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llustracién pagina anterior procedente de un
cédice en pergamino del siglo XV; se encuentra
en la Biblioteca Real del Monasterio de EIl
Escorial. llustra el libro cuarto de El Georgicon de
Virgilio. Foto de Angel Diaz. Traduccion libre:
“Ahora voy a tratar de la miel aérea regalo
celestial: mira también, Mecenas, esta parte. Voy
a hablarte del maravilloso espectaculo de las
cosas minusculas: jefes esforzados, costumbres
detalladas de la raza entera, sus afanes, pueblos
y batallas. De asunto menudo es la tarea, mas no
es menuda su gloria si le dejan a uno las
divinidades hostiles y es escuchado por Apolo al

invocarlo”.
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I. INTRODUCCION

“La miel es como el sol de la madrugada: tiene el encanto del amor del estio y la

frescura de las frutas maduras del otofio”. Federico Garcia Lorca.






Introduccién

La presencia de residuos de antibidticos en productos alimenticios representa un
peligro potencial para la salud de los consumidores, debido a la aparicion de
reacciones alérgicas, desarrollo de resistencias bacterianas y modificaciones en la

flora intestinal.

En el ambito de la sanidad apicola, las tetraciclinas (antibiéticos de amplio espectro
que inhiben la sintesis proteica de las bacterias impidiendo su crecimiento) son
utilizadas como tratamientos terapéuticos frente a la loque americana (Paenibacillus
larvae) y la loque europea (Melissococcus pluton). La incorrecta utilizacion de estos
medicamentos puede dejar residuos en la miel, lo que constituye un riesgo para la

salud publica.

En la Unién Europea no hay fijados limites maximos para estos residuos (LMRs) en
miel (Reglamento CEE n° 2377/90), ya que su uso en apicultura esta prohibido. Sin
embargo, en paises como Cuba, Chile o Argentina, éste Ultimo uno de los
principales exportadores de miel a la Unién Europea, este limite esta establecido en

0,1 ug/g miel.

El limite maximo de estos residuos (LMRs) en otros alimentos como leche y carne
esta establecido en 0,1 ug/g, si bien es previsible que este valor vaya disminuyendo

conforme se desarrollen nuevos métodos de analisis y de deteccidon mas sensibles.

En la actualidad, hay numerosos métodos para el analisis de estos residuos en
diversas matrices, pero existen pocos métodos para determinar residuos de
tetraciclinas en miel, y ninguno de ellos oficial, debido principalmente a la
complejidad de este alimento dada la facilidad de las tetraciclinas para formar
complejos con metales y unirse a proteinas, condicionando con ello los procesos de
extraccion al obtenerse recuperaciones muy bajas. Otro problema importante a tener
en cuenta son las interferencias de la propia matriz en el analisis cromatografico, lo

que dificulta su identificacion.

En apicultura, siempre que se habla de enfermedades apicolas, hay que tener como
referencia la varroosis. Esta producida por el acaro Varroa destructor, perteneciente
a la familia Ixodidae. Este acaro coloniza la abeja asiatica (Apis ceranea), pero
debido a la expansion de la abeja europea productora de miel (Apis mellifera) a
zonas asiaticas, el parasito se ha adaptado a esta ultima, aumentando su nicho

ecolégico a cualquier zona donde esté presente la Apis mellifera (Anderson y
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Trueman, 2000). Es la enfermedad de mayor trascendencia econdémica en apicultura

a nivel mundial.

El éxito en el control de la varroosis depende de la efectividad del medicamento, el
cual debe permanecer en la colmena durante varias semanas para que todos los
acaros mueran, incluyendo los que van saliendo de las celdas junto con las abejas.
Las condiciones climaticas en Espafia exigen la utilizacién de productos de accion
prolongada que puedan cubrir todo el ciclo de la abeja. Este factor, unido en muchos
casos a una preparacion y aplicacion efectuada de forma artesanal (riesgo de
toxicidad para la persona que lo manipula y aplica, falta de control en la dosificacion,
la duracién y el tiempo de espera del tratamiento), provoca la posibilidad de
presencia de este tipo de residuos en los distintos productos de la colmena (miel,

polen, cera, jalea real), con el consiguiente riesgo para la salud de los consumidores.

Actualmente, los acaricidas estudiados en esta tesis presentan valores variables en
lo referente a LMRs a nivel de la Uniéon Europea: flumetrina, fluvalinato,

bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona, carecen de limites; cumafés 100 pg/kg.

Uno de los ultimos productos autorizados en Espafia ha sido Bayvarol® (flumetrina),
cuyo principio activo es un acaricida de sintesis de tercera generacion considerado
de baja toxicidad, siendo muy escasos los estudios de su presencia en mieles, asi
como poco estudiado el comportamiento, en cuanto a la estabilidad de su principio

activo en la colmena.

La miel, al igual que otros alimentos, es sometida a tratamientos tecnolégicos y a un
proceso de almacenamiento cuyas condiciones inciden directamente sobre su

calidad y en particular sobre los residuos que pueda contener.

Por el riesgo para la salud humana y por los posibles efectos toxicos que supone la
presencia de residuos en la miel, se hace indispensable la implantacién de

herramientas que posibiliten el control de dichos residuos.

Teniendo en cuenta la problematica anteriormente mencionada, en la presente tesis
doctoral, se han puesto a punto y validado sendos métodos de analisis multirresiduo
para la deteccion y cuantificacion de residuos de tetraciclinas y acaricidas de sintesis
en miel; se ha estudiado la estabilidad de las tetraciclinas en diferentes tipos de miel;
se ha realizado un estudio sobre la estabilidad de flumetrina en base a un estudio de
campo Y, finalmente, se ha procedido al analisis y evaluaciéon del riesgo de estos

residuos en mieles procedentes de la Comunidad Auténoma de Aragon.




2. OBJETTVOS

“Es de condicién muy excelente para gozar de buena salud y alcanzar la edad mas

secular, alimentarse de miel y untarse de aceite”. Demacrito de Abdera.






Obijetivos

Con la presente tesis se persiguen los siguientes objetivos:

1. Objetivos metodoldgicos:

- Poner a punto y validar un método de analisis multirresidual de

tetraciclinas en miel.
- Poner a punto y validar un método de analisis de residuos de

flumetrina y otros acaricidas de sintesis en miel.

2. Obijetivos analiticos:

- Estudiar la estabilidad de las tetraciclinas en diferentes muestras de
miel:
- Efecto de la pasterizacion.
- Efecto del tiempo de almacenamiento en oscuridad.
- Estudiar la estabilidad de la flumetrina en la colmena.

- Analizar residuos de acaricidas de sintesis en muestras de miel.

3. Objetivos de seguridad alimentaria:

- Evaluar el riesgo sanitario derivado de la presencia de residuos de

acaricidas de sintesis en miel.







3. REVISION BIBLIOGRAFICA

“Si buscas un modelo de conducta en un mundo de complejidad, nada mejor que

imitar el de las abejas”. Peter Miller
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3.1. Lamiel como alimento

3.1.1. Definicion y composicion

La miel se define como la “sustancia natural dulce producida por la abeja, Apis
mellifera, a partir del néctar de plantas o de secreciones de partes vivas de plantas o
de excreciones de insectos chupadores presentes en las partes vivas de plantas,
que las abejas recolectan, transforman combinandolas con sustancias especificas
propias, depositan, deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para que madure”
(Real Decreto 1049/2003).

La miel de flores es elaborada por la abeja a partir del néctar de las flores. A través
de su lengua, el néctar es ingerido y llega al buche donde se mezcla con enzimas de
la saliva que, junto con los que recoge del néctar floral, hidrolizan la sacarosa del
néctar en fructosa y glucosa, principales azucares contenidos en la miel. Cuando la
abeja regresa a la colmena, regurgita la carga del néctar en las celdillas proximas a
la entrada (Sainz et al., 2000), donde la deposita y pierde agua por evaporacion.
Transcurridos unos dias, el néctar que ha sido depositado en los alvéolos de los
panales, se deshidrata hasta una concentracién de agua de entre 14 y 25%, al
mismo tiempo que la concentracién de azucares se eleva hasta el 70-80% y su
espectro de azucares se modifica por la accion enzimatica. Finalmente, la abeja
recubre la celdilla con miel ya madurada mediante un opérculo de cera (Jean-Prost,
2001).

Ademas de estos azucares y enzimas, los principales componentes de la miel son
agua, sacarosa, maltosa, acidos organicos, minerales, aminoacidos, pigmentos,

proteinas y compuestos fendlicos.
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Tabla 1. Principales componentes de la miel, segun Sainz et al. (2000).

Agua 17,2%
D-levulosa (fructosa) 38,2%
D-dextrosa (glucosa) 31,3%
Sacarosa 1,3%
Maltosa 7,3%
Polisacéaridos 1,5%

Acidos libres (4cido glucénico) 0,4 meg/kg
Lactona (glucolactona) 0,1%
Nitrégeno 0,1%
Cenizas 0,2%

En cuanto a las caracteristicas organolépticas, la miel tiene un color que puede
variar desde incoloro a pardo oscuro, practicamente negro. Puede tener una
consistencia fluida, espesa o cristalizada (en parte o en su totalidad). El sabor y el

aroma pueden variar, dependiendo del origen vegetal.

3.1.2. Estructura del sector apicola

Hasta muy recientemente, no se ha contado con suficientes datos oficiales relativos
a este sector. El afio 1997 puede considerarse como el punto de partida para un
mejor conocimiento del mismo. Es en ese afio cuando a la actividad apicola se le da
cobertura legal comunitaria, a través de un Reglamento que pretende fomentar la
produccion y comercializacion de miel en la Union Europea y que se instrumenta a

través de Programas Nacionales de Medidas de Ayuda a la Apicultura.

3.1.2.1. Comercio mundial de miel

La produccién mundial de miel alcanzé 1.381.000 Tm en 2005 y desde 1996 ha
aumentado un 25%. Asia constituye el area mas importante de produccién de miel a

escala mundial, seguida de Europa y América del Norte.
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Figura 1. Distribucién de la produccion mundial de miel.
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Desde 2004, con la ampliacion a diez nuevos Estados miembros, la UE se ha
convertido en el segundo productor mundial. En 2005, la UE produjo 174.000 Tm de
miel, equivalente al 13% de la produccion mundial, mientras que China consolid6 su

posicion de primer productor mundial con una produccién de 305.000 Tm.

En 2005, las exportaciones mundiales de miel alcanzaron 325.000 toneladas.
Argentina exporté 108.000 Tm y se convirtié en el primer exportador (mas del 30%
del comercio mundial. China, que habia sido tradicionalmente el primer pais

exportador, ha registrado una disminucién bastante importante desde 2001).

Entre los demas paises exportadores, algunos como la India han desarrollado
recientemente su comercio exteriorr En cambio, Brasil ha reducido
considerablemente sus exportaciones, sobre todo por razones sanitarias. Desde
2006, Brasil no estaba autorizado para exportar a la UE, recientemente (mediados
del 2008) esta prohibicién ha sido levantada. También Turquia ha reducido

muchisimo sus exportaciones.

Desde finales de los afios setenta, las importaciones mundiales no han cesado de
aumentar, debido al incremento del consumo de productos naturales y dietéticos, al
dinamismo de algunos operadores a la hora de introducir mieles especiales o a
precios reducidos, habitualmente en forma de mezclas, y al aumento de la utilizacién

industrial de la miel.

El principal mercado de importacién sigue siendo la UE, que en 2005 absorbié cerca

del 45% de la miel importada en el mundo. Norteamérica es la otra gran region
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importadora. Alemania y el Reino Unido representan casi el 70% del total importado
por la UE en 2005.

La Unién Europea es deficitaria en miel y habitualmente necesita importar
aproximadamente la mitad de la miel que consume; el nivel de autoabastecimiento,
que en el periodo de 2004 a 2005 fue del 54,2%, ha mejorado, desde la ampliacion

de la UE a veinticinco paises.

Figura 2. Principales paises comunitarios importadores de miel en el afio 2005 (Tm).
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La UE importa alrededor de 150.000 Tm de miel al afio. Argentina sigue siendo el
primer proveedor de la Union Europea, con cerca del 50% de las importaciones

comunitarias en 2005.

Figura 3. Origen de las importaciones de miel a la Union Europea afio 2005.

Uruguay  China39%  India31% Resto 15,5%
3.9%

Chile 4,6%

Rumania 4,7%

Brasil 7,7%

S

—

o
Méjico 8,8 % _ o )
— Argentina 47,9%

Las exportaciones comunitarias a terceros paises representan poco mas del 3,5%

de la produccién de 2005. Los principales paises comunitarios exportadores de miel
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son Alemania y Espafia con cerca de la mitad de las exportaciones comunitarias en

2005 siendo el principal destino de esas exportaciones Suiza.
Figura 4. Principales paises comunitarios exportadores de miel en el afio 2005 (Tm).
Reino Unido; 361;

6% Italia; 361; 6%
Austria; 465; 8% | Dinamarca; 258; 4%

Resto UE; 505; 8%
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Francia; 782; 13%,
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Figura 5. Destinatarios de las exportaciones de miel de la Unién Europea. Afio 2005.
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En la UE, el precio medio de importacion ha sufrido un considerable descenso desde
2003, habiendo pasado de 2,31 euros/kg a 1,29 euros/kg. Este precio es bajo,
ajustandose al de principios de 2000 (antes de que se prohibiera la importacion de

miel china, debido a presencia de antibidticos en estas mieles).

Los tres primeros productores de miel de la UE son Espafa, Alemania y Hungria,
que en 2004-2005 produjeron, respectivamente, 32.000, 26.000 y 19.500 Tm. La
produccién de los diez Estados miembros que se adhirieron en 2004 es de
aproximadamente 43.000 Tm, lo que equivale al 25% de la produccion total de la

UE. Entre esos Estados miembros, Hungria y Polonia son los mayores productores.

Nota: Los datos de este apartado se han obtenido apartir de Ayet, 2007 (Domuento Comision Europea)




Revisidn bibliografica

3.1.2.2. Estructura del sector apicola nacional

Segun datos del Registro de explotaciones apicolas en Espafa, el censo de
colmenas en marzo de 2007 asciende a 2.320.949, lo que supone un descenso de

un 6% respecto al existente en 2004.

No obstante, el nivel de profesionalizacién del sector sigue aumentando en nuestro
pais (el 25% de los 23.265 apicultores totales), entendiendo por apicultor profesional
aquél que tiene mas de 150 colmenas. La media de colmenas por apicultor
profesional asciende a 325, mientras que en los apicultores no profesionales

cuentan con una media de 26 colmenas.

Segun datos del antiguo Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion (MAPA)
(actual Ministerio de Medio Ambiente, Rural y Marino, MARM), la produccién total de
miel en Espafia en el afo 2006 se situé en 28.998 Tm siendo las Comunidades
Auténomas de Valencia, Extremadura, Andalucia y Castilla y Ledn las que poseen
unas producciones de miel mas altas (Figura 6). El tipo de miel que predomina en

Espana es la llamada “milflores”, el 61% de la produccion total en el afio 2006.

Figura 6. Produccion de miel en Espafia (Tm) en 2006. Distribucion por

Comunidades Auténomas.
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Fuente: Programa Nacional de medidas de ayuda a la apicultura en Espafia. 2008-2010. MAPA, 2007.

En cuanto al balance comercial, el grado de autoabastecimiento en Espafia se situa
en torno al 82%, tras la ligera bajada producida en los ultimos afios por la reduccion
de la produccion. Como puede verse en la figura 7, las importaciones y

exportaciones en nuestro pais se mantienen estables en los ultimos afios.
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Figura 7. Evolucion de la balanza comercial del sector de la miel en Espana.
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Fuentes: Comision de la UE y Departamento de aduanas e importaciones Especiales (Agencia Tributaria).

La mayor parte de las importaciones espafolas (79,2%) tienen origen
extracomunitario (Argentina, China, Uruguay y Cuba, principalmente), alcanzando
las 13.917 Tm frente a las 3.649 Tm procedentes de la Unién Europea (Alemania,

Francia y Portugal).

En lo que se refiere a las exportaciones, el principal mercado para las mieles
espanolas continta siendo el intracomunitario (9.614 Tm), destacando Francia,
seguida de Alemania, Portugal y Grecia. El mercado con terceros paises (1.543 Tm)

incluye, principalmente, Marruecos, Argelia, Tunez e Israel.

En las dos siguientes figuras (8 y 9) se pueden apreciar las transacciones

comerciales espafiolas de miel mas significativas.

Figura 8. Importaciones espafolas en Figura 9. Exportaciones espanolas en
2006(Tm). 2006(Tm).
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Dada la escasa importancia econémica de la apicultura en el conjunto de la
produccion ganadera en nuestro pais, son escasos los datos oficiales sobre la
valoraciéon econdémica de este sector. Sin embargo, sobre la base de precios,
numero de colmenas y producciones, se puede estimar el valor de facturacién del
sector apicola en, aproximadamente, el 0,44% sobre la Produccion Final Ganadera y

en el 0,17% de la Produccién Final Agraria.

Mas importante que el valor econémico de las producciones de la colmena, es el
papel que juegan las abejas en el contexto medio ambiental derivado de su funcién
polinizadora, habida cuenta de su repercusién en el desarrollo rural, el equilibrio
ecoldgico, en tanto en cuanto constituye la base para la conservacion y la diversidad
de las plantas que dependen de la polinizacién, lo que contribuye a elevar la
productividad de gran parte de los cultivos, aprovechando recursos no utilizados por
ninguna otra actividad productiva. Por ello, la produccion apicola se configura como
uno de los mejores modelos de produccién sostenible, en la que confluyen intereses
econdmicos y sociales, contribuyendo a fijar la poblacion en el medio rural y a

mejorar las condiciones medioambientales.
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3.2. Actividades apicolas

3.2.1. Manejo del apiario

Con objeto de obtener una produccién apicola rentable y de maxima calidad, el
apicultor realiza una serie de actividades que se van programando a lo largo del afo,
en funcién de la biologia del insecto y de las condiciones medioambientales. A
continuacion, se describen las actividades mas significativas de cada época del afio

en la Comunidad Autbnoma de Aragon.

Primavera:

Se hace una revisién completa de la colmena, eligiendo un dia soleado para ello. Se
limpian los fondos de la colmena, que tienen restos de cera y de abejas muertas. Si
la primavera ha sido lluviosa es posible que exista una acumulaciéon de humedad
dentro de la colmena y como consecuencia pueden aparecer partes enmohecidas
que se eliminaran. Ademas, podria favorecer la aparicion de algunas enfermedades
como son nosemosis y amebosis. Para eliminar el exceso de humedad se realiza un

orificio por encima de la zona de cria, creando una corriente de aire.

Al llegar la primavera, comienza la época de reproduccion y con ello un aumento de
la poblacién y la produccién. Por ello, cuando todos los panales se encuentran
ocupados con miel, polen, néctar y cria, debe aumentarse el tamafo de la colmena,
mediante la adicion de una o varias alzas, para evitar que la reina se lleve parte de

la colonia a otra ubicacion por falta de espacio (fenémeno de enjambrazoén).

