apis mellifera es un polinizador esencial para la agricultura en todo el mundo, y
ha sido ampliamente investigada como un bioindicador de contaminantes en el medio
ambiente (Van der Steen, de Kraker, & Grotenhuis, 2015), pero estos polinizadores
pueden estar expuestos a los contaminantes metélicos a través del aire, agua y otros
mecanismos. Una fuente comidn de exposiciéon es a través de la ingestion de polen y

néctar contaminado (Celli & Maccagnani, 2003; Hladun, Parker, & Trumble, 2015). Los
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elementos de rastreo en la atmdsfera pueden depositarse sobre el vello corporal de las
abejas y son transportados a las colonias con polen o pueden ser absorbidos con el
néctar de las flores o transportados por agua o melaza (Porrini, 2003). Por lo tanto, las
abejas contaminan los productos apicolas, como la miel, afectando su composicion y

comprometiendo su calidad.

Actualmente se observa una disminucién en las poblaciones de abejas en muchas partes
del mundo, por lo que son necesarias estrategias activas para la monitorizacion y
diagnostico de la salud de la poblacién (Badiou-Bénéteau et al., 2013). Es importante
determinar las concentraciones de metales toxicos en la miel con el objetivo de garantizar
la calidad del producto y medir el grado de contaminacién del medio ambiente entorno a
las colmenas, para lo cual es necesario contar con métodos analiticos confiables que

permitan su deteccién a nivel de los LMR disponibles a nivel nacional y/o intencional.

La miel de abejas es una matriz compleja que para su andlisis requiere de una etapa
previa de digestion que permita destruir los componentes organicos y extraer los metales
presentes evitando interferentes en la cuantificacion. Uno de los métodos que cobra
relevancia en la actualidad es la digestibn &cida via microondas, pues reduce
considerablemente el tiempo de analisis, presenta menor riesgo de contaminacion,
requiere menor cantidad de reactivos y muestra, brinda mayor seguridad del operador, y
permite obtener resultados mas reproducibles respecto a los métodos convencionales. La
energia microondas proporciona una tasa de descomposicion de los materiales organicos

de 20 a 60 veces mas rapida que los métodos convencionales (Sandroni & Smith, 2002).

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método rapido y confiable para
cuantificar metales téxicos como Cd, Pb, Cu, Zn y Hg en miel de abejas aprovechando
las ventajas de la digestion asistida por microondas.

3.2. Muestreo

Se analizaron 57 muestras disponibles de miel para la evaluacién de residuos de metales
téxicos, las cuales provienen de de diferentes regiones de Colombia, Esta informacién de

muestreo se encuentra detallada en el capitulo anterior, numeral 2.1.3, tabla 2-1.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Material de referencia, reactivos y soluciones

Para la digestién de las mieles se emple6 HCI y H,O, concentrados de la casa comercial
J.T. Baker, grado analitico. En la cuantificacion se trabajé con estandares certificados de
metales de Cu, Zn, Cd, Pb y Hg, de una concentracion de 1.000 +5 mg/L, proveniente de
la casa comercial Panreac. Las soluciones de las curvas de calibracion fueron

preparadas en HCI al 10% v/v, segun las concentraciones descritas en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1. Soluciones de las curvas de calibracion empleadas para establecer LD y LC

instrumental.

Curva Pb (mg/L) Cd (mg/L) Cu (mg/L) Zn (mg/L) Hg (ng/L)
Nivel 1 0,05 0,02 0,02 0,05 1,0
Nivel 2 0,1 0,08 0,08 0,5 5,0
Nivel 3 0,5 0,2 0,3 1,2 10,0
Nivel 4 2,0 0,5 0,9 50 15,0
Nivel 5 5,0 1,0 1,8 10,0 20,0
Nivel 6 9,4 3,0 3,7 20,0 25,0

3.2.3 Instrumentos y equipos

= Condiciones de digestion

El proceso de digestion de las mieles con el cual se busca eliminar la materia organica
del alimento y sus interferentes, se realiz6 en un digestor microondas asistido marca
TOPWAVE de la casa comercial Analityk Jena, bajo las condiciones descritas en la Tabla
3-2. Este es un sistema cerrado en el que se usaron tubos de polietileno de alta densidad
(PTFE), con tapas de seguridad y valvulas de escape que hacen segura su manipulacion.

El tiempo total de digestion con este programa fue de 50 minutos.

Tabla 3-2. Descripcién del programa de microondas para digestion de las muestras de

miel.

Paso T (°C) P (bar) Rampa (min) T (min) Potencia %
1 50 0 0 0 0
2 150 30 5 5 40
3 180 30 5 5 40
4 200 30 10 20 40
5 50 0 0 0 0
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Para la posterior concentracion de las muestras se utilizé un bloque de calentamiento tipo

Kjeldahl, dispuesto dentro de una campana de extraccion de vapores.

» Cuantificacion espectrofotométrica y ajuste del equipo

La cuantificacion de los metales se realizé en un espectrometro de absorcion atémica
marca Unicam, modelo Solaar 960 para la determinacién de Cu, Zn, Cd y Pb y se acopl6

al generador de hidruros modelo VP90 para la determinacion de Hg.

Las longitudes de onda (A) bajos las cuales se hizo el desarrollo del método y la
cuantificacion de los metales en las muestras de miel fueron: Cu a 324.8 nm, Zn a 213.9
nm, Cd a 228.8 nm, Pb a 217.0 nm y Hg a 253.7 nm.

El equipo fue ajustado segun las condiciones instrumentales indicadas por el fabricante
del equipo, con base en la absorbancia de una solucion estandar de chequeo para cada

elemento a cuantificar.

3.3 Desarrollo metodoldgico y variables estandarizadas

Con el fin de estandarizar las principales variables de control de la digestion de muestras
de miel de abejas, se propuso optimizar las variables criticas de la digestion acida via
microondas, como masa de muestra, relacion de la mezcla acida de digestién y el
volumen final, partiendo de las condiciones instrumentales sugeridas por el fabricante y

buscando llegar a los LMR en mieles para los metales objeto de este estudio.

¢ Masa de la muestra de miel: el ajuste de esta variable es de suma importancia,
pues se debe asegurar que la cantidad de muestra a utilizar sea la suficiente para
asegurar la deteccion y cuantificacion de los metales de interés, en especial
teniendo en cuenta que tales analitos corresponden a constituyentes de tipo traza.
Se realizaron ensayos de digestion con 0,2, 0,3 y 0,4 g de miel, teniendo en
cuenta la recomendacion del fabricante para muestras organicas (0,3 g), se
pesaron las muestras en papel filtro libre de cenizas, para poder disponerlas al

fondo de los tubos del microondas.

e Relacion HNO3:H,0,: la combinacion de &cido nitrico y peroxido de hidrégeno

concentrado es favorable en este tipo de digestién debido a que el HNO; permite
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la degradaciéon de la materia organica, acompafiado de la accion de un fuerte
agente oxidante como lo es el H,O, (Muller et al., 2016). De acuerdo con esto,
una masa de 0,3 g de blanco se puso en contacto con la mezcla acida en
relaciones HNO3;:H,0O, de 1:1, 2:1 y 3:1, las muestras fueron digeridas segun las
condiciones del microondas, descritas en la Tabla 3.2. Se determind la ausencia
de precipitados en el digesto y la absorbancia obtenida en curvas de calibracion

para cada elemento.

¢ Volumen final de solucién: ElI volumen minimo de digesto recomendado por el
fabricante fue de 7 mL. Se trabajé entonces con un volumen inicial de 12 mL,
utiizando la relacién 2:1 de HNO3:H,O,. Terminada la digestién, se realiz6
transferencia cuantitativa de cada vial PTFE a tubos de ensayo con HCI al 10%
para obtener un volumen final de 15 mL. Este digesto fue concentrado en un
bloque de calentamiento y dentro de una campana de extraccion, aplicando
rampas de temperatura de 50°C cada dos horas hasta llegar a 200°C, alcanzando

un volumen final de 10 mL.

e Programa de digestion: Dado que en la literatura se reportan condiciones de
digestibn para matrices con alto contenido de azucares, asociadas a las
especificaciones técnicas de cada equipo empleado, se decidi6 emplear las
condiciones recomendadas por el fabricante a fin de evitar condiciones de

inseguridad (ver Tabla 3-2).

3.3.1 Validacion

Se aplico la validacion de acuerdo con los criterios de validacién que recoge la decisiéon
CE No 333/2007 y los requisitos de los métodos para el analisis de métales pesados en
alimentos de acuerdo al documento SANCO/2004/2726 rev2, donde se determinaron los

siguientes parametros:

e Limites de deteccién y cuantificacion (LD y LC): calculado segun la

aproximacion de la IUPAC se construyeron 5 curvas de calibracion con 5 niveles
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de concentracion para cada elemento y con cada curva se leyd 10 veces la
absorbancia del blanco de HCI al 10%.

e Exactitud: Se evalué como porcentaje de recuperacion, fortificando muestras
blanco a partir de una solucién de azlUcares con composicion y apariencia similar
a la miel, en tres niveles de concentracion (1, 2 y 5 veces el LC instrumental),
dentro de los que en lo posible se incluyd al menos el LMR y un nivel inferior a
este. Estas muestras fueron digeridas y concentradas, luego se cuantificéd la
concentracion de los analitos para determinar los % de recuperacion del método.

e Precision: se evalu6 como precision intermedia mediante el célculo del
coeficiente de variacion CV, de las concentraciones obtenidas para las muestras
fortificadas a 1, 2 y 5 veces el LC instrumental, por triplicado.

e Linealidad: se realizd el ajuste por regresion lineal de las curvas de calibracion
qgue fueron construidas con 6 niveles equidistantes y se emple6 la prueba de
varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95% para determinar la falta de

ajuste, significancia de la pendiente, intercepto y coeficiente de ajuste.

3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Muestras de miel de abejas

El mejor resultado dada la capacidad de contener materia organica de los tubos de teflon
del digestor de microondas es 0,3 g, con cantidades mayores se presentaron problemas

de sobrepresién y estallido de tapas de los viales de digestion.

3.4.2 Relacién de mezcla de digestion

Entre los diferentes compuestos oxidantes, se us6 HNOs, ya que permite la oxidacion de
casi todos los compuestos organicos, la alta temperatura y la presion generados en el
digestor de microondas potencia su capacidad oxidante (Muller et al.,, 2016).
Adicionalmente, se emple6é H,O, para facilitar la oxidacién, siendo este compatible con
los principios de quimica verde, econdmico y respetuoso del medio ambiente (Noyori,
Aoki, & Sato, 2003).
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Tabla 3-3. Datos analiticos para establecer la relacion HNO3:H,0O, en plomo y cadmio.