Es muy importante que los cuadros con celdillas dedicadas a la cria se renueven, ya
que con el nacimiento de las crias, estas celdillas se van haciendo cada vez mas
pequenas y, si la cera con la que las abejas han elaborado estas celdillas es muy
vieja, ésta es menos maleable, produciendo abejas mas pequefias y débiles. Estos
panales también disminuyen la calidad de la miel ya que la acidifican dando sabores

desagradables. Se aconseja una renovacion total cada 5 anos.

En esta época se cata la miel de primavera y, posteriormente, se aplica el primer

tratamiento frente a Varroa.
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Verano:

Se han de realizar inspecciones periddicas para comprobar el estado sanitario de la
colmena, asi como el comportamiento de la colonia. Si hay mucha produccion de
miel se colocan mas alzas. Se mira el nivel de Varroa y se realiza un primer corte,

castrado o recogida de la miel. Se eliminan los cuadros con cera vieja.

En este periodo estival se realizan las tareas de sustitucién de las reinas de mas de
dos afos de edad para evitar la enjambrazoén. Las reinas de peor calidad también se

sustituyen.

Otono:

En esta época se cata la miel de otofio. Una vez que la miel es retirada de los
apiarios, comienza el segundo periodo de tratamientos sanitarios y la preparacion de

las colmenas para el invierno.

Para poder adecuar el espacio de la colmena al tamafio de la colonia, se disminuye
el numero de cuadros ya que cuanto mas espacio exista, mayor sera el gasto

energético de la colonia para poder mantener la temperatura a 35° C.

Se debe vigilar la cantidad de miel y polen presente en la colmena y, si no fuera
suficiente para pasar el invierno, se proporcionaria alimentacién suplementaria a las

abejas.

Se reduce el tamafio de las piqueras en funciéon del tamafio de la colonia, si las
piqueras son muy grandes entrara frio a la colmena, con la consiguiente pérdida de

energia de la colonia.

Si existieran colmenas débiles que no sobreviviesen al invierno, se realizaria la
unién de varias de estas colmenas para obtener una colmena mas fuerte, evitando
asi la pérdida de la poblacion. Se elimina la reina de la colonia débil, se coloca la
colonia fuerte sobre la débil y, entre ellas, un soporte con solucion de plantas
aromaticas o un excluidor de reinas para que se mezclen poco a poco. Después se
elimina la colmena débil y los panales de cria y alimento se pasan a la colmena

fuerte.
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Invierno:

Se realizan inspecciones y estimaciones de las reservas de miel de la colmena. Si
se estima que la colmena tiene poca miel de reserva, se puede administrar a la
colmena alimentacion suplementaria para las abejas. No es muy aconsejable en
esta época abrir mucho la colmena, evitando asi un descenso brusco de
temperatura. Cuando se revisa una colmena, se ha de tener en cuenta que no se
debe abrir si llueve o hace mucho frio, ya que se enfria el interior que esta a unos

35° C. Es mejor esperar a que la temperatura exterior esté por encima de 12° C.

3.2.2. Obtencion de la miel

El cumplimiento de Buenas Practicas de Fabricacién en todas y cada una de las
etapas del proceso permite la obtencion de un producto natural sano y de calidad. La
cosecha de miel o cata se realiza tras la mielada, cuando los aportes de néctar han
cesado y al menos tres cuartas partes de las celdillas del panal estan operculadas.
Tras la expulsion de las abejas mediante un ahumador, se extraen los cuadros de la
colmena y, posteriormente, se procede al desoperculado de los mismos, y a la
extraccion de la miel de las celdillas mediante una centrifuga, manual o eléctrica. La
miel recogida es sometida a un posterior filtrado y, a continuacién, pasa a un
madurador donde las impurezas que han quedado ascienden a la superficie y son
eliminadas. En la etapa de maduracién la miel sufre un proceso de deshidratacion y
cambios quimicos. La pasterizacién es un tratamiento por el que la miel alcanza una
temperatura de 78° C durante 1 minuto, o bien 82° C durante 3 segundos, para

después enfriarla rapidamente. Finalmente, la miel se envasa para su distribucion.

Descripcion mas detallada de las diferentes etapas:

Seleccion de cuadros: en el proceso de recoleccion de la miel es importante catarla
con un adecuado grado de madurez. Se deberan elegir aquellos panales con un
porcentaje de humedad suficientemente bajo como para garantizar su conservacion
sin riesgo de fermentacién, es decir, con un valor de humedad inferior al 18,5%
(Gémez, 2004). Para ello, se seleccionan aquellos panales que se hallan

operculados al menos 2/3 partes de su superficie.
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Desoperculado: consiste en eliminar la capa de cera con la que las abejas han
cubierto las celdas del panal una vez que la miel estda madura. Puede hacerse

manualmente o mediante el empleo de maquinas especificas.

Desoperculado manual: las herramientas que se utilizan para esta operacién son
diferentes tipos de cuchillos y cardas o peines. El equipo se completa con un banco
desoperculador de fondo inclinado, que sirve de apoyo al cuadro y recoge la cera
junto con la miel que resultan del corte. Una vez posicionado el panal, se procede a
cortar cuidadosamente la superficie del panal con un cuchillo caliente, por ambas
caras, tratando de obtener hojuelas de cera lo mas finas posible. A continuacién los
cuadros desoperculados pueden pasar directamente al extractor (Salvachua et al.,
2005).

Desoperculado mecéanico: en el mercado existen muchos modelos de maquinaria
para realizar este trabajo. Se pueden clasificar en tres grupos: de corte, de percusién
y mixtos. En las maquinas de corte los cuadros pasan frente a una cuchilla caliente
que vibra; es muy dificil de adaptar a la superficie y a la heterogeneidad de los
panales. Pueden cortar por una sola cara o por ambas a la vez, y operar tanto de

manera horizontal como vertical.

Extraccion: es la operacion mediante la cual se saca la miel de los panales. En la
actualidad esta tarea se realiza con la ayuda de equipos que se sirven de la fuerza
centrifuga para la extraccion. El extractor consiste en cuerpo cilindrico en cuyo
interior se aloja un bastidor adaptado al tipo de cuadros con que trabaja. Cuenta con
uno o mas grifos en la parte inferior para la salida de la miel. Al girar, la fuerza
centrifuga expulsa la miel de las celdillas proporcionalmente a la velocidad de giro y
al radio del aparato. Segun la posicién en la que se acomodan los cuadros existen

extractores radiales o tangenciales.

Depuracion: La depuracion es el proceso mediante el cual se libera la miel de todas
las particulas extrafias que la acompafan. Se puede llevar a cabo por decantacion y
por filtracion. Segun el método de desoperculado que se utilice, del extractor sale un
producto que contiene en suspensidon una cantidad muy variable de cera e
impurezas como: fragmentos de abejas, polen, burbujas de aire, madera y otros

cuerpos extrafos (Salvachua et al., 2005; Piana et al, 1989).

Decantacion: Es el proceso fisico mediante el que sustancias no miscibles, se

separan por diferencia de densidades. Las particulas de cera y las burbujas de aire
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tienden a llegar rapidamente a la superficie. La rapidez del proceso de ascension
depende de las caracteristicas fisicas de estas cargas: peso, tamafio y forma,
principalmente, asi como viscosidad de la miel, temperatura de la sala de extraccion

y de la forma y altura de los recipientes en los que se almacena.

En los clasicos bidones en los que se almacena la miel puede producirse este
proceso de forma espontanea, pero si son contenedores muy estrechos o altos, la
decantaciéon puede interrumpirse por una pérdida de fluidez o por la cristalizacion
que pueda iniciarse. En salas de extraccibn mecanizadas se utilizan bancos de
decantacidn que tienen paredes atemperadas mediante resistencias eléctricas o
sistemas analogos, que permiten que el proceso se haga en continuo solventando

los problemas resefiados anteriormente (Salvachua et al., 2005).

Filtracion: Es la operaciéon que separa particulas soélidas contenidas en un fluido al
paso de éste por una lamina perforada, malla o material poroso sobre la que quedan
retenidos los sélidos con los que se ha mezclado. El filtrado puede hacerse a presién

y/o por gravedad.

Para que el proceso de filtracion sea eficiente es necesario que la miel esté fluida. Si
la viscosidad es muy alta, debera reducirse un poco por accion del calor, teniendo

presente que cuanto mayor sea la superficie del filtro mas rapido sera el proceso.

En los filtros con forma de embudo, la miel filtrada resbala por el plano inclinado de
los bordes en vez de caer perpendicularmente, evitando de este modo la

incorporacion de burbujas al producto.

Cuando el volumen de miel es importante se utiliza el filtrado a presién, haciendo
pasar la miel por un circuito, impulsada mediante una bomba hasta llegar a un
cartucho filtrante donde quedan retenidas las impurezas. Para trabajar en continuo
se instalan dos o mas tubos en paralelo, de manera que siempre haya uno activo

mientras que se limpia el que se va obstruyendo.

Envasado y almacenamiento: la miel limpia y decantada se suele guardar en
bidones de diferente capacidad, normalmente entre 35 y 300 kg, hasta el momento
del envasado o venta a un envasador. Es importante tener especial cuidado con los
materiales de envasado, ya que deben tener calidad alimentaria. Se suelen utilizar
depdsitos industriales o bidones de acero inoxidable u otros materiales revestidos

con pinturas alimentarias de resinas epoxi. Asimismo, es importante tener unas
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condiciones ambientales adecuadas: lugar fresco, seco y con buenas condiciones

higiénicas del local y de las instalaciones (Gémez, 2004).

Figura 10. Esquema de obtencion y procesado de la miel
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3.3. Enfermedades mas importantes de Apis mellifera

La productividad de una colonia de abejas y su capacidad de sobreponerse a
condiciones adversas, depende de varios factores externos e internos

estrechamente relacionados.

Desde el punto de vista sanitario, se han descrito mas de 20 enfermedades que
afectan a la abeja melifera (Apis mellifera) (Tabla 2), si bien menos de 10 son de
verdadera importancia. Ninguna de las enfermedades apicolas se transmite al
hombre (SAGARPA, 2007).

Tabla 2. Enfermedades de la abeja melifera (Apis mellifera) (Moreno).

Denominacion
Loque americana
Loque europea
Varroosis
Brauliosis
Tropilaelapsosis
Acaro pruriginoso del heno
Nosemosis
Acarapisosis
Amebosis
Apimiosis
Ascosferosis
Aethinosis

Esfinge calavera (mariposa)

Polilla de la cera (galleriosis)

Cria ensacada o pollo
sacciforme

Parélisis de la abeja negra
(aguday crénica)

Tipo de agente
Bacteria
Bacteria

Acaro ectoparasito

Diptero ectoparasito

Acaro ectoparasito

Acaro ectoparasito

Microsporidio endoparasito

Acaro endoparasito

Ameba endoparasito

Diptero endoparasito

Hongo heterotélico

Coledptero

Lepiddptero

Piralido

Virus

Virus

Agente causal
Paenibacillus larvae
Melissococcus pluton
Varroa destructor
Braula coeca
Tropilaelaps clareae
Pyemotes ventricosus
Nosema apis
Acarapis woodi
Malpighamoeba mellificae
Senotainia tricuspis
Ascosphaera apis
Aethina tumida
Acherontia atropos

Galleria mellonella, Achorioa
grisella

Morator aetatulae

Virus tipo RNA
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3.3.1. Varroosis

Esta enfermedad de origen bidtico es, sin duda, una de las mas importantes y de
mayor incidencia sanitaria y econémica, siendo considerada como la enfermedad
parasitaria principal de las abejas. Como dato que lo corrobora, valga el hecho de
que entre el 35 y el 46% de los fondos econdmicos de la Union Europea destinados
a la apicultura, entre los afios 2001 y 2006 (ambos incluidos), se dedicaron a la

lucha frente a la varroosis (Ayet, 2007).

Esta patologia empezd a aparecer en los apiarios europeos a final de la década de
los setenta proveniente de Asia (Thompson et al., 2002). La varroosis esta causada

por el acaro Varroa destructor, perteneciente a la familia Ixodidae.

Foto 2: Varroas sobre una obrera

Foto 1: Varooas sobre pupa de obrera

Este acaro coloniza la abeja asiatica (Apis ceranea), pero debido a la expansion de
la abeja europea productora de miel (Apis mellifera) a zonas asiaticas, el parasito se
ha adaptado a esta ultima, aumentando su nicho ecoldgico a cualquier zona donde

esté presente Apis mellifera (Anderson y Trueman, 2000).

El agente es un artropodo ectoparasito que succiona la hemolinfa del hospedador,
tanto de la cria operculada como de la abeja adulta. Hay dos tipos de dafos que
causa este parasito. Uno directo sobre la cria, de cuya hemolinfa se alimentaran
tanto la Varroa progenitora como su descendencia, causando diferentes
malformaciones durante el desarrollo y generando abejas de menor tamano, cuerpo
deforme y alas atréficas. Estas malformaciones invalidan a las abejas para el normal
desarrollo de sus funciones en la colonia, por lo que acaban siendo eliminadas. El
otro tipo de dano es indirecto: al succionar la hemolinfa de sus hospedadores, se
puede favorecer la transmisién de enfermedades, especialmente de cuadros viricos.

Probablemente, estos virus pueden ser responsables ultimos de gran parte de las
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pérdidas atribuidas al parasito (Puerta et al., 2001; Ritter, 2001) e, incluso, del

sindrome de despoblamiento de las colmenas, de gran actualidad sanitaria.

3.3.2. Loques

La loque americana ya fue descrita por Aristoteles (384-322 a. de C.) como la
‘enfermedad del moho” por su olor repugnante (Crespo et al, 2006). El agente
causal de la loque americana es Paenibacillus larvae, bacteria esporulada, cuyas
formas de resistencia pueden sobrevivir hasta 35 afos en el medio ambiente y, en
particular, en productos de la colmena como miel, propdleos, polen, cera y en la
propia colmena (SAG, 2006). Para De Jong (2004), la problematica de esta
enfermedad reside en su dificil control y erradicacién debido a la gran resistencia de
los esporos de P. larvae, los cuales pueden sobrevivir a temperaturas de 100° C y a

la mayoria de los desinfectantes quimicos.

Los esporos de P. larvae, sélo pueden germinar y multiplicarse en el aparato
digestivo de la larva, a continuacion traspasan el intestino y llegan a la hemolinfa,
donde siguen su multiplicacién y finalmente provocan la muerte de la cria (SAG,
2006).

La principal via de transmision de este agente es la contaminacién cruzada de la
miel mediante el pillaje a colmenas enfermas o muertas, el intercambio de material
contaminado entre colmenas, el uso de herramientas contaminadas, y/o la

alimentacion de las abejas con miel contaminada.

La enfermedad cursa con opérculos hundidos de color oscuro y larvas

semidescompuestas formando una masa liquida de olor desagradable.

Foto 3: Prueba del “palillo” para el diagndstico de loque americana
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3.4. Tratamientos sanitarios en apicultura

En cada apiario se realizan dos controles sanitarios al afio, en otofio y primavera, en
épocas de postcosecha. Los tratamientos sanitarios frente a determinadas
enfermedades como micosis, polilla y otras requieren un procedimiento de limpieza y
desinfeccion de las colmenas afectadas. En otras enfermedades, como varroosis,
loques y nosemosis, se hace necesaria la aplicacion de medicamentos, respetando
las buenas practicas veterinarias, con el fin de lograr la maxima eficacia de su
principio activo y de que en la miel no queden residuos por encima de los limites

maximos permitidos que pudieran afectar a la salud del consumidor.

En la tabla 3 se recogen los tratamientos sanitarios frente a las enfermedades mas

comunes de las abejas.

Tabla 3. Tratamientos de las enfermedades mas comunes en apicultura.

Enfermedades Tratamiento sanitario

Principio activo: Clorobenzilato, Bromopropilato,
Varroosis Amitraz, Fluvalinato, Flumetrina, Cumafés,
Acidos organicos y Aceites esenciales
Eliminacion cera contaminada, aislamiento
colmenas enfermas y desinfeccion del material
Bacteriosis de las abejas Principio activo: Antibioticos (Tetraciclinas y
Sulfamidas)
Nosemosis Principio activo: Antibiéticos (Fumagilina)
Eliminacion cuadros afectados y desinfeccion del

Amebosis ;
material

Virosis de las abejas Profilaxis

Eliminacion cuadros afectados

Micosis de las abejas Principio activo: Tiabendazol y Ecomazol
Principio activo: Bromopropilato

Pigjillo de las abejas Otros (Nicotina, Mezcla de alcohol y aguarras)

Bacillus thuringiensis (B-401) y desinfeccion del

Polilla de la cera .
material

Fuente: http://www.infoagro.com/agricultura_ecologica/apicultura.htm

Los principios activos pueden aplicarse de diferentes maneras en funcion de su
presentacion comercial. Asi, el cumafdés se comercializa como Perizin® (goteo),

ChekMite® (tiras) y Asuntol® (solucion); el cimiazol forma parte del Apitol® (granulos
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solubles); el amitraz, mediante el producto comercial Apivar® (tiras), se utiliza como

acaricida contra la varroosis.

El producto comercial del bromopropilato es el Folbex VA Neu. Su aplicacion se
realiza mediante combustion de tiras fumigenas en el interior de la colmena. Durante
la combustiéon del bromopropilato se forma el metabolito 4,4 -dibromobenzofenona
(Zimmerman et al, 1993; Klein et al., 1986). La problematica surgida por los residuos
asociados a este acaricida hace que en muchos paises este producto ya no se

aplique en apicultura (Adamczyk et al., 2007; Mutinelli, 2003).

Los productos comerciales de fluvalinato son Klartan® y Mavrik® (soluciones de
goteo) y Apistan® (tiras). La flumetrina es un insecticida ectoparasitario de liberacion

lenta, similar al fluvalinato; su producto comercial es el Bayvarol® (tiras).

De todos ellos, se va a describir en detalle el uso en apicultura de antibiéticos
(tetraciclinas), acaricidas de sintesis de tercera generacion (flumetrina) y de uso
convencional (fluvalinato, cumafds, bromopropilato, 4,4 -dibromovenzofenona) por

ser el objeto de estudio de esta tesis doctoral.

3.4.1. Tetraciclinas
3.4.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas y modo de accién

Las tetraciclinas son derivados de la naftacenocarboxamida policiclica. Son
antibiéticos de amplio espectro, que impiden el crecimiento de bacterias mediante la
inhibicion de la sintesis proteica. Actuan sobre bacilos y cocos Gram (+), bacilos
Gram (-) [H. influenzae, Brucella, Legionella pneumophyla, Helicobacter pilory,
Borrelia recurrentis], asi como sobre Rickettsia, Mycoplasma, Chlamydia y

Spirochaetes.

Estructuralmente, poseen un esqueleto comun de octahidronaftaceno formado por
cuatro anillos condensados. Las tetraciclinas son compuestos anféteros y muchas
de ellas forman sales solubles en agua, tanto con acidos como con bases fuertes.
Las sales acidas que se forman por la protonacioén del grupo dimetilamino unido al
atomo de carbono 4 son estables. Las sales basicas que se forman con hidréxido

sodico y potasico son inestables.