PLOMO CADMIO
Blanco HNO3:H,0, HNO3:H,0,
1.1 2:1 3:1 1.1 2:1 31
Absorbancia A 217 mn Absorbancia A 228,8 nm

1 0,000 0,001 0,001 0,004 0,004 0,006
2 0,000 0,000 0,001 0,005 0,007 0,007
3 0,000 0,002 0,001 0,004 0,005 0,005
4 0,001 0,001 0,001 0,004 0,005 0,006
5 0,000 0,000 0,001 0,005 0,006 0,006
6 0,000 0,000 0,000 0,004 0,005 0,005
7 0,000 0,000 0,001 0,004 0,005 0,005
8 0,000 0,000 0,000 0,005 0,003 0,005
9 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,007
10 0,001 0,001 -0,001 0,004 0,005 0,007
Desvest 0,0004 0,0007 0,0007 0,001 0,001 0,001
pendiente 0,0148 0,0148 0,0148 0,176 0,176 0,176
LD [mg/L] 0,085 0,143 0,143 0,009 0,018 0,015
LC [mg/L] 0,285 0,478 0,478 0,029 0,060 0,050

Tabla 3-4. Datos analiticos para establecer la relacion HNO3:H,O, en Cobre y Cinc

COBRE CINC
Blanco HNO3:H,0, HNO3:H,0,
1.1 2:1 31 1.1 2:1 31
Absorbancia A 324,8 nm Absorbancia A 213,9 nm
1 0,001 -0,001 0,000 0,026 0,024 0,002
2 0,002 0,000 0,001 0,026 -0,007 0,002
3 0,002 0,000 0,000 0,026 -0,007 0,002
4 0,001 -0,001 0,001 0,026 -0,008 0,003
5 0,001 -0,001 0,001 0,025 -0,008 0,002
6 0,002 -0,001 0,001 0,025 -0,007 0,002
7 0,002 -0,001 0,000 0,026 -0,007 0,002
8 0,001 0,000 0,001 0,025 -0,008 0,003
9 0,001 -0,001 0,001 0,025 -0,007 0,002
10 0,001 -0,001 0,000 0,025 -0,008 0,003
Desvest 0,001 0,000 0,001 0,001 0,010 0,000
pendiente 0,048 0,048 0,048 0,200 0,200 0,200
LD [mg/L] 0,032 0,030 0,032 0,008 0,150 0,007
LC [mg/L] 0,107 0,100 0,107 0,026 0,499 0,024
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De las proporciones de agentes oxidantes en la mezcla de digestion probadas, la relacion
HNOs:H,0, de 2:1 fue la mas apropiada, permitiendo una digestion segura acorde al
volumen del tubo de digestién, en la que se obtuvieron soluciones translucidas y sin
precipitados, logrando con un gasto total de 12 mL de reactivos y en 50 min la digestion

total de las muestras, en un sistema cerrado, controlado y sin riesgos de manipulacion.

Con esta proporcion de agentes oxidantes, los blancos analizados presentaban una
absorbancia baja y estable, que conllevd a bajos valores de desviacion estandar. Esta
informacion se presenta en las Tablas 3-3 y 3-4. Para el caso del Hg, se seleccion6 esta
misma proporcion de agentes de digestion, por ser un unico digesto para la evalaucion

de los metales en estudio.

3.4.3 Volumen y concentracion de la muestra

Con el aforo de la mezcla resultante de la digestion a 10 mL se obtuvieron LD y LC a
concentraciones mayores a los LMR de diferentes legislaciones, lo cual hizo necesario
concentrar las muestras hasta alcanzar volimenes de 6 mL en el caso de Hg y 4 mL para
la lectura de Cu, Cd, Pb y Zn. Estos volumenes se midieron en tubos graduados que
fueron previamente calibrados por peso. Una vez concentradas las muestras, se
obtuvieron suspensiones claras, homogéneas y estables, con las que fue posible
cuantificar los metales tdéxicos en concentraciones inferiores a los LMR en la mayoria de

los casos.

Finalmente el método de digestiébn de mieles via microondas quedd estandarizado como

se describe en la Figura 3-1.
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Pesar 0,3 g de miel, en tubo de teflon

A

Adicionar 8 mL de HNO; y 4 mL de H,0,,
cerrar hermeticamente

-

Iniciar programa de digestion mieles en el
microondas

-

Dejar enfriar el tubo

-

Transferir el digesto a un tubo de vidrio, hacer
lavados con HCI al 10%

&

Calentar con rampa de temperatura hasta
200°C

@

Obtener un volumen final del digesto de
6mL o 4 mL

A

Ajustar condiciones instrumentales del
equipo y leer cada elemento por A.A

e v

Figura 3-1. Diagrama de metodologia desarrollada para digestion de miel de abejas via

microondas.

3.4.4 Validacion del método

= Limites de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccion y cuantificacion para cada uno de los metales estudiados se
presentan en la tabla 3-5. Para el Hg, el método tiene los limites de deteccibn mas bajos,
y logra cuantificar hasta el orden de pg/kg, mientras que para los otros metales se
mantiene en el orden de mg/kg, siendo el Pb el que presenta los limites mas altos. Estos

limites alcanzados son adecuados ya que permiten determinar la concentracion de
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metales toxicos por debajo de los LMR establecidos en diferentes legislaciones para la

miel.

= Exactitud y precision

Los resultados se presentan en la tabla 3-5. Los porcentajes de recuperacion estuvieron
entre 70 y 110 % confirmando que el método desarrollado para la digestion,
concentracion y lectura de metales toxicos en mieles es cuantitativo y permite determinar
con una exactitud adecuada la concentracion de estos analitos. Al evaluar la presicion
como repetibilidad, se presentaron los mayores indices de dispersion a concentraciones

cercanas al limite de cuantificacién, no superando valores de CV de 22,5%.

Tabla 3-5. Parametros de validacion

Cd Cu Pb Zn Hg

LD mg/kg 0,26 0,54 0,44 0,08 0,02

LC mg/kg 0,80 1,62 1,32 0,23 0,06
Fortificacion %R cv %R. cv %R cv %R cv %R cv
LC 6,6 | 22,3 | 1084 | 186 | 82,9 | 224 99,6 16,1 99,6 18,1
2LC 76,9 3,3 110,3 2,4 93,8 25 110,2 | 10,1 | 110,2 | 19,7
5LC 85,0 8,6 88,1 9,2 83,2 | 111 85,3 1,1 85,4 4,2

LD: Limite Deteccion, LC: Limite Cuantificacion, %R: % Recuperacion, CV: Coeficiente

Variacion.

= Linealidad

Tabla 3-6. Evaluacion de la linealidad del método.

Rango Regresion Lineal Valores P
Metal lineal Falta
Intercepto | Pendiente R® | Intercepto | Pendiente R? _
(mg/L) ajuste
Cd 0,02- 1,0 -7,3E-05 2,1E-01 1.00 | 9,7E-01 8,81E-06 2,7E-03 8,8E-06
Cu 0,04 -3,6 -9,1E-04 8,1E-02 1.00 | 4,2E-01 | 6.+,3E-07 1,6E-03 6,3E-07
Pb 0,05-9,4 -1,8E-03 3,6E-02 0.99 | 5,70E-01 6,3E-07 5,4E-03 6,3E-07
Zn 0,05-2,0 1,4E-02 2,0E-01 0.99 | 2,3E-01 1,9E-04 1,4E-02 1,9E-04
Hg 1,0-25* 6,8E-04 4,1E-03 0.99 | 6,7E-01 1,7E-06 1,9E-03 1,7E-06

*Hg/L
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Los resultados se presentan en la tabla 3-6. Para todos los elementos las regresiones y
la correlacion son significativas (p<0,05), no hay falta de ajuste (p>0,05), y la pendiente
en todos los casos es estadisticamente diferente de cero (p<0,05). Todos los resultados
indicaron que el sistema es lineal en el intervalo de concentraciones que se presentan, es
decir que el método de analisis tiene la capacidad de producir resultados proporcionales

a la concentracion del analito.

= Limites de Cuantificacién en relacion alos Limites Maximos de Residuos

En la Figura 3-2 se presentan los LC del método y los LMR mas estrictos establecidos en
diferentes legislaciones internacionales para la miel. En el caso de Cd, Pb y Hg, los LMR
corresponden a los dictaminados por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos en su informe VM3070 (USDA, 2013), mientras que el LMR para el Cu esta
regulado por la legislacion brasilefa. Para el caso del Zn alin no se cuenta con
regulacion especifica para miel, por lo que se considera de manera preliminar que por ser
un elemento esencial al igual que el cobre puede tener un comportamiento similar (LMR
= 10 mg/kg).

LC Vs LMR de metales toxicos en miel

mg/kg

Figura 3-2. Relacion de LMR y LC para Cd, Cu, Pb, Zn y Hg.

Se observa que el método desarrollado permite la cuantificacion de los metales toxicos:
Cd, Cu, Pb y Zn a concentraciones inferiores a los LMR establecidos por la legislacion
internacional para la miel. Para el caso de Hg, el LC (0,05 mg/kg) es levemente superior

a la concentracion maxima recomendada en mieles segun un informe de la USDA (0,06
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mg/kg), sin embargo, es suficientemente baja para detectar contaminacion en las mieles

de acuerdo con estos LMR provisionales.

3.5 Evaluacion de metales toxicos en miel de abejas

Uno de los objetivos de este estudio, fue evaluar la presencia de metales toxicos en miel
de abejas producida entre cultivos de citricos y fresas, de diferentes lugares de
Colombia. Aplicando el método validado de digestion de mieles por microondas, un total
de 57 muestras de miel digeridas y concentradas, fueron cuantificadas. En las Tablas 3-7
a 3-9, se presentan los resultados de la cuantificacién de metales toxicos encontrados en

las mieles objeto de este estudio.

En discusion de los resultados se usé como referencia de comparacién los LMR
legislados en diferentes paises, ya queno existe una normatividad oficial del codex
alimentarius o de la unién europea con respecto a los LMR de metales toxicos en miel de

abejas.

3.5.1 Cadmio

Todas las muestras analizadas en esta investigacion presentaron concentraciones de Cd

inferiores al limite de deteccién (0,26 mg/kg).