El sistema cromdforo comun les confiere color amarillo. En cada tetraciclina existen

tres grupos ionizables, con los siguientes valores de pKa: 3,5; 7,7 y 9,5.
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Debido a la presencia de grupos que pueden formar varios puentes de hidrégeno
intermoleculares, las tetraciclinas tienen propiedades quelantes y forman complejos
insolubles con sales de hierro, calcio, magnesio o aluminio. Por tanto, para una
mejor absorcion digestiva no deben administrarse con leche o con otros productos

lacteos, aminoacidos u otros productos que contengan estas sales.

En disoluciones de pH intermedio (de 2 a 6) las tetraciclinas experimentan
epimerizacion en el atomo de carbono 4, alcanzandose el equilibrio cuando
aproximadamente se han formado cantidades iguales de ambos isdbmeros. Los
acidos y bases fuertes inactivan las tetraciclinas que poseen un grupo hidroxilo en la
posicion 6, formando anhidrotetraciclinas e isotetraciclinas. Los esfuerzos
efectuados para superar esta inactivacion han conducido al desarrollo de la 6-

desoxitetraciclina que es mas estable y posee una accion mas prolongada.

Segun su origen, se distinguen tetraciclinas naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina,
tetraciclina, demeclociclina) y tetraciclinas semisintéticas, con el grupo carboxamido

inalterado (doxiciclina, metaciclina, minociclina, sanciclina).

Las estructuras quimicas de las principales tetraciclinas utilizadas como tratamientos

veterinarios se muestran en la Figura 11.

Figura 11. Estructura quimica de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y

doxiciclina.

Oxitetraciclina Tetraciclina
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3.4.1.2. Uso de tetraciclinas en apicultura

Los antibioticos se emplean con fines terapéuticos en sanidad humana y animal,
ademas de ser incorporados en la alimentacion de los animales de abasto como

promotores del crecimiento.

El resultado inmediato del tratamiento con tetraciclinas es una disminucion rapida de
los sintomas clinicos. Sin embargo, se debe considerar que estos farmacos actuan
solamente sobre la fase vegetativa de la bacteria, sin tener ninguna accién sobre los
esporos, con lo cual la colmena continda con la enfermedad sin presentar signos
clinicos (SAG, 2006).

En Espafia, el uso de tetraciclinas en apicultura esta prohibido, tanto en tratamientos
paliativos contra la loque como en tratamientos preventivos. Pero en otros paises
esto no sucede asi, comprobandose que la eficacia del tratamiento con tetraciclinas
es muy variable. Los resultados dependen del grado de contaminacion del colmenar,
del manejo del apicultor y de la variabilidad de factores ambientales que influyen en

el curso de la enfermedad.

A pesar de su prohibiciéon, no es infrecuente la utilizacion de los productos con
tetraciclinas en Espafa como medida profilactica. Una de las formas de aplicacion
es con jarabe de azucar (5 g de producto en 250 ml de jarabe de azucar),
administrado mediante un alimentador individual de colmena, 1 vez cada 5 dias,
durante 20 dias. Otra forma de aplicacion es mojando las abejas con el jarabe para

que éstas se limpien.

Asimismo, es posible proporcionar a la colmena oxitetraciclina en polvo (pureza del
5,5-6%, soluble en agua y solventes organicos). Para su administracién, se mezclan
100 g de producto comercial con 400 g de azucar glasé, aplicandose 20 g de esta
mezcla a cada colonia, durante 20 dias repartida en 4 tomas. Es importante evitar el

contacto directo con la larva para no matarla y con la miel para no contaminarla.

Otra manera de administrar el antibiético es mediante el empleo de tortas
preparadas mezclando 150 g de manteca vegetal, 300 g de azucar glasé y 20 g del
producto comercial. Esta masa se deposita en la zona alta de los cuadros de la
camara de cria. Esta torta permite la administracion de antibidtico a la colonia

durante 4-6 semanas.
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3.4.2. Flumetrina

3.4.2.1. Caracteristicas fisico-quimicas y modo de accion

La flumetrina (c-ciano-4-fluoro-3-fenoxibenzil 3-(B,4-diclorostiril)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato), es un piretroide sintético apolar, no volatil, soluble
en grasa y termoestable (Figura 12). Pertenece al grupo de piretroides sintéticos
llamados de tercera generacién, fotoestables y con sustancia activa mas purificada y
concentrada, lo que les diferencia de los de primera y segunda generacion,

respectivamente.

Figura 12. Estructura quimica de la flumetrina.
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La actividad de los piretroides esta muy relacionada con su estereoquimica. La
flumetrina es un éster en forma cis, que es metabolizada mejor por el acaro que la

forma trans y, por consiguiente es mas activa (Zerba, 1988).

La flumetrina, como piretroide, actia sobre los canales de Na’ en el sistema
nervioso central y periférico. Su mecanismo de accidon a nivel molecular esta
relacionado con la interaccion con los canales de entrada de iones en la membrana

nerviosa, incrementando la permeabilidad del Na* y bloqueando el impulso nervioso.

La actividad puede variar en funcion de la temperatura y del nervio donde actua. Las
neuronas sensitivas, las células neurosecretoras y las terminaciones nerviosas son
particularmente sensibles a su accion. El efecto letal esta producido por su accién

sobre las neuronas centrales y periféricas (Zerba, 1988).
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3.4.2.2. Uso de flumetrina en apicultura

La utilizacion masiva y persistente de los acaricidas de sintesis como amitraz y
fluvalinato ha dado lugar a la aparicion de resistencias de los acaros frente a ellos y,
por tanto, a una pérdida de eficacia de estos principios activos, ademas del
problema de residuos derivados de su utilizacion. Todo ello justifica la autorizacion
de nuevos productos para el control de la varroosis, como es el caso de Bayvarol®

(flumetrina).

La flumetrina se utiliza como ectoacaricida en animales de abasto, asi como en
perros y caballos. En apicultura, se utiliza como varroacida, a modo de tiras
impregnadas con 3,6 mg del principio activo, colocadas en la zona central del nido
de cria, a razon de 4 tiras por colmena. Al ubicarse entre los cuadros, las abejas

contactan con la sustancia activa por ambas caras de la tira.

El tratamiento se realiza al final de la cosecha de miel, pudiendo permanecer las
tiras en la colmena como maximo seis semanas, periodo tras el cual han de ser

retiradas de la misma.
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3.4.3. Aspectos legales del uso de medicamentos veterinarios en apicultura

A pesar de la gran variedad de principios activos y formas comerciales descritas, los
medicamentos de uso en apicultura autorizados actualmente en Espafia por la
Subdireccién General de Medicamentos de Uso Veterinario de la Agencia Espafola
de Medicamentos y Productos Sanitarios, son los indicados en la tabla 4. Como se
puede apreciar, sbélo se autorizan productos para el tratamiento de varroosis y
nosemosis. Es decir, no hay productos autorizados para el tratamiento del resto de

enfermedades, como loques u otras.

Cabe senalar que el uso en apicultura de medicamentos autorizados en otras
especies, esta prohibido, a pesar de contener los mismos principios activos que los
medicamentos apicolas. Tal es el caso de Quadrex (contiene amitraz), medicamento
autorizado para su uso frente a plagas sobre frutales, de Supona (clorfenvinfés)
autorizada para su uso en animales, y de Mavrik-10 y Klartan (fluvalinato),
autorizados como insecticidas en frutales y productos horticolas. Asimismo, esta
prohibida la utilizacién de cualquier preparacion artesanal, incluso las que contengan

principios activos de los medicamentos apicolas autorizados.

Tabla 4. Medicamentos de uso en apicultura autorizados en Espana (Llorente, 2007;
Cardenal et al., 2005).

Medicamento (Principio activo) Enfermedades

Apistan® (Fluvalinato)
Apivar® (Amitraz)
Bayvarol® (Flumetrina)

Varroosis
Check Mite® (Cumafos)*
Apiguard® (Timol)
Ecoxal® (Acido oxalico)
Fumidil B® (Fumagilina)* Nosemosis

*Autorizacion excepcional de la Agencia Espafiola del Medicamento ante una situacién sanitaria determinada

Los productos autorizados en otros paises son diferentes. A modo de ejemplo, en la
tabla 5 se presentan los productos autorizados contra la varroosis en algunos paises

europeos.
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Tabla 5. Productos autorizados contra Varroa en algunos paises de Europa
(Mutinelli, 2003).

Medicamento veterinario (principio activo)

Alemania Bayvarol® (Flumetrina), Apitol® (Cimiazol), Perizin® (Cumafds), AF
Austria Apistan® (Fluvalinato), Apitol® (Cimiazol), Perizin® (Cumafds)
Bélgica Apistan® (Fluvalinato), Apivar® (Amitraz)

Dinamarca Ninguno

Eslovenia Apistan® (Fluvalinato), Apilife Var® (Timol, Mentol, Eucaliptol)

Finlandia Apistan® (Fluvalinato), Apilife Var® (Timol, Mentol, Eucaliptol), AF, AO
Francia Apistan® (Fluvalinato), Apivar® (Amitraz), Apiguard® (Timol)
Grecia Apistan® (Fluvalinato), Perizin® (Cumafds), Apitol® (Cimiazol), Folbex®

(Bromopropilato)
Holanda Apistan® (Fluvalinato), Apitol® (Cimiazol), AF
i Apistan® (Fluvalinato), Apilife Var® (Timol, Mentol, Eucaliptol), Perizin®
(Cumafés), Apitol® (Cimiazol)
Irlanda Bayvarol® (Flumetrina)
_ Apistan® (Fluvalinato), Apilife Var® (Timol, Mentol, Eucaliptol), Perizin®
Italia (Cumafds), Apitol® (Cimiazol), Bayvarol® (Flumetrina), Apivar® (Amitraz)
Noruega Ninguno
Portugal Apistan® (Fluvalinato), Apivar® (Amitraz)
Reino Unido Apistan® (Fluvalinato), Bayvarol® (Flumetrina)
Suecia Apistan® (Fluvalinato)
Suizal Apistan® (Fluvalinato), Bayvarol® (Flumetrina), Perizin® (Cumafés), Apitol®

(Cimiazol), AF
' Richtlinien zur Bekaempfung der Bienenkrankheiten, Ausgabe Maerz 2003, Zentrum fuer Bienenforschung,
Eidgenoessische Forschungsanstalt fuer Milchwirtschaft, Liebefeld, Ch-Bern.

AO= Acido oxalico AF= Acido férmico.

Si se intenta extrapolar al resto del mundo, la situacién se complica aun mas. En
Argentina, principal exportador de miel a la UE, los medicamentos autorizados para
uso apicola difieren de la normativa espafiola. En la tabla 6, se indican los
medicamentos aprobados segun datos de la Direccion Nacional Argentina de
Alimentos-Subsecretaria de Politica Agropecuaria y Alimentos (SAG, 2006). Es
interesante destacar que el uso de medicamentos a base de tetraciclinas para luchar

contra la loque americana esta permitido.
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Otros paises latinoamericanos relevantes en el comercio de la miel, como Chile y
Uruguay, siguen las mismas directrices que su pais vecino, utilizando los mismos
productos que se aplican en Argentina y que estan autorizados por SENASA,
organismo perteneciente al Ministerio de Agricultura responsable de garantizar y
certificar la sanidad y calidad de la produccién agropecuaria, pesquera y forestal de

Argentina.

En Méjico, también existen diferentes productos autorizados para la apicultura, como
se refleja en la tabla 6 (SAGARPA, 2007). En ella se puede apreciar como el uso de
antibioticos y otros varroacidas (cuyo uso no esta autorizado en apicultura en

Espafa) esta permitido.

En Estados Unidos también esta permitido el uso de ciertos antibidticos en
apicultura, pero no el uso de la fumagilina contra la nosemosis. A diferencia de
Argentina, en EE.UU. la flumetrina no esta permitida contra la varroosis, al igual que

no esta permitido el uso de otros varroacidas como el acido oxalico y el acido lactico.

En Canada, los productos autorizados son muy similares a los de EE.UU., con la
salvedad de que en Canada el uso de la fumagilina (Fumidil B y Fumagilin-B Soluble

Powder) contra la nosemosis esta permitido (http:/iwww.drugs.com/vet/bees.html.)

En la tabla 6 se describen los medicamentos aprobados para su utilizacién en la
apicultura de los principales paises americanos exportadores de miel a la Unién

Europea.
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Tabla 6. Medicamentos apicolas aprobados en los principales paises americanos.
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3.5. La miel y la seguridad alimentaria: problematica de la presencia de
residuos en miel

Desde el afio 2005 hasta junio de 2008, en la Unién Europea se han notificado 97
alertas/informaciones relacionadas con la miel, de las cuales en el 25% la miel
estaba destinada al mercado espafol (Figura 13). China fue el pais de origen en el
29% de las ocasiones (Figura 14).

De las 24 notificaciones sanitarias que tenian como destino Espafia, el 87,5% de las
mismas era causada por miel proveniente de China y Argentina (54,2 y 33,3%,
respectivamente). Las notificaciones restantes se debieron a miel proveniente del
Sudeste Asiatico y Australia.

Figura 13. Paises destinatarios de mieles causantes de notificaciones sanitarias (%).

Hungria 3%
R. Checa

Polonia 4% 3% Francia 2%
—__otros 8%

Letonia 7%

Alemania 12%

Reino Unido 18%

Fuente: http://ec.europa.eu/food/food/rapidalert

Figura 14. Numero de notificaciones sanitarias segun pais de origen de la miel.

CHINA 28
ARGENTINA 14
UCRANIA Y RUSIA 13
ALEMANIA , FRANCIA, GRECIA, ITALIA, PORTUGAL, SUIZA 12
SUDESTE ASIATICO Y OCEANIA 10
HUNGRIA, REP.ESLOVACA, POLONIA, RUMANIA 7

TURQUIA 5

OTROS 5

Fuente: http://ec.europa.eu/food/food/rapidalert.
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La utilizacion de un farmaco como tratamiento sanitario en apicultura debe respetar
las pautas de aplicacion y realizarse de acuerdo con unas buenas practicas
veterinarias, para evitar la presencia de residuos en los productos de la colmena.
Por ello, es muy importante valorar la tendencia del principio activo, o de sus
metabolitos, a acumularse en ciertos tejidos, o a ser eliminados con ciertas

secreciones como la leche o la miel (lvie y Rowe, 1986).

Las fuentes de contaminacion para los productos de la colmena son varias. Debe
tenerse en consideracion la contaminacion de la vegetacion, por tratamientos
fitosanitarios o a partir del medio ambiente, que pueda ser incorporada por la abeja
junto con el néctar. Si el pesticida es muy téxico para las abejas, el riesgo de
contaminacion en los productos apicolas es bajo ya que éstas mueren antes de
llevar el néctar a la colmena, o sufren alteraciones conductuales que les impiden

llegar a la colmena (Flamini, 1986).

Otra fuente de contaminacion importante la constituyen los tratamientos aplicados
para combatir alguna de las enfermedades de las abejas. En este caso, el producto
es introducido directamente en la colmena, por lo que puede entrar en contacto con
la miel muy facilmente. Se recomienda evitar la aplicacion de los tratamientos en la

época de afluencia de néctar a la colmena por ser la mas peligrosa.

En actuaciones profilacticas, los apicultores administran determinadas mezclas de
antibioticos a través de la alimentacion artificial, que también pueden generar

residuos.

En Espafia, un problema adicional es el uso de la colmena modelo Layens, ya que
en ella se encuentran en el mismo compartimento tanto los cuadros con miel como

los que contienen cria (“pollo”), por lo que el problema de los residuos se agrava.

Por ultimo, no hay que olvidar la posibilidad de contaminacién de los productos
apicolas a lo largo de su procesado (por ejemplo, residuos de semicarbacidas

procedentes de los envases).

En la figura 15 se muestran las causas de las notificaciones sanitarias relacionadas
con la comercializacion de la miel. Como se puede ver, en un 85% de las ocasiones,
el motivo de la alerta fue la presencia de antibidticos en miel, principalmente

tetraciclinas, sulfamidas y cloranfenicol.
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Figura 15. Causa de notificaciones sanitarias en la UE (periodo 09/2005-06/2008).
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La presencia de estos residuos en los productos apicolas puede influir también en su
comercializacion, especialmente en el comercio exterior, como consecuencia de los

mecanismos de control establecidos por los diferentes paises (Gnadinger, 1989).

3.5.1. Residuos de tetraciclinas en miel

Segun datos del Centro Nacional de Alimentacion y del Instituto de Salud Carlos I,
los beta-lactamicos y, especialmente las tetraciclinas, son los residuos
mayoritariamente aislados de todas las especies animales de abasto en Espafia
(Calderén et al., 1996). En este informe, considerando conjuntamente todas las
especies y tejidos, se afirma que el 83% de las muestras presuntamente positivas

contenian tetraciclinas (Diez y Calderén, 1997; Calderdn et al., 1996).

Los problemas sanitarios mas importantes asociados a estos residuos estan
relacionados con la aparicién de antibiorresistencias y las reacciones alérgicas que
pueden producirse en individuos sensibilizados, cuadros de toxicidad aguda o

cronica, o el posible poder mutagénico y/o carcinogénico (Demoly y Romano, 2005).

Las tetraciclinas, pueden producir problemas analiticos relacionados con la inhibicién
del desarrollo de la flora contaminante de un alimento, de manera que pase

inadvertida al realizar un analisis microbiolégico del producto. De este modo, podria
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permitirse la comercializacion de un alimento potencialmente peligroso, cuyos
patégenos podrian desarrollarse una vez que el efecto inhibidor de los antibiéticos

hubiera desaparecido (Diez y Calderén, 1997).

La problematica por la aparicion de resistencias merece mencion aparte. A lo largo
de los afios 50 y 60 del siglo XX, las tetraciclinas se emplearon como promotores del
crecimiento en numerosos paises, en dosis subterapéuticas y sin ningun control. El
uso masivo e irresponsable ha contribuido en gran medida a acelerar el mecanismo
de aparicion natural de resistencias. Las bacterias pueden volverse insensibles a los
antibiéticos por mutacion genética. En ese caso, la tetraciclina destruira la bacteria
sensible, pero no a la bacteria mutante resistente, que al final sera la Unica que
sobreviva y que transmita la resistencia. A la larga pueden aparecer cepas

bacterianas multirresistentes, insensibles a varios antibiéticos (OCU, 2003).

Se ha demostrado la asociacién entre el empleo de tetraciclinas en la alimentacién
animal (la oxitetraciclina era el mas usado hasta aquel momento) y la aparicién de
resistencias a estos antibiéticos en enterobacterias (Levy et al., 1976). A raiz de la
deteccion de antibiorresistencias en Enterobacteriaceae se considera la produccion

animal como un potencial reservorio de resistencias (Witte, 2000).

Informes de la OMS (1994, 1997), concluyeron que el uso de tetraciclinas en
cualquier ambiente puede ser la causa de seleccion de bacterias antibiorresistentes.
Ademas, se resaltaba que los tratamientos prolongados a bajas dosis, como es el
caso de los administrados con fines profilacticos o zootécnicos, ejercen una mayor

presion en la seleccion de antibiorresistencias (Witte, 2000).

Un hecho incuestionable es que el principal factor de riesgo para el aumento de las
resistencias a antibioticos es el creciente empleo de estos farmacos. De este modo,
se considera que el uso de antibidticos, ya sea en humanos o en animales,
condiciona la seleccion de bacterias antibiorresistentes en la microflora de los
organismos tratados (Phillips, 2004; OMS, 2001).