De acuerdo con su comportamiento, el cadmio es el elemento més reactivo y mévil en las
plantas que la mayoria de otros tipos de metales (Verkleij & Schat, 1990). Una vez en el
suelo, el Cd es absorbido activamente por las raices de las plantas, se transfiere a través
del sistema vascular al néctar y el polen, y, posteriormente, se acumula en los
polinizadores y los productos de la colmena, incluida la miel, propdleos y cera de abejas
(Bogdanov, 2006).

En recientes estudios en Colombia se reportd para mieles colectadas en Boyaca
concentraciones entre Cd 0,12 mg/kg a 0,66 mg/kg (Campos 2016), lo cual no sobrepasa
el LMR propuesto por la USDA 2013, que es 1 mg de Cd/kg miel. A pesar de la facil
absorcion de este elemento, de acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3.7, en
esta investigacion, este metal toxico no fue detectable en muestras de miel de citricos ni
de fresa, lo que indica que en el entorno de recoleccion de estas mieles tampoco se

presentan cantidades importantes de este elemento.
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3.5.2 Cobre

Los resultados muestran que para algunas de las mieles en estudio, no fue posible la
detecciébn de cobre, mientras que en otras este elemento presentd un rango de
concentraciones entre 1,6 a 12,7 mg/kg (ver tabla 3.7). La presencia de cobre fue
constante en todos los apiarios, en al menos una colmena, observandose su deteccion

positiva en el 51,8% de las mieles en citricos y en el 20,0% de las mieles en fresa.

Tabla 3-7. Cuantificacion de Cu en muestras de miel de abejas provenientes de cultivos
polinizados de fresa y citricos (mg/kg).

Id muestra Cu Id muestra Cu
(mg/kg) (mg/kg)

R1 3,1 R1 11,3

R2 42 R2 ND

C1 R3 12,7 F1 R4 ND

R4 ND R5 ND

R5 ND R6 ND

R1 1,7 R10 ND

R2 ND R1 ND

Cc2 R3 ND R2 4,6

R4 ND R3 3,4

R5 ND F2 R4 ND

R1 3,5 R5 ND

R2 2,9 R6 ND

c3 R3 1,8 R7 ND

R4 ND R2 9,0

R7 49 F3 R5 ND

R8 2,0 R6 ND

R1 1,6 R7 ND

R2 2,0 Fa R2 1,8

R3 ND R3 ND

C4 R4 7,0 R1 ND

R5 4,56 R2 ND

R7 ND F5 R3 11,4

R9 ND R4 ND

R1 ND R7 ND

c5 R5 ND R8 ND

R6 1,6 R1 ND

R7 ND R2 ND

F6 R4 ND

ND = no detectado R6 ND

R10 1,6

Las diferencias encontradas dentro de los apiarios puede obedecer a la variabilidad en su
ubicacién y el grado de contacto que tienen las abejas con la fuente de contaminacion;

no presentan diferenciacion con respecto al periodo de muestreo.
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El limite de deteccién para este elemento fue 0,54 mg/kg. La concentracion promedio de
este elemento fue inferior en las mieles de citricos (3,8 £ 3,0 mg/kg), ho hubo diferencias

significativas con respecto a las muestras de miel de fresa (6,2 + 4,3 mg/kQ).

La NTC 1273 recomienda una concentracibon méaxima de 0,05 mg de Cu/kg miel. La
legislacion italiana establece un limite de 0,22 mg/kg y la brasilefia de 10 mg/kg, para la
presencia de cobre metalico en la miel. En cambio, los reglamentos de Nigeria han
establecido un limite de 35 mg/kg para la presencia de contenido de cobre y otros
metales en muestras de miel. Como se observa, este es uno de los casos en los que no
hay consenso acerca de los LMR, lo cual es reiterativo para la mayoria de los metales en

estudio.

En otros estudios se encontrd que el contenido medio de Cu en las muestras de mieles
de Hungria fue 0,19 mg/kg (Czipa, Andrasi, & Kovacs, 2015), para mieles de Bangladesh
se han reportado concentraciones de 0,01 a 0,40 mg/kg (Sarker et al., 2015). En mieles
de Libia se obtuvieron concentraciones que van desde 0,80 mg/kg a 10,4 mg/kg (Ahmida,
Elwerfali, Agha, Elagori, & Ahmida, 2013) y en mieles de Boyaca (Campos, 2016) se
detectaron rangos entre 1,1 mg/kg y 8,7 mg/kg.; estos ultimos resultados son similares a
los encontrados en esta investigacion de las mieles colombianas. La contaminacion de
cobre en las mieles puede provenir de plaguicidas o de agua que se mantiene en

recipientes hechos de metal de cobre

El Cu actia como un elemento traza esencial en las plantas, y es capaz de acumularse
en diferentes tejidos de la planta (Hladun et al., 2015). Es un constituyente de
compuestos bioactivos junto con otros metales como el Fe, Zn, Cr, Co, Mo y Mn. El Cu
actia conjuntamente con varias proteinas esenciales para un mayor crecimiento y
desarrollo, pero también puede ser toxico para las plantas y las abejas si la acumulacién
supera las necesidades celulares (Perna et al., 2014). Por tanto no es de extrafar la

presencia de Cu en la miel.