En el ambito apicola, la aparicion de resistencias trae consigo, tanto la ineficacia de
tratamientos veterinarios contra enfermedades como la loque, como la ineficacia de
tratamientos en medicina humana con tetraciclinas, producida por el consumo de

miel con residuos de este antibidtico.

En la tabla 7 se pueden ver los niveles de residuos de tetraciclinas encontrados en

mieles comerciales en distintos paises.
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Tabla 7. Residuos de tetraciclinas en mieles en diversos paises.

Concentracion

Numero de .
- Muestras de residuos .
Tetraciclina  muestras - Pais y afo
. positivas detectados
analizadas
(ng/kg)
Espafay
Pena et al.
OTCyTC 57 0 <50 Portugal,
2005
2001-2003
OTC, TC, Espafia, Vifias et al.
- 0 <30
CTCyDC 2004 2004
Bélgica, Reybroeck,
TC 170 31 -
2000-2002 2003
Italia, Sabatini et
OTCyTC 112 4 10-1000
2003 al. 2003
Espania, OCU SALUD
TC 20 1 -
2002 2003
Japoén, Jimbo et al.
OTCyCTC 297 20 -
1992 1992
- Takeba,
CTC 50 1 700
1984 1984
Rumania,
Espafia 'y Jirgens,
TC 54 3 1.500-5.100 -
Méjico 1981
1981

OTC: oxitetraciclina, TC: tetraciclina, CTC: clortetraciclina, DC: doxiciclina.
-2 No hay datos.

3.5.1.1. Aspectos toxicolégicos

Los estudios llevados a cabo por el Comité de Medicamentos Veterinarios de la
Agencia Europea del Medicamento (EMEA, 1995), establecen que oxitetraciclina,

tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina tienen efectos toxicos muy similares.

La toxicidad aguda de estos compuestos es baja y los valores de su DLsy para
ratones estan entre 3600 mg/kg y 7200 mg/kg. Estudios de toxicidad a corto plazo
de oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina, realizados en perros, mostraron
degeneracion del epitelio germinal (NOEL 125 mg/kg). También se pudo observar
efecto hepatotdxico en un ensayo con doxiciclina en perros (NOEL 25 mg/kg). En
ratas, se encontr6 evidencia de hepatotoxicidad, pero no de alteraciones
reproductivas (EMEA, 1995).
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No se encontrd evidencia de que la oxitetraciclina tuviera actividad teratogénica ni
carcinogénica ni mutagénica en ratas, ratones, ni conejos. Sin embargo, un ensayo
en ratones a concentraciones citotdxicas produjo resultados positivos para linfoma
(EMEA, 1995).

El 36° Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) ha
establecido la Ingesta Diaria Admisible (IDA) de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina y doxiciclina, solas o en combinaciéon, en 0-0,003 mg/kg peso vivo
(FAO/OMS, 1995).

3.5.1.2. Aspectos legales

En la Unién Europea no existen Limites Maximos de Residuos (LMRs) de
tetraciclinas en miel ya que su uso en apicultura esta prohibido. Sin embargo, si se
han establecido LMRs de tetraciclinas en otros alimentos como higado (0,6 ug/g),
rindn (0,3 ug/g), huevos (0,2 ug/g), leche (0,1 ng/g), carne (0,1 ug/g), pescado (0,1
ug/g) y grasa (0,01 ug/g) (Reglamento CE 2377/1990).

Conviene recordar que en otros paises como Cuba, Chile, Méjico, Uruguay o
Argentina, éstos ultimos, algunos de los principales exportadores de miel a Espania,
autorizan el uso de oxitetraciclina en apicultura, para la que establecen un LMR de

0,1 ug/g miel.

3.5.2. Residuos de flumetrina en miel

La presencia de residuos de flumetrina en miel indica un mal manejo apicola por una

recoleccién prematura de la miel.

De igual modo, esta presencia también puede indicar una sobredosificacion del
principio activo en la colmena, trayendo consigo el riesgo de resistencias, no solo a
la flumetrina sino también al fluvalinato, como consecuencia de las resistencias

cruzadas (Thompson, 2002).

Slabezki et al. (1991) mostraron que cuando las colmenas estan expuestas a
piretroides como la flumetrina o el fluvalinato durante un tiempo prolongado, estas
colonias producen menor cantidad de miel a causa de un efecto subletal de estos

acaricidas en el comportamiento de las abejas que influye negativamente en su
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pecoreo. En la tabla 8 se muestran los acaricidas de sintesis encontrados en mieles

de diversos paises.

Tabla 8. Residuos de acaricidas de sintesis en mieles en diversos paises.

Concentracion

NUmero de Muestras

Acaricida muestras ositivas eIe TESlEles
analizadas : (%) LI ok
(ng/kg)
Fluvalinato 50 _ 40 Méjico Wasilizewski et al.
2003 2003
Fluvalinato Italia Russo et al.
€0 s <9 2002 2002
Cumafés Eslovaquia Maver et al.
19 21 & 2001 2003
Cumafos Eslovaquia Maver et al.
12 42 10 2000 2003
Bromopropilato g Austria Menkissoglu et al.
Prop 105 13 2 2000 2001
Cumafos } Austria Menkissoglu et al.
84 12 212 2000 2001
Fluvalinato K Austria Menkissoglu et al.
94 3 7 2000 2001
Fluvalinato ) Grecia Menkissoglu et al.
125 98 1-39 2000 2001
Fluvalinato i Francia Martel et al
320 1 R 1999-2001 2002
Cumafos N Francia Martel et al.
320 0.7 110-260 1999-2001 2002
Bromopropilato 1000 11 2-10 Alemania Wallner
1997 1999
Cumafds 1000 28 2-15 Alemania Wallner
1997 1999
Fluvalinato 1000 1 2-7 Alemania Wallner
1997 1999
Fluvalinato 26 15 <130 Jordania Al-rifai et al.
1997 1997
Fluvalinato 22 90 29-750 Espana Atienza et al.
1993 1993
Fluvalinato Espaia Sancho et al.
15 100 250 1991 1991
Fluvalinato 101 11 10-100 Esparia Fernandez et al.
1990 1997
Bromopropilato i Espafia Fernandez et al.
Prop 101 16 5-60 1990 1993
Cumafds 177 14 1-5 Espana Fernandez et al.
1988-1990 1994
Bromopropilato _ Suiza Bogdanov et al.
Prop 3 70 1989 1990
. Suiza Bogdanov et al.
Fluvalinato 2 - 3 1989 1990
o Eslovaquia Gajduskava et al.
Cumafés 11 46 140 1987 1990
. Alemania Klein et al.
Bromopropilato 21 5 3000 1985 1986

-: No hay datos.
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Tan so6lo se ha encontrado un estudio en el que se haya analizado la presencia de
flumetrina en muestra de miel. En dicho estudio se analizaron 33 muestras de miel
austriaca y no se encontraron residuos de flumetrina (Menkissoglu-Spiroudi et al
2001).

3.5.2.1. Aspectos toxicoldgicos

La flumetrina es un insecticida de baja toxicidad y se considera inocuo para las
abejas, por lo que la aplicacién de este medicamento, en las condiciones de uso del
fabricante, no requiere tiempo de espera ni especiales medidas de proteccion para el

apicultor.

La Agencia Europea para la Evaluacion de los Medicamentos (EMEA), desde el afio
2000, considera a la flumetrina como compuesto no genotdxico, ni potencialmente
cancerigeno para los humanos, pero peligroso para la fauna acuicola y fetotoxico en
ratas. Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) no incluye la flumetrina

en la categoria de sustancias con toxicidad aguda.

La FAO ha establecido una ingesta diaria admisible (IDA) para el hombre de 1,8 ug
flumetrina/kg peso vivo (EMEA, 2000).

3.5.2.2. Aspectos legales

El Reglamento Europeo 2377/1990 no establece limite maximo de residuos de
flumetrina en miel (Anexo II: sustancias no sujetas a LMR). No sucede lo mismo en
otros alimentos de origen animal (Anexo 1): 10 ug/kg en musculo y rifién, 20 ug/kg en

higado, 30 ug/kg en leche y 150 ug/kg en grasa de las especies bovina y ovina.

Sin embargo, algunos paises europeos, si han establecido limites maximos de

residuos de flumetrina en miel (Tabla 9).
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Tabla 9. Limites maximos de residuos (LMRs) de flumetrina y otros acaricidas de

sintesis (ug/kg) en miel.

Acanoids Alemania® Iltalia® Suiza® EE.UU.?
Flumetrina - 10 10 5 -
Fluvalinato - 10 10 50 -

Amitraz 200 10 10 10 1000
Bromopropilato - 100 10 100 -

Cumafos 100 10 10 50 S

Cimiazol 1000 10 10 500 -

-: No se establece LMR; 1: Reglamento CEE/2377/90; 2: Wallner (1999)
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3.6. Métodos analiticos de determinacién de residuos de tratamientos

veterinarios en la miel

El creciente aumento de la poblacion mundial exige un sector de produccién animal
cada dia mas eficiente. Este hecho, inevitablemente, se asocia a un mayor empleo
de productos quimicos, por lo que aumenta dia a dia la demanda de métodos
fiables, sencillos, sensibles, rapidos y de bajo coste para la deteccidon de sus

residuos en los alimentos (Anadén y Martinez-Larranaga, 1999).

Los métodos para la determinacion de residuos de antibiéticos en alimentos se
desarrollaron a finales de la década de los 40 del siglo pasado, poco después de la
introduccion del empleo de estos compuestos en la produccién animal. Estos
primeros métodos se basaban en la inhibiciéon del crecimiento microbiano por la
presencia de residuos de medicamentos en las muestras analizadas en niveles
superiores al umbral de sensibilidad del test. En el momento actual se siguen
utilizando, bien en placa segun el método clasico aplicado a diferentes alimentos, o
bien mediante kits comerciales (no disponibles para residuos en miel). Ademas, se
han desarrollado diferentes kits de tipo enzimatico o inmunolégico, si bien no son
muy numerosos los trabajos que hacen referencia a su aplicacion al analisis de
residuos de antibiéticos en miel (Heering et al., 1998; Mascher et al., 1996; Assil y
Sporns, 1991 y Sheth y Sporns, 1990).

También hay que sefalar que las técnicas inmunoquimicas para la deteccion de
residuos en alimentos son soélo semicuantitativas. Por ello, se han desarrollado en
las ultimas décadas técnicas mas especificas como la cromatografia de gases, la
cromatografia liquida y la espectrometria de masas, que permiten la identificacion y

cuantificacion de los residuos presentes en las muestras.

En el caso de la miel, al ser una matriz sumamente compleja, el analisis no se puede
realizar en una sola etapa, y es necesario efectuar varios pasos antes de llegar a la
identificaciéon y cuantificacién del analito. El procedimiento de analisis de residuos en
una muestra determinada, se puede dividir en varias etapas: acondicionamiento de
la muestra: limpieza, pesada y preparacion; extraccion de los analitos; purificacion
del extracto; determinacion: identificacion y cuantificaciéon de los analitos; vy

confirmacion.
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3.6.1. Acondicionamiento de la muestra

Se hace necesario retirar los elementos de la miel que no forman parte de la matriz:
restos de cera, insectos y otras impurezas, para lo cual se realiza previamente una
limpieza mediante filtracion. A continuacion, se pesa la cantidad de muestra
necesaria y se somete a un procedimiento de disolucion con un disolvente de

caracter polar con el fin de favorecer las posteriores fases del analisis.

En cuanto a las técnicas utilizadas se pueden observar diferencias entre los autores.
Asi, Szerletics-Turi (1999) separa la miel de la cera mediante presién, mientras que
Thrasyvoulou et al. (1988) y Bogdanov et al. (1998a) separan la miel de la cera con

un colador o un filtro, respectivamente.

3.6.2. Extraccion de los analitos

En esta fase se separan los analitos de interés de la matriz. Se trata de combinar la
maxima eficacia en la extraccion de los analitos con la minima coextraccién de
cualquier otro compuesto que pudiera interferir en la posterior determinacion
cromatografica. Para ello existen diferentes técnicas, que se describen a

continuacion.

3.6.2.1. Técnicas de extraccidén con solventes organicos (SE)

La mas utilizada tradicionalmente para el analisis de la miel ha sido la extraccién
liquido-liquido (Bernal et al., 1996), que se define como la transferencia de una
sustancia cualquiera desde una "fase liquida A" a otra "fase liquida B", inmiscibles
entre si, y con la ayuda de un embudo de decantacion. La extraccion liquido-liquido
también puede llevarse a cabo mediante utilizacién de columnas que sustituyen a los

embudos de decantacion.

Otra forma de realizar la extracciéon con solventes organicos es por disolucién de la
muestra en solvente seguida de una centrifugacion para separar los analitos ahora

disueltos en el solvente de la fase solida de la muestra (Adamczyk et al. 2007).

La destilacion es otra técnica de extraccidon con solventes. La extraccion de los

analitos se realiza por evaporacion parcial de la muestra en un solvente organico o
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agua, es decir, la fraccion con los residuos de interés se evapora, se condensa y se

recupera como un extracto liquido (Adamczyk et al, 2005).

La extraccion de los analitos se realiza con diferentes mezclas de agua y solventes
atendiendo a la polaridad de los analitos a extraer. Estos solventes de extraccién
pueden ser diclorometano, acetato de etilo, benceno-isopropanol, acetona-hexano,
acido glacial-hexano o hexano-propanol. En algunos casos la acidificacion de los

solventes de extraccion puede incrementar la extraccidén de analito.

Thompson (2005) y Sporns (1986) utilizaron acetato de etilo como solvente para la
extracciéon de oxitetraciclina y tetraciclina en miel. Otros autores utilizaron acetona
(Alfredsson et al., 2004; Dieguez et al., 2000; Alippi et al. 1999).

Rial-Otero et al. (2007), en un exhaustiva revision de los métodos analiticos de
residuos de pesticidas en miel, indican que los principales inconvenientes que tiene
la técnica de extraccion con solventes, residen en la gran cantidad de solvente que
se usa, el extenso tiempo de extraccion, la excesiva manipulacion de la muestra y la
gran cantidad de residuos que se generan. Ademas, es necesario purificar el

extracto obtenido.

Auln asi, ha sido la técnica mas utilizada hasta la amplia difusion de la extraccion en
fase solida (Tremolada et al., 2004; Wasilizewski et al., 2003; Maver et al., 2003;
Korta et al., 2001; Floris et al., 2001; Szerletics-Turi, 1999a, b; Lodesani et al., 1992;
Van Buren et al., 1992; Sancho et al., 1991; Slabezki et al., 1991; Thrasyvoulou et
al., 1988; Klein et al., 1986). En algunos casos, esta técnica se combina con una
purificacion en fase sélida (Tremolada et al., 2004; Szerletics-Turi ,1999b; Van Buren
et al., 1992), o bien con cromatografia de permeacion sobre gel (Klein et al., 1986).
Algunos autores como De Greef (1994) utilizan para la extraccion liquido-liquido una
columna de Extrelut, y Tsigouri et al. (2001) disuelven la muestra en agua/etanol

seguido de una centrifugacion y posterior purificacion en fase soélida.

3.6.2.2. Técnica de extraccion en fase sélida (SPE)

La Extraccidon en Fase Sdlida (SPE) separa los analitos haciendo pasar la muestra a
través de una columna cromatografica que contiene una fase estacionaria
adsorbente, para posteriormente eluirlos con un solvente apropiado. El principio en
el que se basa la SPE es la diferente afinidad de los analitos por la fase sélida, que

es el adsorbente, y por los diferentes solventes organicos (muestra, solvente de
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lavado, solvente de elucion). Asi, compuestos de alta a media polaridad se extraen
de soluciones no polares mediante fases adsorbentes polares; de manera similar,
compuestos de baja a media polaridad se extraen de soluciones polares con
adsorbentes no polares (Tekel et al., 1996). Los analitos se eluyen posteriormente
con diferentes solventes organicos, dependiendo de las caracteristicas del
compuesto de interés y el mecanismo de retencién en la fase adsorbente. La
eleccion del solvente apropiado para conseguir la adecuada elucién es de gran
importancia y depende tanto de la matriz como de los compuestos coextraidos y

retenidos en la fase adsorbente junto con el analito (Fong, 1999).

Una columna SPE es un lecho de particulas adsorbentes mantenido entre dos
discos porosos dentro de un tubo desechable. Estas particulas son de silice porosa,
modificada quimicamente por la accion de reactivos silano con grupos silanol de la
superficie de silice, revestidas quimicamente por moléculas organicas, formando una
especie de configuraciéon en “cepillo” que se proyecta hacia el espacio, permitiendo

asi la retencion de los compuestos de interés.

La retencion selectiva de los analitos se consigue por interaccién entre la superficie
de las particulas y el analito disuelto. Tales interacciones se pueden modificar segun
diferentes factores: superficie de la particula de silice, pH, fuerza iénica y volumen
de disolvente (Fong, 1999).

En la actualidad, existen multitud de fases adsorbentes y su eleccién dependera de
las caracteristicas del analito que se quiera determinar (polar, no polar, ionizable),
asi como de la matriz (acuosa u organica) (Figura 16). Los diferentes tipos de fases
sélidas utilizadas se comercializan como cartuchos o discos de extraccion,
diferenciandose basicamente en tres tipos: adsorbentes de fase normal (extraccion
de analitos polares en fase sdélida polar con solvente de elucién apolar), de fase
reversa (extraccion de analitos apolares en fase sélida apolar con solvente de
elucion polar) y de intercambio idnico (extraccion de analitos ionizables en base a

interacciones i6nicas) (Tabla 10).
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Tabla 10. Tipos de fases adsorbentes utilizadas en Extraccion en Fase Sélida, en

funcién del tipo de separacion.

Adsorbente

Fase normal Fase reversa Intercambio lI6nico
(polar) (apolar) (aniénico?® o catiénico®)
Nombre Estructura Nombre  Estructura Nombre Estructura
Silice Octadecil Aminopropil®
-Si-OH -Si-C1gHa37 Si-(CH2)sNH;
(SI) (C1s) (NH>)
Amina secundaria
Aminopropil Octil o a
-Si-(CHz)aNHz -Si-C5H17 primaria SI-(CHz)aNH(CHz)zNHz
(NH2) (Cs)
(PSA)
Florisil Hexil Amina cuaternaria® .
MgO-3.6Si0,:0.10H -Si-CgH1s Si~(CH,)sN"(CH3)sCI
(FL) (Ce) (SAX)
2,3-dihydroxy . b
-Si~(CHy)s- Butil Ac. bencensulfénico .
propoxypropyl -Si-CsHg Si-CsHs-SO3 H
OCH,CH(OH)CH(OH) (Ca) (SCX)
(DIOL)
Cianopropil Etil Ac. propilsulfénico’ X
-Si-(CH2);CN -Si-C2Hs Si-(CHy)sSOs H
(CN) (C2) (SCX-2, PRS)
Alumina acida, Ac.
) Cianopropil . b .
basica o neutra (cN) -Si-(CH,)sCN  etilbencensulfénico™  Si-(CHy);-CeHs-SOs H
(AL) (SCX-3)
Fenil
-Si-CeHs
(PH)
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Figura 16. Arbol de decisiones para la eleccion de la fase adsorbente utilizada en la

Extraccion en Fase Solida.
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ionizable a

L NO POLAR

S| Matriz ’

acuosa Y
L 1
Analito ionizable Y
\

Analito basico

INTERCAMBIO
| CATIONICO
Sl Interferencias
. principalemente
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Analito basico
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K (p.e.fluidos biolégicos) Analito acido
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INTERCAMBIO
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NO POLAR
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La silice enlazada al grupo octadecilo (C+s) es la fase adsorbente mas ampliamente

utilizada para la extraccion de contaminantes organicos. Una matriz acuosa como es

la miel disuelta en agua, junto con la necesidad de utilizar pequefas cantidades de

solventes organicos, unido a una ejecucioén rapida, hacen de la Cs, la fase de SPE

idénea para interacciones apolares entre los enlaces C-H de la fase adsorbente y el

analito (Tolosa et al., 1996).

En cuanto al protocolo de analisis, la técnica de extraccion en fase sdélida SPE

constaria de cinco pasos (Figura 17):

1. Activacion. El primer paso es una preparacion de la columna en la que se utiliza

un solvente organico para "humidificar" la fase, con el objetivo de solvatarla,

aumentando con ello la superficie en cepillo y facilitando la interaccién con el analito.
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Con fases solidas hidrofébicas como la C4g se usa un solvente polar y miscible con la

matriz, como es el metanol.

2. Acondicionamiento. El acondicionamiento permite "alinear" la fase estacionaria
lejos de la superficie de la silice, permitiendo la interaccion entre el analito y la fase
estacionaria. La fase estacionaria SPE se acondiciona con el mismo solvente en el
que esta disuelta la matriz; por ejemplo, con matrices acuosas el solvente es agua o
disolucién tampén (Barcarolo et al. 1988). Cualquier solvente organico residual se
elimina en esta etapa, asegurando que los analitos de interés sean retenidos en la

parte superior de la columna.

3. Retencidn. Las interacciones entre las moléculas de la muestra y la fase sdlida
determinan la retencion de los analitos. El volumen vy flujo del solvente que pasa por
la columna pueden controlarse mediante una valvula en la estacion de vacio. Los
componentes de interés han de retenerse en el adsorbente, mientras que la matriz y
los contaminantes deben eluir y desecharse. Durante el proceso la fase sélida ha de
mantenerse humeda siempre, puesto que el secado de la misma puede traer

consigo una pérdida de muestra.

4. Eliminacion de interferencias o Lavado. Usando un disolvente Unico o varios
utilizados en serie con fuerza eluyente creciente, los contaminantes pueden
eliminarse del adsorbente de SPE hasta que soélo los analitos de interés queden
retenidos. Tras el lavado, la fase sdélida se seca, generalmente con nitrogeno. El
secado es esencial si el eluyente de lavado no es miscible con el solvente de elucién
final. Hay que controlar el tiempo e intensidad del mismo, ya que son determinantes

en la recuperaciéon de los analitos.

5. Elucién. Los solventes de eluciéon que se suelen utilizar con fases solidas apolares
son: hexano, éter de petrdleo, diclorometano, acetonitrilo y acetato de etilo, entre
otros. El adsorbente de la columna de SPE y la interaccion analito-fase sélida
determinan las caracteristicas del eluato o extracto final, que se recoge en el

recipiente colector.
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Figura 17: Esquema de la técnica de extraccion en fase sélida (SPE)
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1. Muestra

2/3. Activacion y acondicionamiento de la columna SPE
4. Introduccién de la muestra en la columna SPE

5. Lavado de la columna SPE

6. Elucion de los analitos

Se trata de una técnica de extraccion sencilla, que requiere poco volumen de
solvente, rapida, selectiva y precisa. Tiene la ventaja adicional de que, en la mayoria
de los casos, el extracto obtenido no requiere una purificacion posterior y puede
analizarse directamente. Por este motivo, desde que Bogdanov et al. (1990)
emplearan por primera vez la técnica SPE para la extracciéon de acaricidas en miel,
su utilizacion es creciente y son muchos los autores que la aplican en el analisis de
miel y otros productos apicolas (Herrera et al., 2005; Blasco et al., 2003; Fernandez
et al., 2002, 1997 y 1993; Tsigouri et al., 2001; Korta et al., 2001; Jansson, 2000;
Bernal et al., 2000; Jiménez et al.,1998; Tsipi et al., 1999; Bogdanov et al., 1998;
Gomis et al.;1996; Blanco et al.,1996).

El efecto quelante de las tetraciclinas hacia que la fase de extraccién y purificacion
en fase sodlida (SPE) tuvieran unos porcentajes de recuperacion bajos. Este
problema fue resuelto por Oka et al. (1987) con una disolucion de miel en un tampon

de Na,EDTA y el acondicionamiento de la columna SPE con Na,EDTA.

Las columnas SPE de extraccion y purificacibn mas comunmente usadas para la
determinacion de tetraciclinas son las columnas de Cig (Geertsen et al., 2004;
Kochansky et al., 2000 y Oka et al., 1994), aunque otros autores han utilizado

columnas HLB (Pagliuca et al, 2002) o columnas fenil (ViAas et al., 2004).
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Esta técnica utiliza con frecuencia cartuchos de C4g para el andlisis de residuos de
acaricidas de sintesis en miel (Bogdanov et al., 1998; Gomis et al., 1996; Lodesani
et al., 1992; Bogdanov et al., 1990) y eluyentes como hexano para eluir cumafés,
fluvalinato y bromopropilato (Gomis et al., 1996) o s6lo bromopropilato (Lodesani et
al., 1992). Lodesani et al. (1992) utilizan también cloruro de metilo para eluir
fluvalinato. Ademas, Bogdanov et al. (1998) aplican una mezcla de eluyentes
(hexano/acetato de etilo) para la extraccién de bromopropilato, cumafés, fluvalinato y

flumetrina.

3.6.2.3. Técnica de microextraccion en fase sélida (SPME)

La SPME se basa en la extraccion de los analitos de la matriz de la muestra
mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta por un adsorbente, en la
mayoria de los casos polimérico, seguida de la desorcién de los analitos mediante
temperatura o un disolvente organico. El pequefio tamano de la fibra y su geometria
cilindrica permiten incorporarla en una jeringa, facilitando asi su manipulacién vy
protegiéndola cuando no se utiliza, ya que ésta permanece dentro de la aguja de la

jeringa. Un esquema del dispositivo comercial de SPME se muestra en la Figura 18.

Esta técnica presenta la ventaja de que puede utilizarse con todos los tipos de
muestras (liquidas o sélidas) y se puede aplicar a la determinacién de compuestos
de diferente volatilidad. Como inconveniente cabe destacar la limitada capacidad de
las fibras ya que la cantidad de recubrimiento es muy pequefia y, en ocasiones, no
se obtienen limites de deteccidon bajos, sobre todo si la SPME se utiliza combinada

con cromatografia liquida (Yu et al., 2004; Blasco et al., 2004; Jiménez et al., 1998).

Figura 18: Esquema del dispositivo comercial (a) y de la técnica (b) de SPME.
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3.6.2.4. Dispersion en fase sdlida de la matriz (MSPD)

En esta técnica, desarrollada por Barker et al. (1989), la muestra se mezcla con una
fase adsorbente, normalmente Florisil o Cis, para ser transferida a una columna
donde se eluye el analito mediante solventes. El extracto obtenido puede ser
analizado directamente, sin necesidad de purificacién posterior ya que las
interferencias, como los pigmentos u otros componentes polares, son retenidos en el
adsorbente (Rial-Otero et al., 2007).

La MSPD minimiza los inconvenientes de la extraccion en fase sdlida y de la
extraccién con solventes organicos (Silveira-Dérea et al., 2004), ya que requiere
menos tiempo que la extraccion con solventes y no necesita la dilucién de la muestra

como ocurre en la extraccion en fase solida.

Esta técnica ha sido utilizada por Albero et al. (2001) y Sanchez et al. (2002), para la
extraccién de residuos de pesticidas organoclorados, organofosforados y piretroides
en la miel. Estos autores utilizaron Florisil como fase adsorbente y acetato de etilo
como solvente de elucion. Las recuperaciones obtenidas estaban entre el 60% y

113%, con unos limites de deteccion por debajo de los 0,015 ug/g.

3.6.2.5. Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Los fluidos supercriticos son liquidos o gases en condiciones ambientales, llevados
a unas condiciones operativas de presion elevada y temperatura moderada, por
encima de su punto critico (estado supercritico). La propiedad mas importante que
presentan es su elevado poder disolvente en dicho estado supercritico, lo que
permite la separacion de sustancias disueltas o incluidas dentro de una matriz
(Rissato et al., 2004; Fernandez et al., 2002; Jiménez et al., 1996). La extraccion se
realiza sin cambios de fase, simplemente variando las condiciones de presién y/o

temperatura de los fluidos supercriticos (Figura 19).
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Figura 19. Esquema de la técnica de extraccion con fluidos supercriticos.
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El principal inconveniente que presenta la extraccion con fluidos supercriticos, esta
en la baja solubilidad del CO,, el gas mas comunmente usado, en agua. Otro

inconveniente a resefar es el elevado coste de esta tecnologia (Rial-Otero, 2007).

3.6.2.6. Extraccidn con barras magnéticas (SBSE)

Esta nueva técnica es similar a la microextraccion en fase sélida, pero tiene la
ventaja de que las recuperaciones de los analitos son mas altas, al igual que la

sensibilidad; ademas, el efecto matriz de la miel es mas bajo (Blasco et al. 2004).

En la SBSE, la disolucion de la muestra se agita junto con un barrita magnética,
recubierta con un adsorbente, el PDMS (polidimetilsiloxano), hasta conseguir un
equilibrio entre el polimero, la fase acuosa y el analito. El analito unido a la barrita
magnética, tiene que someterse a un proceso de desorcidn mediante altas
temperaturas para ser posteriormente analizado por cromatografia de gases, o bien
someterse a un proceso de desorcibn con solventes y ser analizado por

cromatografia liquida (Mitra, 2003) (Figura 20).

El principal inconveniente de esta técnica de extraccion radica en que solamente
existe un tipo de polimeros para barras magnéticas, por lo que, de momento y hasta
que se fabriquen otros tipos de adsorbentes, so6lo se puede aplicar a la extracciéon de

analitos afines al PDMS.




Revision bibliogréafica

Figura 20. Esquema de la técnica de extraccion con barras magnéticas de PDMS
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Blasco et al. (2004) aplicaron esta técnica como técnica de extraccion de seis
residuos organofosforados en la miel. Estos autores realizaron una comparativa
entre la utilizacion de esta técnica y la técnica de microextraccion en fase sdlida,
siendo ambas técnicas similares en cuanto a precision y linealidad, pero observando

que la SBSE es mas exacta, mas sensible y presenta un menor efecto matriz.

3.6.3. Purificacion del extracto (clean-up)

En esta fase los analitos se recuperan completamente del extracto de la muestra
eliminandose, al mismo tiempo, el material interferente coextraido. En algunos
casos, si la técnica de extraccion es suficientemente selectiva (como ocurre con la
SPE o la MSPD) esta fase no es necesaria ya que va implicita en la técnica de

extraccion.

Los procedimientos para eliminar del extracto de miel las sustancias interferentes
son multiples: separacion liquido-liquido (Martel et al.,, 2002), cromatografia de
permeacion sobre gel (Menkissoglu et al., 2000; Al-Rifai et al., 1997) e, incluso, la

propia SPE es, en la mayoria de los casos, la técnica elegida para realizar la
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purificacion (Tremolada et al., 2004; Szerletics-Turi, 1999b; Bernal et al., 1996;
Jiménez et al., 1996; Van Buren et al.,1992).

3.6.4. Determinacion

En esta fase se realiza la identificacion y cuantificacion de los residuos de interés,

principalmente, mediante técnicas cromatograficas (Rouessac, 2003).

La cromatografia se fundamenta en los equilibrios de distribucién de los compuestos
presentes entre dos fases no miscibles de las que una, llamada estacionaria, esta
inmovilizada en una columna o fijada sobre un soporte y la otra, llamada mavil, se
desplaza arrastrando la muestra para hacerla pasar por la fase estacionaria. La
separacion de los analitos depende de la intensidad de su interaccion con la fase

estacionaria y de su solubilidad en la fase movil.

Aunque diversos autores han utilizado la cromatografia de capa fina como técnica de
extraccion de residuos procedentes de tratamientos sanitarios en apicultura,
principalmente tetraciclinas (Oka et al., 1987 y Xie et al., 1997), la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) y la cromatografia de gases (GC), como se puede
observar en las tablas 11 y 12, son las técnicas mas utilizadas para la determinacion

de estos residuos en miel.

3.6.4.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La HPLC es una técnica cromatografica en la que la muestra se fracciona entre una
fase movil que es liquida y una fase estacionaria (Bermejo, 1991). Utiliza una
presidbn muy elevada para forzar el paso del disolvente por una columna que
contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion
(Harris, 2001).

En la cromatografia de liquidos se distinguen varios tipos, como son fase normal, la

fase reversa, intercambio idnico y exclusion molecular.

La técnica mas habitual para la determinacién de residuos en miel es la fase
reversa. Funciona, tal y como su nombre indica, a la inversa de la cromatografia en
fase normal, es decir, la fase mévil es un liquido polar, como el agua o sus mezclas

con solvente polares (metanol, acetonitrilo), y la fase estacionaria es un sdlido de
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caracteristicas apolares (hidrofébicas). La retencion tiene lugar como consecuencia
de la particion y adsorcion de los analitos en la fase estacionaria. Cuanto mas baja
es la diferencia de polaridad entre la fase estacionaria y los analitos, mayor es el
tiempo de retencion y, por consiguiente, los compuestos mas apolares son los mas
retenidos. Gomis et al. (1996) proponen el uso de columnas con diametros internos
muy pequefos (micro-bore 0,32 mm y narrow-bore 2,1 mm) para aumentar la
sensibilidad hasta limites de deteccién equiparables a los obtenidos con

cromatografia de gases.

Los métodos mas recientes para la deteccidon de tetraciclinas en miel, tienen en la
mayoria de los casos un punto de partida en comun. Se trata del método publicado
por Oka et al. en 1987, aunque desde unos afos antes ya se utilizaba la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la determinacion de

tetraciclinas en una disolucién acida de miel (Sporns, 1986 y Takeba, 1984).

En cromatografia liquida para la determinacién de tetraciclinas, los solventes
utilizados como fases maoviles son mezclas de disolventes en diversa proporcion de
metanol, acetonitrilo y una disolucién acida (Geertsen et al., 2004; Vifas et al., 2004;
Pagliuca et al., 2002; Oka et al., 1994; Argauer et al., 1991). El flujo de estas fases
moviles suele ser de 1 ml/min e isocratico (Pagliuca et al., 2002; Oka et al., 1987 y
1994; Sporns et al., 1986). El flujo en gradiente se utiliza en determinaciones, donde
se pretende detectar diferentes tetraciclinas con la misma inyeccién (Vifias et al.,
2004; Kochansky et al., 2000).

En cuanto a las fases estacionarias utilizadas para la separacion de las tetraciclinas
la mas comunmente utilizada es la C4s (Geertsen et al, 2004; Diéguez et al., 2000;
Kochansky et al. 2000). Otras fases utilizadas son fenil-hexil (Pagliuca et al., 2002),
Cs (Oka et al., 1987 y Takeba et al., 1984) y C4s (Vifias et al., 2004). En cuanto a las
dimensiones de la columna cromatografica la mayor parte de los autores utilizan
columnas de 250 mm de longitud, 4,6 mm de grosor y 5 um de diametro de las
particulas de relleno (Geertsen et al., 2004; Alippi et al., 1999; Oka et al, 1987).

Finalmente, entre los detectores mas usados para determinar residuos de
tetraciclinas en miel, el detector de ultravioleta (UV) (Thompson et al., 2005; Vifas et
al., 2004; Pagliuca et al., 2002; Geertsen et al., 1999; Diéguez et al., 1999; Oka et
al., 1987) y de fluorescencia (FLD) (Pena et al., 2005; Nakaya et al., 1991), son los
mas comunmente empleados. También se ha descrito el uso de la cromatografia

liquida de alta resolucion acoplada a un espectrofotometro de masas (Nakazawa et
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al., 1999; Oka et al., 1994), aunque el numero de referencias encontradas en la

bibliografia es escasa.

De manera general, la sensibilidad de los diferentes métodos descritos para la
determinacion de tetraciclinas en miel esta comprendida entre 1 y 100 ng/g de miel
como limites de deteccidon. En cuanto a los porcentajes de recuperacion de estas

técnicas los valores estan entre el 55y el 122%.

En cuanto a la determinacion de residuos de acaricidas de sintesis en miel, los
solventes empleados como fase mdvil son mezclas de agua-acetonitrilo (Atienza et
al.,, 1993) y agua-metanol (Blasco et al., 2003). Algunos autores destacan la
importancia de un pH acido de la fase moévil para la estabilidad y la resolucion de los
analitos (Martel et al., 2002; Korta et al., 2001; Atienza et al., 1993). El flujo de la
mezcla empleado en cromatografia puede ser isocratico (Blasco et al., 2003; Martel
et al.,, 2002; Atienza et al., 1993) o en gradiente (Korta et al., 2001; Gomis et al.,
1993).

En lo que respecta a la fase estacionaria utilizada para la determinacién de estos
residuos, la columna de C4g de 250 mm de longitud, 4,6 mm de grosor y 5 um de
diametro de las particulas de relleno es la mas utilizada (Rial-Otero et al., 2007).
También se ha empleado otro tipo de columnas, como la ODS (150 mm de longitud,
0,32 mm de grosor y 5 um de didametro de las particulas de relleno) (Blasco et al.,
2003), asi como columnas con diametros internos muy pequenos (small-bore

columns) (Gomis et al., 1996).

Finalmente, entre los detectores mas usados para determinar residuos de acaricidas
en miel, el uso del detector de barrido de espectros (DAD) (Martel et al., 2002; Korta
et al., 2001; Gomis et al., 1996) y del detector ultravioleta (Jiménez et al., 2000;
Blasco et al., 1994; Atienza et al., 1993). También se ha utilizado la cromatografia
liquida de alta resolucién acoplada a un espectrofotometro de masas (Blasco et al.,
2003 y 2004; Fernandez et al., 2002), pero su alto coste y mantenimiento hacen que
Su uso no sea muy comun. Otros detectores como el de fluorescencia (FLD) (Bernal
et al., 1997; Van Buren et al., 1992) o el amperiométrico (EC) (Blanco et al., 1994),

tampoco son muy usuales para la determinacion de estos residuos.

De manera general, la sensibilidad de los diferentes métodos descritos para la
determinacion de acaricidas de sintesis en miel estd comprendida entre 1 y 200
ug’kg de miel. En cuanto a los porcentajes de recuperacion de estas técnicas los

valores estan entre el 83 y el 103%.
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3.6.4.2. Cromatografia de gases

En la cromatografia de gases, la muestra es inyectada y vaporizada gracias al flujo
de un gas apropiado. Este flujo con la muestra vaporizada pasa por una columna
que contiene la fase estacionaria, donde ocurre la separacién de la mezcla. La fase
estacionaria puede ser un solido adsorbente (cromatografia gas-solido) o, mas
comunmente, una pelicula de un liquido poco volatil retenido sobre un sélido inerte
(cromatografia gas-liquido) o sobre la propia pared del tubo de la columna

(cromatografia gaseosa de alta resolucién).