El Cu es uno de los metales esenciales para los seres humanos, el aporte diario
recomendado, RDA, es de 900 ug/dia para adultos, segun la resolucion 3803 de 2016 de
Ministerio de Salud y Proteccion Social. Sin embargo, puede causar enfermedades
cuando se consume en exceso. De acuerdo a la legislacion colombiana e italiana,

algunas de las mieles analizadas en esta investigacion deben ser consumidas con
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precaucion de acuerdo con el RDA, debido a que pueden llegar a tener efecto

acumulativo y superar el nivel de ingesta maximo tolerable (UL) de 10.000 ug/dia.

3.5.3 Plomo

En esta investigacion, partiendo de un LC de 1,3 mg/kg, tan solo en una muestra
recolectada en el afio 2013 fue posible cuantificar plomo, en un cultivo de fresa en
Cundinamarca. La concentracion de plomo en la muestra F5R1 fue de 1,51 mg/kg. De
acuerdo a la USDA en su informe VM3070, es recomendable un nivel maximo de plomo
en mieles de 2,0 mg/kg. Las mieles analizadas cumplieron con dicho parametro, lo que

las hace aptas para consumo humano sin riesgo de toxicidad en este elemento.

Un estudio reportado por Campos (2016), en mieles de Boyacé encontrd concentraciones
de Pb de 0,61 a 1,1 mg/kg, con esto es posible afirmar que en distintos departamentos
de Colombia: Boyaca, Meta y Cundinamarca, existe contaminacién ambiental con Pb y
gue posiblemente proviene de alguna fuente antropogénica, pero por ahora estas

concentraciones de contaminacion no alcanzan niveles de toxicidad humana.

Las cantidades relativamente pequefias de Pb se transportan dentro de las plantas y se
pueden acumular en las flores, dando lugar a un aumento de la concentracién de este
metal en las abejas (Hladun et al., 2015). Un estudio realizado por Bogdanov (2006)
sugirié que las colmenas deben mantenerse al menos a 3 km de tréafico, debido a los

altos niveles de plomo encontrados en los propdleos.

Los contaminantes también se acumulan dentro de la colmena. Un estudio realizado por
Formicki et al. (2013) en Polonia mostré que el Cd se acumula en mayor cantidad en la
cera de abejas, y el contenido de Pb fue alto tanto en la miel y la cera cuando los apiarios
estdn expuestos en zonas industriales o agricolas. Leita et al. (1996) probaron la
acumulacién de metales en colmenas de abejas cerca de cruce de caminos urbanos en
Italia y encontraron que la cantidad de Pb, Zn y Cd en los cuerpos de las abejas
recolectoras aumenté con el tiempo, y dentro de las colmenas, la jalea real acumula las
mayores concentraciones de estos metales. Debido a que la jalea real es el alimento
inicial para todas las larvas (no sélo las reinas), la presencia de metales puede afectar

potencialmente a todos los miembros de la colonia directamente.
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3.5.4 Cinc

Este mineral es un componente natural de las mieles. El Zn fue cuantificable en el 100%
de las muestras analizadas (LC= 0,23 mg/kg). Present6 una concentracion promedio de
3,9 £ 2,2 mg/kg para las miles de citricos y 2,3 + 0,94 mg/kg para las mieles de fresa. No
se presentaron diferencias significativas entre las concentraciones de Zn de las muestras

recolectadas en el departamento del Meta y las mieles de Cundinamarca, ver Tabla 3-8.

Tabla 3-7. Cuantificacion de Zn en muestras de miel de abejas provenientes de cultivos
polinizados de de fresa y citricos (mg/kg)

Id muestra Zn Id muestra Zn
(mg/kg) (mg/kg)

R1 2,91 R1 1,79

R2 3,87 R2 2,99

C1 R3 3,72 F1 R4 2,62

R4 1,32 R5 1,99

R5 6,08 R6 0,74

R1 3,20 R10 1,23

R2 2,60 R1 4,17

Cc2 R3 1,66 R2 2,78

R4 2,92 R3 3,30

R5 2,33 F2 R4 0,87

R1 4,94 R5 4,16

R2 4,23 R6 2,21

c3 R3 5,21 R7 2,23

R4 2,36 R2 0,68

R7 3,76 F3 R5 2,06

R8 3,20 R6 2,90

R1 9,32 R7 1,87

R2 8,15 Fa R2 2,29

R3 8,92 R3 1,64

C4 R4 3,18 R1 0,95

R5 3,37 R2 3,80

R7 3,80 F5 R3 2,65

R9 5,80 R4 1,49

R1 3,83 R7 3,17

c5 R5 0,98 R8 2,45

R6 1,82 R1 3,19

R7 0,65 R2 1,48

F6 R4 1,93

R6 1,98

R10 1,95

El contenido promedio de Zn en mieles de Hungria fue 2,3 mg/Kg, que es similar a lo
reportado por Batista et al. (2012) y Jevti¢, et al. (2012). La normatividad de la unién

europea y de la USDA para mieles, no tiene establecido la recomendacion méaxima de
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este elemento. Por tanto como al analizar su presencia como elemento esencial se
considera que el RDA de 6,5 mg/dia para adultos, segun la resolucién 3803 de 2016 de
Ministerio de Salud y Proteccion Social; los altos niveles de Zn en la dieta pueden causar

anemia y disminucion de la absorcién de cobre y hierro (Czipa et al., 2015).