Esta técnica de separacion y analisis de mezclas de sustancias volatiles, no es muy
apropiada para determinar tetraciclinas en miel. Sin embargo, junto con la
cromatografia liquida de alta resolucion, es la técnica mas ampliamente utilizada

para identificar y cuantificar residuos de acaricidas de sintesis en miel.

Para la determinacion de acaricidas de sintesis en miel, diversos autores han
utilizado columnas capilares de polisiloxano, 5% fenil 95% metil (Bogdanov et al.,
1998 y 1990; Lodesani et al., 1992) y de polisiloxano, 100% metil (Tsigouri et al.,

2001 y Slabezki et al., 1991) como fase estacionaria.

Como técnica de determinacion, la cromatografia de gases se ha empleado junto
con diferentes detectores en funcion de la naturaleza quimica de los analitos
(algunos de los cuales, si que han sido utilizados para la deteccion de tetraciclinas,

pero acoplados a un cromatégrafo de liquidos y no a uno de gases):

Detector de captura de electrones (ECD): utilizado por Fernandez et al. (1997), con
limite de cuantificacién de residuos de amitraz, cumafés, bromopropilato y fluvalinato
de 20 pg/kg; Bogdanov et al. (1998), con limite de deteccion de 3 ug/kg para los
acaricidas cumafés, bromopropilato y fluvalinato; Tsigouri et al. (2001), cuyo limite
de deteccion para el fluvalitano es de 1 ug/kg; Albero et al. (2001), con un limite de

deteccion para 16 pesticidas de 15 pg/kg.

Detector de nitrégeno-fosforo (NPD): utilizado por Klein et al. (1986), para la
determinacion de bromopropilato, amitraz, clordimeform, con limite de deteccion de
1 ug/kg miel; Jiménez et al., 1996 para la deteccién de amitraz, bromopropilato y
clordimefor en miel, con limite de deteccidon de 70 mg/L; Floris et al. (2001) para la
determinacion de amitraz, con limites de deteccién de 10 ug/kg y Herrera et al.

(2005) para 21 pesticidas en miel con limite de 25 pg/kg.




Revisidn bibliogréafica

Detector de ionizacién de llama (FID): utilizado por utilizado por Fernandez et al.
(1997), con limites de cuantificacion de residuos de amitraz, cumafos,

bromopropilato, cimiazol y fluvalinato de 20 pg/kg.

Detector de espectrometria de masas (MS): utilizado por Rissato et al. (2004), para
la determinacion de 32 pesticidas con limites de deteccion de 10 pg/kg; Russo et al.
(2002), para la determinacion de fluvalinato, con limites de deteccion entre 8 y 18
ug/kg; Blasco et al. (2003), para la determinacién de 42 tipos diferentes de pesticidas
organoclorados, organofosforados y carbamatos con limites de cuantificacion de 100
ug/kg; Fernandez et al. (1993), para la determinacion de amitraz, cumafés,
bromopropilato, cimiazol y fluvalinato con limites de cuantificacion de 20 ug/kg;
Albero et al. (2001), con limites de deteccién para la determinaciéon de 51 pesticidas
con limites de deteccion de 6 ug/kg, Volante et al. (2001), para la determinacion de
amitraz, bromopropilato, 2,4-dimetilanilina, cumafés, cimiazol y fluvalinato con un
limite de deteccién de 10 ug/Kg, y Tremolada et al. (2004) para la determinacién de

cumafds con un limite de deteccion de 5 ug/kg.

Por ultimo y de manera puntual, el detector de emisién atomica (AED) fue utilizado
por Jiménez et al. (1996) para la deteccién de amitraz, bromopropilato y clordimefor

en miel, con limites de deteccion de 70 pgl/l.

La sensibilidad de los diferentes métodos descritos para le determinacién de
acaricidas de sintesis en miel mediante cromatografia de gases esta comprendida

entre 0,001 y 40 ug/kg de miel.
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3.6.5. Confirmacion

Los métodos de confirmacion proporcionan la informacién necesaria para identificar
y cuantificar de manera inequivoca los analitos. Segun la Decisién 657/2002, por la
que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo, en cuanto al funcionamiento de los
meétodos analiticos y la interpretacion de los resultados, existen diversas técnicas de
confirmacién adecuadas para determinar la presencia de residuos de medicamentos.
Estas técnicas son la cromatografia de gases con deteccién por espectrometria de
masas, infrarroja o captacion electronica, y cromatografia liquida con deteccion por
espectrometria de masas, infrarroja, DAD, fluorescencia, ultravioleta o

inmunograma.

Para la confirmacion de tetraciclinas en miel, Nakazawa et al. (1999) y Oka et al.

(1994) confirman los resultados de sus métodos por espectrometria de masas.

Para la confirmacién de acaricidas de sintesis en miel, Maver et al. (2003), Korta et
al. (2001) y Van Buren et al. (1992) confirman los resultados de sus métodos por
GC-MS.
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3.6.6. Métodos analiticos para la determinacién de residuos de tetraciclinas

(oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina) en miel

En la tabla 11 se reflejan los distintos métodos de determinacién de residuos de

tetraciclinas recogidos en la literatura cientifica.
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Revision bibliografica

3.6.7. Andlisis de residuos de acaricidas de sintesis (flumetrina, fluvalinato,

cumafoés, bromopropilato y 4,4’ -dibromobenzofenona) en miel

En la tabla 12 se reflejan los distintos métodos de determinacién de residuos de

acaricidas sintéticos recogidos en la literatura cientifica.
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4. MATERIAL Y METODOS

“Mira a la abeja y aprende; observa su diligencia y con qué seriedad realiza su
trabajo. El fruto de sus esfuerzos es provechoso para la salud tanto de reyes como

de gente sencilla”. (Version de los LXX del Libro de los Proverbios 6, 82c).






Material y Métodos

4.1. Material, reactivos y equipos

4.1.1. Material

Tijeras, pinzas y espatulas de acero inoxidable.

Imanes de agitacion.

Vasos de precipitados de vidrio de 50, 100, 250 y 600 ml.

Matraces aforados de vidrio de 10, 25, 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
Matraces Erlenmeyer de vidrio con tapén de cierre esmerilado, de 250
y 500 ml de capacidad.

Probetas de vidrio graduadas con tapén de cierre esmerilado, de 50 y
100 ml.

Tubos de ensayo de vidrio con tapén de rosca de 10, 15y 50 ml de
capacidad.

Tubos de vidrio graduados conicos, de 10 y 15 ml de capacidad.
Varillas de vidrio.

Pipetas Pasteur de vidrio.

Pipetas de vidrio graduadas, de 1, 5, 10 y 25 ml.

Micropipetas (60-100 ul y 100-200 ul) con capilares de vidrio Socorex
(Suiza).

Viales de vidrio de 2 ml con tapén de rosca.

Viales de vidrio ambar de 2 ml con tapén de rosca.

Insertos de vidrio (100 pl) para viales.

Coladores de plastico de 8,5 cm y de 10 cm de diametro.

Filtros Tracer de nylon, de 25 mm de diametro, con tamafio de poro
de 0,2 ymy 0,45 um.

Cubetas de cuarzo de 1 cm.

4.1.2. Reactivos

Disolventes organicos
= Acetona grado HPLC Lab Scan (Irlanda).
= Metanol grado HPLab Scan LC (Irlanda).
= Acetonitrilo grado HPLC Lab Scan (Irlanda).
= Acetato de etilo grado HPLLab Scan C (Irlanda).

= n-Hexano 95% grado Pestiscan Lab Scan (Irlanda).




Material y Métodos

= Etanol 96 % v/v grado HPLC Panreac Quimica S.A. (Espana).
- Agua ultrapura MilliQ.
- EDTA (CioH1sN2oNayOg:2H,0O) grado PA Panreac Quimica S.A.
(Espana).
- Acido citrico (CgHgO7-H,0) grado PA Panreac Quimica S.A. (Espafa).
- Sodio fosfato dibasico (Na,HPO,) grado PA Panreac Quimica S.A.
(Espana).
- Acido oxalico 2-hidrato ((COOH),-2H,0) grado PA Panreac Quimica
S.A. (Espana).
- Hidroxido potasico (KOH), pureza del 97,3%, grado PA Baker
Chemicals B.V. (Holanda).
- Acido clorhidrico (HCI) 0,1N grado PA Panreac (Espafa).
- Hidréxido de sodio (NaOH) 1N grado PA Panreac (Espafia).
- Nitrégeno ultrapuro C55 Carburos Metalicos (Espana).
- Cartuchos de extraccion en fase sélida:
= 500 mg de Cq3 (EC), 6 ml, Isolute, International Sorbent
Technology (Reino Unido).
= 1 g de Ciy (EC), 6 ml, Isolute, International Sorbent
Technology (Reino Unido).
= 0,5 g de fenil, 6 ml, Isolute, International Sorbent Technology
(Reino Unido).
- Cartuchos de desecacion de 2,5 g de sulfato de sodio anhidro Isolute,
International Sorbent Technology (Reino Unido).
- Patrones de tretraciclinas, Vetranal® ( Alemania):
= Tetraciclina (C,,H25CIN,Og), pureza del 97,3%.
= Clortetraciclina (C2,H24CI2N2Og), pureza del 83,0%.
= Qxitetraciclina (C2H25CIN,Og), pureza del 96,2%.
= Doxiciclina (CzH24N2,0gHCI-0,5H,0:0,5CH3CH,0OH), pureza
del 98,0%.
- Patrones de acaricidas, Laboratorio Dr. Ehrenstorfer Gmb (Alemania):
= Flumetrina (C2sH22CI.FNQO3), pureza del 96,8%.
= Tau-fluvalinato (CsH22CIF3N2O3), pureza del 94,5%.
= Cumafés (C14H16CIO3PS), pureza del 95,0%.
= Bromopropilato (C47H1¢Br.0), pureza del 99,5%.
= 4,4°-Dibromobenzofenona (C3HgBr.0), pureza del 99,5%.
- Bayvarol®, 20 tiras, 3,6 mg de flumetrina por tira, Bayer (Alemania).

- Miel de romero “Luna de miel”, Tierra y Oro S.A. (Espana).
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4.1.3. Preparacion de reactivos

- Disolucion de hidréxido potasico 1N: 1,6 g de KOH y completar con
agua MiliQ en matraz aforado de 25 ml.

- Disolucién de hidréxido de sodio 0,05N: 5 ml de 1 N de NaOH vy
completar con agua MiliQ en matraz aforado de 100 ml.

- Disolucién de acido clorhidrico 0,05N: 50 ml de 0,1N de HCIl y
completar con agua MiliQ en matraz aforado de 100 ml.

- Disolucién saturada de EDTA 0,25M: 9,3 g de EDTA y completar con
agua MiliQ en matraz aforado de 100 ml.

- Disolucién de acido citrico: 2,1 g de acido y completar con agua MiliQ
en matraz aforado de 100 ml.

- Disolucion de sodio fosfato dibasico: 2,8 g de sodio fosfato dibasico y
completar con agua MiliQ en matraz aforado de 100 ml.

- Tampdén EDTA-Mcllvaine, pH 4: Mezclar 100 ml de la disolucion de
acido citrico y 62,5 ml de la disolucién de sodio fosfato dibasico.
Ajustar la disolucién resultante a pH 4 con las disoluciones de acido
citrico o de sodio fosfato dibasico. Anadir a la disolucion de pH 4, 6 g
de EDTA.

- Disolucion de acido oxalico, pH 3: 1,26 g de acido oxalico y completar
con agua MiliQ en matraz aforado de 1000 ml. Ajustar la disolucion
resultante a pH 3 con la disolucion de hidroxido potasico.

- Disoluciones de tetraciclinas: los patrones comerciales de tetraciclinas
se disolvieron a diferentes concentraciones en acetonitrilo:acido
oxalico pH 3 (15:85) (v/v).

- Disoluciones de acaricidas: los patrones comerciales de acaricidas se

disolvieron a diferentes concentraciones en metanol.
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4.1.4. Equipos

- Congelador Liebherr GS 5211 (-24°C) (Alemania).

- Frigorifico Catalan S. A. (Espanfa).

- Estufa de desecacion Selecta (20-200°C) (Espafia).

- Horno microondas FM 1535 (1200 W) Moulinex (Francia).

- Bano Maria Tectron P Selecta (Esparia).

- Bloque calentador de tubos Tembloc P Selecta (Espana).

- Rota-Tubos MS2 Minishaker IKA (EE.UU.).

- pHmetro Crison GLP 21 (Espana).

- Termometro graduado de mercurio (0-100° C).

- Balanza analitica monoplato CP 224 S Sartorius (Alemania), con
precision de 0,00001 g.

- Agitador oscilante TK3S Techno Kartell (Italia).

- Bafo de ultrasonidos, Selecta (Espafia).

- Buretas digitales de 25 ml Brand (Alemania).

- Centrifuga Rotofix 32 Hettich Zentrifugen (Alemania).

- Bomba de vacio XX5522050 Millipore (EE.UU.) (de 0 a 100 kPa).

- Estufa de incubacion Heraeus (Alemania).

- Espectrofotémetro Avantes, AvaSpec 1024, 200-1100 nm (Holanda).

- Equipo de estraccion en fase solida Vacuum Manifold Visiprep™
Supelco (EE.UU.).

- Cromatografo liquido de alta resolucion HP Series 1100 con sistema
de bombeo binario, inyector manual con loop de 20 pl, detector de
barrido de espectros (DAD), controlado por la estacion de trabajo HP-
Chemstation, Agilent (Alemania).

- Microjeringa 705 SNR de 50 pl, Hamilton (Suiza).

- Columna cromatografica de fase reversa octadecil C4s, de 250
mm de longitud, 4,6 mm de diametro interno, y 5 ym de tamafo
de particula, ODS2 Waters Spherisorb (Irlanda).

- Columna cromatografica de fase reversa octadecil C4s, de 250
mm de longitud, 4,1 mm de diametro interno, y 5 ym de tamafio
de particula, ACE (Reino Unido).

- Horno para columna cromatografica 90-2215 SSI Lab-Alliance
(EE.UU.).
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4.1.5. Control de calidad de reactivos, material y equipos

Todos los reactivos utilizados en este estudio debian estar exentos de sustancias
susceptibles de causar interferencias en el analisis cromatografico y, por ello, se han
utilizado sélo reactivos de la mayor calidad. En particular, todos los disolventes

organicos cuentan con certificados de calidad segun la norma ISO 9002.

El agua destilada ultrapura MilliQ se ha recogido directamente en botella de vidrio
ambar. Con objeto de eliminar las impurezas que puedan dar respuesta en el
detector e interferir con los analitos, se ha lavado con n-hexano (150 ml de n-

hexano/litro de agua) en un embudo de decantacion.

Para comprobar el grado de pureza de los reactivos, hemos realizado en nuestro
laboratorio un blanco de reactivos, es decir, se ha aplicado todo el protocolo de
analisis en ausencia de muestra (extraccion, purificacién y determinacion). En
ningun caso se observd la presencia de impurezas cuyos tiempos de retencion

coincidieran con los compuestos objeto de estudio.

Asimismo, la limpieza de material es fundamental para evitar cualquier interferencia
en la determinacion cromatografica de los analitos. Por este motivo, no se ha
utilizado en ningun momento material de plastico. Ademas, todo el material de vidrio
y acero inoxidable se ha lavado con agua y detergente, aclarado con agua destilada
y secado en estufa a 102° C. Finalmente, se ha lavado tres veces con n-hexano.
Para comprobar la eficacia de la limpieza del material, se pone en contacto n-hexano
con el material lavado y se inyecta en el cromatdgrafo. La ausencia de picos

interferentes con los analitos demuestra una buena limpieza.

Por otro lado, se estudid la estabilidad de las disoluciones-patrén a lo largo de 9
meses, mediante el analisis mensual de dichas soluciones. Se comprobé asi que las
disoluciones patron son estables en las condiciones de almacenamiento fijadas por

los fabricantes.

Finalmente, todos los equipos estan sometidos a controles de calidad, realizados

periddicamente por sus respectivos servicios de mantenimiento y calibracion.
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4.2. Puesta a punto y validacion de un método analitico multirresidual para la

determinacién de tetraciclinas en miel

Se ha puesto a punto y validado en nuestro laboratorio un método para el andlisis
simultaneo de residuos de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina en

miel.

Se ha tomado como referencia el trabajo realizado por Oka et al. (1987) y se han
ensayado las modificaciones necesarias hasta obtener resultados satisfactorios, de

acuerdo con criterios internacionalmente reconocidos.

El método analitico de Oka et al. (1987) se describe a continuacion. Se pesan 5 g de
miel y se disuelven con 20 ml de tampén Na,EDTA-Mcllvaine pH 4. La muestra
homogeneizada vy filtrada se carga en una columna de 0,1 g de C4s, previamente
acondicionada y activada con metanol, agua y disolucién saturada de Na,EDTA. La
columna se lava con 20 ml de agua y se hace pasar una corriente de nitrégeno. Los
analitos se eluyen con 50 ml de acetato de etilo. El eluato obtenido se hace pasar
por una columna Baker 10 COOH, que se lava con 10 ml de metanol y se eluye con
10 ml metanol-acetonitrilo-acido oxalico. Finalmente, se inyectan 100 pl de eluato en
un equipo de HPLC con una columna de Cs de 250 mm x 4,6 mm y 5 um, a un flujo
de 1 mil/min. La elucién isocratica se lleva a cabo con una mezcla metanol-
acetonitrilo-acido oxalico (1:1,5:3) como fase movil. La deteccion de las tetraciclinas

se realiza a 350 nm.

A continuacion, se describe de manera detallada los estudios efectuados en nuestro

laboratorio.

4.2.1. Ensayo del método original (Oka et al., 1987)

En primer lugar, se ensayd el método sobre una muestra de miel fortificada a una
concentracién conocida, encontrando una serie de dificultades y problemas practicos
que hicieron que los resultados obtenidos no fueran satisfactorios (recuperaciones
inferiores al 60%). Los principales problemas fueron la separacion de dos fases en el
eluato tras la extraccién en fase sodlida asi como la presencia de impurezas

interferentes con los analitos.
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Las modificaciones ensayadas para optimizar el método de analisis incluyen el
estudio de diferentes fases soélidas asi como del solvente de lavado y del solvente de
elucién (tipo y volumen) en la fase de extraccion. En cuanto a los cambios
introducidos en los parametros cromatograficos, se ha modificado la fase mévil (tipo

y pH) en la determinacién cromatografica.

4.2.2. Optimizacion de la extraccion en fase solida de los analitos
e Fase solida

Para mejorar la recuperacion de las tetraciclinas, se ensayaron las fases sélidas de
1 gde Ci, 0,5 g de Cig y 1 g de Fenil. Para realizar este estudio se fortificaron
muestras de miel con una mezcla de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y
doxiciclina a una concentracion final de 350 ng de cada tetraciclina por gramo de

miel.
e Solvente de lavado

Con el objetivo de eliminar o reducir lo maximo posible tanto las pérdidas de analito
como las impurezas presentes en el extracto, se ensayaron diversos solventes de
lavado (agua, metanol, tolueno, hexano e isoctano) asi como la eliminacion de la

propia fase de lavado.
e Tipo y volumen de solvente de elucion

Una vez elegida la fase solida que dio los mejores resultados, se estudi6 el efecto de
diversos solventes de elucién: acetonitrilo, acetonitrilo:acido oxalico (20:80),
acetonitrilo:acido oxalico (15:85), acetato de etilo, acetato de etilo:metanol (95:5),

acetato de etilo:metanol (90:10) y acetato de etilo:metanol (80:20).

Finalmente, una vez seleccionado el solvente de elucion 6ptimo, la siguiente etapa
fue la eleccion del volumen de elucion. Para ello se ensayaron los siguientes

volumenes: 6, 10 y 13 ml.
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4.2.3. Optimizacion de la determinacion cromatogréafica mediante HPLC
e Fase moévil

Se ensayaron diversas opciones, tanto la elucion isocratica como en gradiente, con
distintos tipos y concentraciones de solventes como fase movil. Los diferentes

ensayos realizados se recogen en la tabla 13.

Tabla 13. Fases mdviles ensayadas para la elaboracion del método.

Fases moviles ensayadas

Acetonitrilo: Ac Oxalico 95

Acetonitrilo: Ac Oxalico 90

Acetonitrilo: Ac Oxalico 85

Acetonitrilo: Ac Oxalico 80

Acetonitrilo: Ac Oxalico 75

Acetonitrilo: Ac. Oxalico 70

Metanol:Acetonitrilo:Ac. Oxalico (1:1,5:3) 55
Metanol: Ac. Oxalico min 9: 82; min 26: 88; min 41: 92

Acetonitrilo: Ac. Oxalico' min 3: 88; min 15: 80; mip 18: 15; min 21: 80 min 26: 75;
min 40: 85

Acetonitrilo: Ac. Oxalico? min 3: 88; min 15: 80; mip 18: 15; min 25: 85 min 36: 75;
min 40: 85

Acetonitrilo: Ac. Oxalico® min 3: 75; min 15: 80; min 18: 15; min 26: 80 min 40: 85

Acetonitrilo: Ac. Oxalico* min 3: 90; min 15: 85; min 30: 80; min 55: 75

Acetonitrilo: Ac. Oxalico® min 3: 88; min 13: 80; min 23: 75; min 25: 85

e pH de la fase movil

Se ensayaron diferentes pH de la fase mévil seleccionada mediante el estudio

anterior. Asi se ensayaron los pH de 2,5, 3y 3,5
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4.2.4. Validacion del método analitico

Una vez optimizado el método de analisis, éste se ha sometido a un proceso de
validacion de acuerdo con el Comité del Codex Alimentarius sobre residuos de
medicamentos veterinarios en los alimentos (FAO, 2003), el Manual de Analitico de
Pesticidas de la Administracion Norteamericana de Medicamentos y Alimentos,
(FDA, 1994), y el Grupo de Discusion para el Analisis de Residuos (ORA, 1995), que
exigen la determinacién de parametros como la sensibilidad, exactitud y precisién de

dicho método.

En consecuencia, para la validacion del método se han realizado estudios de
sensibilidad (linealidad, limite de deteccion y limite de cuantificacion), exactitud
(recuperacion) y precision (repetibilidad y reproducibilidad). El estudio de validacién
se ha llevado a cabo sobre muestras de miel, fortificadas a diferentes

concentraciones y analizadas con el método puesto a punto.

Estudio de la linealidad: determinacién de los intervalos de respuesta dinamico y

lineal

El intervalo de respuesta dinamico del detector se define como aquel intervalo de
concentraciones donde una variacion en la cantidad de analito produce un cambio
mensurable de la respuesta del detector. Dentro del intervalo dinamico puede haber
uno o varios intervalos de respuesta lineal (rangos lineales), que son aquéllos en los
que la variacion de la respuesta del detector es proporcional al cambio de la
cantidad de analito (FDA, 1994).

Para determinar el intervalo de respuesta dinamico del detector, se han inyectado en
el cromatografo diferentes concentraciones de analito (5-700 ng/g miel) y
representado graficamente el factor respuesta (FR) (concentracién de analito
inyectada/area del pico correspondiente a dicha concentracion de analito inyectada)
versus concentracion de la disolucién de analito. Todas las concentraciones se han
inyectado por duplicado. Por su parte, el intervalo lineal se determina como aquél en

el que el factor respuesta es constante dentro de un margen de + 10% (FDA, 1994).
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Estudio de la sensibilidad: determinacién de los limites de deteccion y cuantificacién

La sensibilidad de un método analitico es su capacidad de registrar ligeras
variaciones en la concentracion de un analito. Este parametro se relaciona con la
cantidad de analito requerida para dar un resultado significativo, cualitativo o
cuantitativo. La sensibilidad de un método se evalia mediante la determinacién de

los limites de deteccion y de cuantificacion.

En la 142 Sesion del Comité de la FAO sobre Residuos de Medicamentos
Veterinarios en los Alimentos, celebrada en Washington (EE.UU.), en marzo de
2003, se define el limite de deteccidn absoluto, el limite de deteccion y el limite de

cuantificaciéon como:

Limite de deteccion absoluto (LDA): la cantidad de analito, expresada en unidades
de masa (pg, ng, Ug), que da una sefal tres veces mayor que el ruido de fondo del

instrumento de medida.

Limite de deteccién (LD): la menor cantidad de analito a partir de la cual se puede
establecer la presencia del mismo en la muestra con una certeza estadistica
razonable. Se puede establecer numéricamente a un nivel al que se le afiade tres
veces la desviacion estandar, en las unidades utilizadas, de un numero
representativo de analisis blanco. Se puede expresar en unidades de cantidad

absoluta (pg, ng, 1g) o de cantidad relativa (pg/g, ng/g, g/g o mg/l).

Limite de cuantificacion (LC): la menor cantidad de analito en la muestra que puede
ser medida cuantitativamente con una certeza estadistica razonable. Se puede
establecer numéricamente a un nivel al que se le afiade diez veces la desviacion
estandar, en las unidades utilizadas, de un niumero representativo de analisis blanco.

Se puede expresar en unidades de cantidad absoluta (pg, ng, ug) o de cantidad

relativa (pg/g, ng/g, ug/g o mg/l).

Para establecer los limites de deteccién y cuantificacién es necesario tener en
cuenta, ademas, la presencia en los cromatogramas de los analisis blancos de

interferencias coincidentes con los analitos.
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Estudio de exactitud (recuperacion)

El estudio de recuperacion evalua la eficacia de la extraccion de un método analitico.
La Food and Drug Administration (FDA) (1994) recomienda realizar los estudios de
recuperacion de residuos de medicamentos sobre muestras fortificadas a diferentes
concentraciones. En nuestro estudio, hemos elegido las concentraciones de 350
ng/g miel y 50 ng/g miel, que se corresponden respectivamente con concentraciones
que se pueden encontrar en analisis rutinarios de determinacion de tetraciclinas en
miel y con concentraciones similares a los limites de deteccién del método para cada

tetraciclina. Los ensayos se han realizado por triplicado.
Estudios de precision (repetibilidad y reproducibilidad)

De acuerdo con estas recomendaciones descritas por la FDA (1994), para el estudio
de repetibilidad, los analisis han sido llevados a cabo en el mismo laboratorio, por el
mismo analista, en el mismo dia y con el mismo equipamiento en cada caso. Se ha
realizado un total de 9 ensayos sobre mieles fortificadas con las cuatro tetraciclinas

a 350 ng/g miel.

Para el estudio de reproducibilidad, los analisis se han llevado a cabo en el mismo
laboratorio, por el mismo analista, con el mismo equipamiento, pero en 3 dias
distintos, en dos semanas diferentes. Para ello, se han realizado 9 analisis sobre

mieles fortificadas con las cuatro tetraciclinas a 350 ng/g miel.

4.2.5. Fortificacion de una muestra de miel exenta de residuos

Para evaluar la eficacia de todas las modificaciones ensayadas a lo largo de todas
las etapas del analisis, es necesario fortificar una muestra de miel exenta de analitos

a concentraciones detectables (blanco matriz) (FDA, 1994).

Para ello, se ha elegido una miel comercial que, tras la extraccion mediante la
técnica descrita en esta tesis, no presentaba picos coincidentes con los de los

analitos.

Para la fortificacion, se ha preparado una disolucién madre de 2.000 ug/ml de cada
tetraciclina en acetonitrilo:acido oxalico a pH 3 (15:85) (v/v), a partir de la cual se han
preparado las diferentes disoluciones de trabajo. Para obtener la concentracion final
deseada se han adicionado a 3 g de miel las cantidades necesarias de la solucién

patrén.
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4.3. Puesta a punto y validacion de un método analitico multirresidual para la
determinacién y cuantificacion de flumetrina, fluvalinato, cumafés,

bromopropilato y 4,4,”- dibromobenzofenona en miel

El objetivo de este estudio es incluir la determinacion de residuos de flumetrina en el
método de analisis multirresidual establecido en nuestro laboratorio (Adamcyzk et
al., 2007) para la determinacién simultanea de cumafds, bromopropilato,
4.4’dibromobenzofenona y fluvalinato en cera, basado en el descrito por Gomis et al.
(1996), y que consiste en una extraccion en fase solida, y una posterior

determinacion cromatografica mediante HPLC-DAD.

Para ello, se han ensayado distintas condiciones, tanto de extraccién como
cromatograficas que permitieran optimizar la determinacion de flumetrina sin
disminuir la eficacia para el resto de analitos. Posteriormente, el método optimizado
se ha validado determinando los parametros de sensibilidad, exactitud y precision de
acuerdo con la Decision de la Comision Europea del 12 de Agosto del 2002
(2002/657/CE), por la que se aplica la Directiva 96/23/CE del Consejo en cuanto al

funcionamiento de los métodos analiticos y a la interpretacién de los resultados.

El método de partida (Adamcyzk et al., 2007) consiste en una preparacion previa de
la muestra de miel (5 g) diluyéndola con metanol:agua (15 ml) y un acondicionado de
la columna de C45 (0,5 g) con metanol y agua (1:1) (v/v). Posteriormente, se carga la
solucion de la muestra en la columna, se lava con solvente metanol:agua (3x3 ml), y
se seca con una bomba de vacio conectada a un Vacuum Manifold (10 miny 15 mm
Hg). Tras este proceso se cambian las guias del Vacuum Manifold y se colocan unos
cartuchos de 2,5 g de sulfato sddico anhidro. Para la elucion de los analitos se utiliza
hexano (10 ml) y se lleva a sequedad bajo una corriente de nitrégeno. El extracto se
reconstituye con metanol (1 ml) y se almacena en congelacion (-20°C) en viales de
rosca. La determinacion cromatografica, se lleva a cabo a 25° C, mediante una
columna en fase reversa de C4s de 250 mm de longitud, 4,6 mm de diametro interno,
y 5 um de tamano de particula. Una elucién en gradiente, a 1 ml/min, con acetonitrilo
y agua MiliQ ultrapura. La determinacion de los diferentes acaricidas se realiza a
diferente longitud de onda (Tabla 15). El tiempo de analisis cromatografico es de 18

minutos.

Los cambios introducidos por Adamcyzk et al. (2007) respecto al método original de

Gomis et al. (1996) se pueden contemplar en la tabla 14.
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Tabla 14: Variaciones introducidas por nuestro laboratorio en el método original de

extraccion de acaricidas en miel.

Método de Gomis et al. (1996) Método de Adamcyzk et al. (2007)

Acondicionado: 2 ml metanol y 2 ml agua. Acondicionado: 2 ml metanol, 2 ml agua y 5 ml

metanol:agua (1:1)

Lavado: 5 ml metanol:agua (1:1) Lavado: 3 x 3 ml metanol: agua (1:1)

Utilizacion cartuchos de (NaxSO4)

Elucion: 5 ml Hexano Elucion: 10 ml Hexano
Columna: C1g 125 mm x 4 mm x S5um Columna: C1g 250 mm x 4,6 mm x 5um
Fase movil: agua y metanol Fase movil: agua y acetonitrilo
e Gradiente de elucion: e Gradiente de elucion:
Tiempo % solvente Tiempo % solvente
(minutos) Metanol (minutos) Acetonitrilo
15 70 12 100
23 100 15 80
25 70

Tabla 15: Longitud de onda 6ptima para la determinacion de los diferentes acaricidas
estudiados en esta tesis.

Pesticida Longitud de onda 6ptima (nm)
Flumetrina 254
Fluvalinato 254
Cumafds 315
Bromopropilato 233
4,4’Dibromobenzofenona 270
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4.3.1. Fortificacion de una muestra de miel exenta de residuos

Para evaluar la eficacia de todas las condiciones ensayadas a lo largo de todas las
etapas del andlisis, es necesario fortificar una muestra de miel exenta de analitos a

concentraciones detectables (blanco matriz) (Decision de la Comisidén 2002/657/CE).

Se ha elegido una miel comercial que no presenta picos coincidentes con los de los
analitos. Esta miel comercial es la que habitualmente utilizamos en nuestro
laboratorio como blanco para anadlisis de distintos residuos y se ha analizado
mediante la técnica de extraccion descrita en esta tesis, comprobando que no

presentaba picos coincidentes con los de los analitos.

Para la fortificacién, se ha preparado una soluciéon patréon de cada uno de los
analitos en metanol a una concentracion de 1.000 pg/ml, a partir de la cual se han
preparado las diferentes diluciones de trabajo. Estas soluciones patrén se han
almacenado en oscuridad, a -20°C. Para obtener la concentracion final deseada se

han adicionado a 5 g de miel las cantidades necesarias de la solucién patrén.

Para elaborar las distintas disoluciones de trabajo, se han tenido en el hecho de que
en la Union Europea no existen limites maximos de residuos de flumetrina,
fluvalinato, bromopropilato y 4,4 dibromobenzofenona en miel. Por ello, ésta ha sido
fortificada a tres concentraciones distintas, 1, 1,5 y 2 veces el limite de
funcionamiento exigido (contenido minimo de un analito en una muestra que debe
ser detectado y confirmado). Este criterio sirve para armonizar el funcionamiento
analitico de los métodos aplicables a las sustancias para las que no se ha
establecido un limite permitido (Decision de la Comisiéon 2002/657/CE). En el caso
de cumafds, las tres concentraciones de fortificacion han sido 0,5, 1 y 1,5 el limite

maximo permitido.

4.3.2. Validacion del método

Al método analitico desarrollado en esta tesis se le aplicaron sus respectivos
estudios de linealidad, precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud
(recuperacion) y sensibilidad (CCay CCp), basandose en la Decisién de la Comision

(2002/657/CE) para la validacion de un método analitico.
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Especificidad

Este parametro permite comprobar la capacidad de un método para distinguir entre
el analito y otras sustancias presente en condiciones experimentales. Para
comprobarlo se han analizado un numero apropiado de muestras blanco y otras
adicionadas con flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4'-
dibromobenzofenona (en total 18 muestras). Se han verificado posibles
interferencias en las regiones de interés en las que cabe esperar los analitos. La
identificacion cromatografica de los analitos se ha llevado a cabo comparandolos
con los tiempos de retencion de los patrones. También se ha comprobado la
concordancia entre los parametros que definen los picos de los patrones y los de las

muestras adicionadas.

Finalmente, se debe comprobar que los picos estén formados por un Uunico
componente y para ello se obtiene informacion de la pureza de los picos a partir de

la informacion espectral obtenida.

El objetivo de este estudio es ver que no existe en la matriz ningun pico que pueda
inducir a confusién con el analito, que la identificacion del analito no se ve dificultada
por la presencia de interferencias o metabolitos, y que la cuantificaciéon no sufre una

influencia apreciable.

La distancia entre ambos picos (interferente y analito) ha de ser superior a la
anchura del pico del analito medida al 10% de la anchura maxima del mismo. Por
ultimo, el coeficiente de variacion de los tiempos de retencion de los blancos matriz

fortificados no ha de ser superior al 2,5%.

En el caso de la flumetrina y del fluvalinato existe gran similitud quimica entre
ambos, traduciéndose ésta, en unos espectros muy similares (su longitud de onda
Optima es la misma, 254 nm) (Figura 38), lo que nos ha inducido a profundizar mas

en este apartado.

Identificacion

La identificacion cromatografica se realiza comparando los tiempos de retencién de

los analitos de los patrones de calibracion con los de las muestras.
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Los picos que se han detectado cromatograficamente se confirman espectralmente.
La confirmacion se basa en la comparacion de los espectros de la muestra problema

con los de una muestra adicionada.

Los criterios de identificacion utilizados estan basados en la Decision de la Comision
657/2002/CE. Asi, los maximos de absorcion del analito en matriz deben presentar
las mismas longitudes de onda que los del patron de calibracion, dentro de un
margen determinado de resolucion de = 2nm. El espectro del analito por encima de
220 nm no debe diferir visualmente del espectro del patrén de calibracion, para

aquellas partes de ambos espectros con una absorbancia relativa > 10%.

Este criterio se satisface, en primer lugar, cuando se presentan maximos iguales v,
en segundo lugar, cuando en ninguno de los puntos observados la diferencia entre

ambos espectros es superior al 10% de la absorbancia del patron.

La similitud del pico de la matriz con el de otros analitos se puede comprobar
comparando el espectro del pico problema con el espectro de la flumetrina de la

biblioteca de espectros del equipo informatico.

Estudio de la linealidad

Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente
proporcionales a la concentracién o cantidad del analito en un rango definido,
entendido éste como el intervalo de concentracion en el cual el método es aplicable
(Angelini, 2000).

El estudio de la linealidad se realiza preparando disoluciones patrén a cuatro niveles
de concentracion calculado de forma que la disolucién de las muestras a analizar se

encuentre en las zonas centrales del rango.

Para este estudio las disoluciones patrén se preparan y analizan seis veces Y,
posteriormente, se evallan usando las condiciones cromatograficas determinadas

durante el estudio de especificidad.

En un primer paso la linealidad se evalua por inspeccion visual de la grafica obtenida
al representar los pares de puntos sefal/concentracion y, si es lineal, la linea de

regresion se calcula por el método de los minimos cuadrados.
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El rango lineal se define como aquel intervalo de concentraciones para los que la
variacion de la respuesta del detector es proporcional al cambio en la cantidad de
analito (FDA, 1994). En nuestro estudio de linealidad se fortificaron matrices con 100
ul de disoluciones patron con concentraciones comprendidas entre 5.000 y 8 ng/g.
En la determinacién del rango de respuesta lineal se han seguido los criterios que
recomienda la Food and Drug Administration de EE.UU. (1994), que considera lineal
el rango de concentraciones de un compuesto para las que el factor respuesta es

constante dentro de un margen del = 10%.

Estudios de precision (repetibilidad y reproducibilidad)

La precisién del método se define como el grado de coincidencia existente entre los
resultados independientes de un ensayo obtenidos en condiciones estipuladas (UNE
82009-1:1998).