3.5.5 Mercurio

El limite de cuantificacion de este elemento para esta investigacién fue 0,06 mg/kg. En
algunas de las muestras analizadas se detecté Hg, en rangos de concentracién de 0,06—
0,44 mg/kg (ver tabla 3-9).

Campos (2016), en un estudio similar reporté para mieles de varios municipios de
Boyac4, concentraciones de Hg entre 0,04 y 0,016 mg/kg. En esta investigacion en
promedio las mieles provenientes de citricos presentaron una concentracion mas baja de
mercurio que las provenientes de fresa con 0,23 = 0,12 y 0,25 = 0,10 mg/kg

respectivamente

Con respecto a otros paises, la concentracién promedio de Hg en mieles croatas fue de
0.00047 a 0.0025 mg/kg (Bilandzic, et al., 2014), en Siena, Italia, los niveles de Hg fueron
inferiores de 0.0020 mg/kg (Pisani et al., 2008), en Eslovaquia los niveles de mercurio
variaron de 0.001-0.0030 mg/kg en zonas no contaminadas industrialmente, con respecto
a concentraciones entre 0.050-0.21 mg/kg en muestras recolectadas en regiones con

una carga industrial importante de este metal (Toporcak, Legath, & Kul'kova, 1992).

Las cantidades de mercurio de las mieles de Eslovaquia y las reportadas en esta
investigacion de diferentes regiones colombianas, son similares a las concentraciones
reportadas por Carrerro, et al., (2013), quienes evaluaron mieles de paises
latinoamericanos con un manejo agrénomico similar como Venezuela, Argentina, Brasil y
ademas Australia, obtuvieron rangos de 0,013 a 0,15 ug/kg de Hg. Estas altas
concentraciones de Hg en la miel son una alerta que existen fuentes de contaminacién

de este metal a nivel téxico en el ambiente.

De acuerdo a las recomendaciones de la USDA en su informe VM3070, el maximo
contenido recomendable de Hg en mieles para consumo humano debe ser 0,05 mg/kg.
Varias de las mieles provenientes de Meta y Cundinamarca analizadas en esta

investigacion superaron el LMR recomendado por la USDA. No se presentaron
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diferencias significativas entre las concentraciones de Hg para las muestras recolectadas

en estos departamentos. Es importante identificar las posibles fuentes de contaminacién

de este metal téxico y su persistencia de acuerdo con un muestreo en el tiempo y con

una mayor poblacion de muestras.

Tabla 3-9. Cuantificacion de Hg en muestras de miel de abejas provenientes de cultivos
polinizados de fresa y citricos mg/kg.

Hg Hg
Id muestra (ma/kg) Id muestra (ma/kg)
R1 0,07 R1 ND
R2 0,08 R2 0,32
C1 R3 0,44 F1 R4 0,080
R4 0,21 R5 ND
R5 ND R6 ND
R1 0,45 R10 ND
R2 0,28 R1 0,25
Cc2 R3 0,080 R2 0,37
R4 0,060 R3 0,24
R5 0,21 F2 R4 0,10
R1 0,25 R5 0,11
R2 0,22 R6 ND
c3 R3 0,17 R7 ND
R4 ND R2 0,32
R7 ND F3 R5 0,32
R8 ND R6 ND
R1 0,33 R7 ND
R2 0,35 Fa R2 0,32
R3 0,25 R3 0.33
C4 R4 ND R1 0,14
R5 ND R2 0,33
R7 ND F5 R3 0,21
R9 ND R4 0,40
R1 0,28 R7 ND
c5 R5 0,27 R8 ND
R6 ND R1 0,35
R7 ND R2 ND
F6 R4 0,19
ND = no detectado R6 ND
R10 ND

Uno de las mayores fuentes antropogénicas de contaminacion de aguas y suelos con Hg,

es la explotacion de oro. Segun Ingeominas, para los afios 2012 y 2013, se produjeron

respectivamente en el pais 66.178 kg y 55.745 kg de oro. Los departamentos de

Cundinamarca y Meta, que es de donde proceden la mayoria de las muestras de miel
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tienen una actividad minera importante. Es probable que esta sea una de las fuentes de

contaminacién por Hg en las muestras de miel.

La miel y otros productos de la apicultura que contienen elementos traza toxicos a niveles
por encima de los limites establecidos por la legislacién suponen una amenaza para la
salud humana debido a los efectos negativos y acumulativos en el cuerpo. La exposicién
al mercurio (incluso a pequefas cantidades) debido a su acumulacion en el cuerpo puede
causar graves problemas de salud, y es peligrosa para el desarrollo intrauterino y en las
primeras etapas de vida. El mercurio puede ser toxico para los sistemas nervioso e

inmunitario, el aparato digestivo, la piel y los pulmones rifiones y ojos (Lopez, 2014).

En general los metales téxicos pueden provenir de fuentes externas como la
contaminacion industrial, fundicién, emisiones de las fabricas, la metalurgia no ferrosa, la
gasolina con plomo en las carreteras transitadas, procedimientos incorrectos durante las
fases de procesamiento y conservacion de la miel, asi como productos agroquimicos
como los fertilizantes que contienen Cd, Hg organico y pesticidas a base de As que

todavia se utilizan en algunos paises (Wang, Kliks, Jun, & Li, 2010).

De acuerdo con los contenidos encontrados en este estudio, es posible afirmar que la
miel es un muy buen indicador del medio ambiente, ya que refleja la variacion de el
contenido de elementos téxicos de acuerdo con las caracteristicas del entorno seguin su

persistencia en agua, suelo y aire (Zhang & Wong, 2007).

3.6 Conclusiones

El uso de la digestion via microondas present6 ventajas sobre los métodos tradicionales
en cuanto a cantidad de muestra, tiempo, manipulacion y gasto de reactivos necesarios
para la destruccion de la materia organica presente en la miel. La metodologia
desarrollada y validada es confiable y sensible para la determinacién de Cd, Cu, Pb, Zny

Hg en mieles, y acorde con los niveles de deteccion internacional requeridos.

La concentracion de Hg en las muestras de miel superé el LMR recomendado para
mieles de consumo humano, lo cual alerta de la contaminacion ambiental que existe de
este elemento en el pais, por tanto se deben generar medidas ambientales, que mitiguen

los efectos toxicos de este elemento en la poblacion colombiana.
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Las abejas son un bioindicador, que con las actividades de recoleccion de néctar y polen,
recogen contaminantes de diferentes fuentes, en este caso indican que el aire, agua y/o
suelos de algunos sectores de los departamentos de Meta y Cundinamarca se

encuentran altamente contaminados con Hg.

La presencia de Cu, Pb y Zn, fue determinada en concentraciones aptas para consumo

humano, el Cd no fue detectado en las mieles analizadas.

De acuerdo con los resultados encontrados, es evidente que las abejas tienen una mayor
sensibilidad frente a la presencia de los metales toxicos en el entorno, que frente a los
plaguicidas, lo que permite inferir que el entorno ambiental de las zonas de muestreo
estd mas contaminado con estos metales toxicos que con plaguicidas, a pesar de la
cercania a las actividades agricolas en las que fueron recolectadas las muestras, esto
puede explicarse por el hecho que mientras los plaguicidas son compuestos que se
degradan con el tiempo, difieren de los metales toxicos, cuya dinamica en el ambiente se

basa en el efecto de acumulacion.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se desarrollaron y validaron las metodologias analiticas que permiten evaluar la
inocuidad quimica de miel de abejas mediante el analisis de residuos de 50 plaguicidas
de amplio uso en Colombia, por el método QUEChERS modificado y su deteccion por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas y la determinacion de 5
metales toxicos (Cd, Pb, Cu, Zn y Hg) en mieles mediante digestion via microondas y su
cuantificacién por absorcion atémica de llama para Cd, Pb, Cu, Zn y con acoplamiento a
generador de hidruros para la mediciébn de Hg. Los niveles de deteccion desarrollados
permitieron cuantificar estos contaminantes por debajo de los LMR establecidos en

diferentes normativas.

Se evaluaron un total de 50 plaguicidas en muestras de mieles colectadas en cultivos de
citricos y fresas, en los departamentos de Cundinamarca y Meta. Como resultado, se
encontraron dimetomorf, tebuconazol, pirimicarb, metalaxilo y carbofuran, en el 22,7% de
las muestras de miel en concentraciones inferiores al LC, lo que indica que a pesar del
uso de insumos agricolas en la zona se muestreo, la presencia de estos plaguicidas en el

ambiente es baja.

Se demostrd la presencia de, Pb, Cu y Zn en miel de abejas por debajo de los LMR
disponibles, no se detectd Cd en ninguna de las muestras. No obstante, se detect6 un
contenido promedio de Hg (0,22 mg/kg para citricos y 0,25 mg/kg en fresa) en niveles
superiores a los LMR (0,05 mg/kg), lo que genera una alerta sobre el peligro de
contaminacién ambiental en la zona de estudio por los riesgos a la salud de los
consumidores de esta mieles y el efecto negativo que esto puede tener sobre la

supervivencia de las abejas y sus actividades de pecoreo.
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De acuerdo con los resultados encontrados, se evidencia que las abejas tienen una
mayor sensibilidad frente a la presencia de los metales toxicos en el entorno que frente a
los plaguicidas, lo cual se explica por el hecho que mientras los plaguicidas son
compuestos que se degradan con el tiempo, difieren de la dinamica de los metales

téxicos en el ambiente, por su efecto de acumulacion.

4.2 Recomendaciones

Ampliar la evaluacion de las mieles a plaguicidas con mayor tiempo de residencia en el
ambiente, como son los organoclorados y a otros plaguicidas de uso comercial en
Colombia, mediante técnicas complementarias como cromatografia de gases acoplado a

masas y/o otros detectores.

Profundizar el estudio de las fuentes de contaminacion de la miel por mercurio en las
zonas de muestreo de Cundinamarca y Meta, a través de la formulacion de un plan de

gestion de riesgos.

Con el fin de fortalecer la capacidad analitica en Colombia y brindar las herramientas
adecuadas para el control de la inocuidad quimica de los productos apicolas en Colombia
para consumo interno y para exportacion, es necesario avanzar en el desarrollo de
metodologias analiticas complementarias tales como evaluacién de medicamentos
veterinarios (antibiéticos) de acuerdo con los requerimientos internacionales para su

exportacion.
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