La repetibilidad, es el grado de precision obtenida cuando en las mismas
condiciones se realizan ensayos independientes en un intervalo corto de tiempo. De
acuerdo con estas recomendaciones, para el estudio de repetibilidad, los analisis
han sido llevados a cabo en el mismo laboratorio, por el mismo analista, en el mismo
dia y con el mismo equipamiento en cada caso. Se ha realizado un total de 18
analisis sobre mieles fortificadas con los analitos a varios niveles del limite de
funcionamiento del método, es decir n=6 para 1, 1,5 y 2 veces el limite de
funcionamiento. El coeficiente de variacion en todos los niveles y entre ellos ha de

estar por debajo del 20%.

En los estudios de precision, de acuerdo con la Decisién de la Comision Europea del
12 de Agosto de 2002 (2002/657/CE), solo se aceptan coeficientes de variacion

inferiores al 20%.

La reproducibilidad intralaboratorio es un término definido por la ICH (International
Conference Harmonization, 1995) como la variabilidad de un proceso largo que se
determina comparando los resultados obtenidos en el mismo laboratorio en
diferentes momentos. Las variaciones tipicas para ser estudiadas incluyen dias,
analistas, equipos, etc... No se considera necesario estudiar estos efectos

individualmente.
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Para el estudio de reproducibilidad, los analisis se han realizado en el mismo
laboratorio, por el mismo analista, con el mismo equipamiento, pero en 3 dias
distintos y en 2 semanas diferentes. Para ello, se han realizado 27 analisis sobre
mieles fortificadas con los analitos a varios niveles del limite de funcionamiento del
método, es decir n=9, para 1, 1,5y 2 veces el limite de funcionamiento. De acuerdo
con la Decision de la Comision 657/2002/CE, so6lo se aceptan coeficientes de

variacion inferiores al 20%.

Veracidad

La veracidad de un método de medicion valora los errores sistematicos del método
de ensayo, es decir, errores inherentes y constantes. Para comprobarlos se calibran
los equipos, se emplean muestras certificadas de referencia, patrones quimicos o
intercomparativos con otros laboratorios. El término veracidad se define en la
Decision 2002/657/CE como el grado de concordancia existente entre el valor medio
obtenido de una gran serie de resultados y un valor de referencia aceptado. La
veracidad se expresa, generalmente, como sesgo (8) (diferencia entre el valor medio

obtenido y el valor de referencia).

No se han encontrado muestras de material de referencia certificado por lo que no
es necesario calcularla si se ha realizado un estudio de recuperacién del método
(Decision 2002/657/CE).

Estudio de exactitud (recuperacion)

Este estudio tiene como objetivo determinar qué porcentaje del analito se pierde en
las etapas previas a la medicién (Ramis-Ramos, 2001). En la Decisiéon 2002/657/CE
se establece que la recuperacion es el porcentaje de la concentracion real de una

sustancia recuperado durante el procedimiento analitico.

Durante el proceso de validacién se ha calculado el factor de recuperacion
analizando material de muestra enriquecido a tres niveles distintos. Este factor

posteriormente se aplica a la correccion del valor de concentracién obtenido.
La recuperacion (%) a cada nivel de enriquecimiento se obtiene con la férmula:

ppb(obtenido)
ppb(adicionado)

%Recuperacion =
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En este estudio se han analizado 18 muestras de miel exenta de residuos,

seleccionada como blanco matriz y fortificada con los diferentes patrones quimicos.

El ensayo de recuperacion se realizé por sextuplicado, a tres niveles de fortificacion,
1.000 ng/g miel, 100 ng/g miel y 50 ng/g miel (debido a que cumafés tiene LMR,
estos niveles fueron 1.000, 200 y 100 ng/g miel).

Conforme a la Decision de la Comision 657/2002/CE, se aceptan recuperaciones
comprendidas entre el 70 y el 110%, para valores de fortificacion comprendidos
entre 1 pg/kg y 10 pg/kg. Para valores = 10 pg/kg los resultados de las

recuperaciones deben estar entre el 80 y el 110%.

Estudio de la sensibilidad: Limite de decisién (CCe) y Capacidad de deteccion (CCp)

Segun Decisidon de la Comisién 657/2002/CE se considera que una muestra es “no
conforme” si se supera el limite de decision del método de confirmacién para el

analito.

En el caso de los acaricidas flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4°-
dibromobenzofenona este limite de decisién (CCa) es la concentracién mas baja a
partir de la cual un método puede detectar la presencia del analito en cuestion, con

una certeza estadistica de 1-c.

El error « (tipo 1) es la probabilidad de que la muestra analizada sea realmente
“‘conforme”, aunque se haya obtenido una medicion de “no conforme”, es decir, que
se concluya que una sustancia esta presente cuando realmente no lo esta (falso

positivo).

Sin embargo, el Limite de Decision (CCea) no tiene en cuenta el error S (o de tipo II)
que es la probabilidad de que la muestra analizada sea realmente no conforme, o
que se concluya que una sustancia no esta presente cuando realmente lo esta (falso

negativo).

La capacidad de deteccidon (CCp) si tiene en cuenta este tipo de error y se define
como la concentracion minima en la que un método puede detectar muestras

realmente contaminadas con una certeza estadistica de 1-4.

Cuando se realiza una serie de medidas repetidas la distribucién de resultados que

se obtienen siguen una distribuciéon normal o de Gauss, es decir, una distribucion
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simétrica en la que el suceso mas probable es el central, y la probabilidad de
ocurrencia disminuye de forma exponencial conforme nos alejamos del centro. En

estas poblaciones la desviacién estandar determina la amplitud de la distribucion.

En la figura 21 se representa como seria la distribucion de los resultados obtenidos
al realizar un ensayo sobre muestras blanco y sobre muestras contaminadas y

donde se situarian graficamente, CCay CCp.

Para las sustancias en las que no hay limite maximo de residuos (LMR) fijado en la
Union Europea (todas las incluidas en este estudio salvo el cumafds), tienen
establecido un error =1% y un error /=5%. El limite de decision se puede calcular
delimitando la sefnal frente a la concentraciéon afiadida mediante una curva de
calibracion siendo la ordenada el equivalente al valor medio de la muestra sin

adicionar.

Figura 21. CCay el CCfen sustancias para las que no se ha establecido LMR

CCa CCp

2335, 1,64 55

Frecuencia

Respuesta
XB = Valor medio de la respuesta en la muestra sin adicionar
XS = Valor medio de la muestra contaminada
sB = Desviacion estandar de la muestra sin adicionar
sS = Desviacion estandar de la muestra contaminada
o = Tasa de resultados de falsos no conforme (falsos positivos)
S = Tasa de resultados de falsos conforme (falsos negativos)
CCa = Respuesta con un error zdado y un 50% de error S

CC/ = Respuesta con un error o muy pequefio y un error fdado
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Para realizar este estudio, se han utilizado las muestras blanco fortificadas con los 5
acaricidas utilizadas previamente para los estudios de reproducibilidad. Tras la
identificacion se delimita la senal frente a la concentracion afadida. El limite de
decision es igual a la concentracidn correspondiente a la ordenada en el origen mas

2,33 veces la desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio (Srintraiab)-

CC o = ordenada + (2,33 X Sgya )

En el caso particular del cumafés (LMR de 100 ng/g en la UE), el limite de decision
equivale a la concentracién correspondiente al limite permitido mas 1,64 veces la

desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio (Sgintratab)-

CCa =LMR+ (1,64 X Sga )

Por otro lado, la capacidad de deteccién se obtiene como la concentracion
correspondiente al limite de decisién mas 1,64 veces la desviacién estandar de la
reproducibilidad intralaboratorio de las muestras fortificadas con concentraciones de

cada acaricida similares al limite de decision (s).

CCA=CCa + (1,64x59)

Estudio de la robustez

La robustez es la susceptibilidad de un método analitico a los cambios de las
condiciones experimentales. Con este estudio se pretende introducir
deliberadamente en el método ligeras variaciones razonables y observar sus

consecuencias.

Para ello, se han determinado previamente siete factores del analisis de la muestra
que podian influir en los resultados de la medicién y se han modificado en un orden
de magnitud razonable. Para poder realizar los calculos, a los valores nominales de
estos siete factores elegidos se les ha asignado una letra maylusculadelaAalaGy
a sus modificaciones se les ha asignado una letra minuscula de la a la g. Los

factores modificados y la magnitud de la modificacion se muestran en la tabla 16.

Se ha disefiado el experimento segun el método de Youden (Decision de la
Comision 657/2002/CE), ya que este reduce al minimo el tiempo y el esfuerzo

requeridos. Este método es un diseno factorial fraccional que permite estudiar
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diversas variaciones simultdneamente, aunque no permite detectar interacciones
entre los diversos factores. Se ha tomado un subconjunto equilibrado y
representativo de 8 de las 128 combinaciones posibles (Tabla 17). Las

caracteristicas del analisis para cada combinacion se describen en la tabla 18.

Tabla 16. Factores modificados en el método de determinacion de residuos de

acaricidas de sintesis en miel y magnitud de la modificacion.

Magnitud del cambio |

UlEe el Gatls Referencia Modificacion
Lavado del material de vidrio con agua Si No
mili-Q y hexano (A) (a)
- Marca Lab-Scan® Marca Panreac®
Caracteristicas de los solventes
(B) (b)
Tiempo de secado de columna de 10 min 15 min
extraccion (C) (c)
L, 10 ml 9,5 ml
Volumen de elucion ’
(D) (d)
Tiempo_’ transcurrido  desde _ la Inmediato Una semana
obtencioén del extracto con los analitos
; i e (E) (e)
hasta su inyeccion cromatografica
Temperatura de la columna 25°C Ambiente
cromatografica (F) (f)
. . F S
Cambio de analista
(G) (9)

Tabla 17. Combinaciones elaboradas para la configuracién del estudio de robustez.

Combinacion

Valor del factor

Lavado material de vidrio
con agua mili-Q y hexano

Caracteristicas de los
solventes

Tiempo de secado de
columna de extraccion

Volumen de elucién D D d d d d D D

Tiempo hasta inyeccion
cromatografica del extracto

Temperatura columna f f
cromatografica

Cambio del analista G g g G g G G g
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Tabla 18. Descripcion de las caracteristicas del analisis para cada combinacion.

Combinaciéon

Caracteristicas del analisis

Lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Lab-
Scan®, 10 min de secado de columna de extraccion, 10 ml de volumen de
elucion, inyeccion inmediata, 25°C temperatura de columna, realizado por F.

Lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Lab-
Scan®, 15 min de secado de columna de extraccion, 10 ml de volumen de
elucién, inyeccién tras una semana, columna a temperatura ambiente,
realizado por S.

Lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Panreac®,
10 min de secado de columna de extraccion, 9,5 ml de volumen de elucion,
inyeccion inmediata, columna a temperatura ambiente, realizado por S.

Lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Panreac®,
15 min de secado de columna de extraccion, 9,5 ml de volumen de elucion,
inyeccion tras una semana, 25°C temperatura de columna, realizado por F.

No lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Lab-
Scan®, 10 min de secado de columna de extraccion, 9,5 ml de volumen de
elucién, inyeccion tras una semana, 25°C temperatura de columna,
realizado por S.

No lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes Lab-
Scan®, 15 min de secado de columna de extraccién, 9,5 ml de volumen de
elucién, inyeccion inmediata, columna a temperatura ambiente, realizado
por F.

No lavado del material de vidrio con agua mil-Q y hexano, solventes
Panreac®, 10 min de secado de columna de extraccion, 10 ml de volumen
de elucion, inyeccion tras una semana, columna a temperatura ambiente,
realizado por F.

No lavado del material de vidrio con agua mili-Q y hexano, solventes
Panreac®, 15 min de secado de columna de extraccién, 10 ml de volumen
de elucion, inyeccidon inmediata, 25°C temperatura de columna, realizado
por S.

Para llevar a cabo este estudio, todas las muestras fueron fortificadas a una

concentracién de 100 ng/g miel para cada acaricida. El estudio de cada combinacion

de factores se ha realizado por triplicado.
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4.4, Estudio de estabilidad de las tetraciclinas en diferentes muestras de miel

(efecto de la pasteurizacion y efecto del tiempo de almacenamiento)

Se ha realizado un estudio con el objetivo de determinar la degradacion que sufren
las tetraciclinas en la miel por efecto de la pasteurizacién y del tiempo. Para ello, se
utilizaron 11 mieles de distintas marcas comerciales y origenes botanicos (romero,
limonero, multifloral, naranjo, espliego, eucalipto, tomillo, montafa, bosque, brezo y
encina), comprobandose sobre las mismas la ausencia de residuos de tetraciclinas

mediante la metodologia analitica puesta a punto en esta tesis (apartado 5.1.1.).

De cada una de las diferentes mieles comerciales se tomo una submuestra de 250 g
y se depositd en un bote de vidrio con tape metélico. A estos 250 g de miel se
afadié 1 ml de una mezcla de las cuatro tetraciclinas estudiadas (Oxitetraciclina,
Tetraciclina, Clortetraciclina y Doxiciclina) disueltas en acetonitrilo-acido oxalico
(15:85), a una concentracion de 125 pug/ml. La concentracion final teérica fue de 500
ng/g de miel en el tiempo O de este estudio, comprobandose mediante su analisis la

concentracion real.

Para estudiar el efecto de la pasteurizaciéon, inmediatamente después de su
fortificacion, las muestras de miel (50 g) se sometieron a una pasterizacion, similar a
la que se aplica en el proceso industrial (78° C durante 1 minuto) y posteriormente

fueron analizadas.

Para estudiar el efecto del factor tiempo, la miel restante (150 g), se almacend en
oscuridad a temperatura ambiente (25° C + 5° C), analizandose submuestras de 50 g
de miel a los 30, 90 y 180 dias.

En la figura 22 se puede observar graficamente el disefo de este estudio.

Para evaluar las diferencias estadisticamente significativas entre los valores
obtenidos en el estudio de degradacion se sometieron los datos a analisis
estadistico aplicando el test paramétrico de t-student. Los calculos se llevaron a
cabo con el programa StatView SE-Graphics para Macintosh (1988, Abacus

Concept, Inc., Berkeley, California).

Por otro lado, con objeto de explicar la diferente degradacion de las tetraciclinas en
diversas mieles, se ha realizado un estudio mas exhaustivo sobre la influencia de las
caracteristicas fisico-quimicas de la miel en la degradacion de las cuatro
tetraciclinas. Para ello se han determinado los siguientes parametros fisico-

quimicos: humedad, conductividad eléctrica, pH, acidez libre, acidez lactonica,
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acidez total y color (parametros L, a, b, ¢, H), y se ha realizado posteriormente un

analisis estadistico basado en matrices de correlacion.

Para efectuar las mediciones de los parametros de humedad, conductividad
eléctrica, pH, acidez libre, acidez lactonica y acidez total se ha seguido la

metodologia oficial descrita en el método oficial de analisis para la miel (BOE, 1986).

Para medir los parametros de color las muestras de miel, es necesario depositarlas
en cubeta de cuarzo de 1 cm y sellarlas con parafilm. Dado su estado sélido, la
muestra es llevada a una estufa de incubaciéon a una temperatura de 40° C, el
tiempo suficiente para alcanzar su licuacién. Posteriormente, y a temperatura
ambiente, se realiza la medida de los espectros en un espectrofotometro, entre 380
y 780 nm, cada 1 nm. Se utiliza el iluminante D65 y el observador patrén CIE64, de

10° en la determinacién del color segun el método de la CIE (CIE, 1986).

Figura 22. Organigrama con el disefo cronoldgico del estudio de degradacion.

Bote miel
comercial
|
| |
Analisis 2509
| Comprobacion ‘ Fortificacion
]
50 g
Analisis 2009
tiempo 0 | 1
509 150 g
Pasterizacion y
analisis Y
Analisis (50 g)
| tiempo 30 dias
Analisis (50 g)

" tiempo 90 dias

Analisis (50 g)
tiempo 180 dias
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4.5. Estudio estabilidad de flumetrina en la colmena

Se ha realizado un estudio para conocer la estabilidad de flumetrina en miel

procedente del tratamiento con Bayvarol® en la propia colmena.

Para ello, se trataron con Bayvarol®, cinco colmenas de un mismo colmenar ubicado
en la localidad zaragozana de Litago. El producto Bayvarol® se aplica mediante
tiras que contienen 3,6 mg de flumetrina/tira. Las tiras se colocaron en el interior de
la colmena, tanto sobre panales con camara de cria, como sobre panales alejados
de estas zonas, durante un periodo de 6 semanas. El resto de colmenas (5)

quedaron como colmenas control.

El colmenar elegido no habia sido tratado con flumetrina ni con fluvalinato
anteriormente y, de esta manera, se elimind la posibilidad de la aparicion de
resistencias a la flumetrina, o resistencias cruzadas debidas al fluvalinato, sustancia
activa de la misma familia que la flumetrina, ambos piretroides indicados para la

lucha contra la varroosis, tal como se ha sefialado anteriormente.

Previamente al tratamiento veterinario con flumetrina, se sustrajeron trozos de panal
de unos 8 cm de largo por 5 cm de ancho, de los cuales se extrajo la miel, que sirvié
como referencia y blanco matriz en el posterior proceso analitico. Esta miel fue

almacenada en congelacién (-20° C) hasta su posterior analisis.

Tras esperar las seis semanas indicadas en el prospecto, se retiraron las diversas
tiras y se sustrajeron trozos de panal (8 x 5 cm), tanto de las zonas proximas a la

ubicacién de las tiras como de los panales mas alejados a éstas.

La miel fue separada del panal por procesos puramente fisicos.Para ello, la muestra
se coloca sobre un colador y se presiona cuidadosamente con una varilla de vidrio
para hacer pasar la miel a través de la malla sin arrastrar impurezas, obteniendo de
esta manera una miel fluida, limpia y evitando cualquier posible alteracién de la
sustancia activa debida a la temperatura. Esta miel fue almacenada inmediatamente

en congelacion (-20° C).

Ocho semanas después de la aplicacién del tratamiento, se repitid la misma
operacién, retirandose los trozos de las zonas mas proximas a las tiras y de los
panales mas alejados a éstas para posteriormente extraer la miel. A continuacion, se
procedid al analisis de las mismas. Para ello, se utilizd el método de extraccion de
residuos de flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4°-

dibromobenzofenona optimizado y validado en esta tesis.




Material y Métodos

4.6. Andlisis de residuos de acaricidas de sintesis en muestras de miel

Se han analizado 20 muestras de miel cruda, de diferentes origenes botanicos y
geograficos, procedentes de colmenas de la Comunidad Auténoma de Aragon,
recogidas entre los afos 2005 y 2007, con la finalidad de determinar el contenido de
residuos de acaricidas de sintesis, en base a un control rutinario efectuado por

técnicos de ADSs apicolas de nuestra comunidad.

Al hallarse las muestras en un buen estado de limpieza, no fue necesario realizar
ningun acondicionamiento previo de la miel, procediéndose directamente a la

extraccion de los analitos.

El analisis de las mieles se ha llevado a cabo en la primera semana tras su
recepcion y siguiendo la metodologia descrita en esta tesis para la determinacion de
residuos de residuos de flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y

4.,4"dibromobenzofenona y que de un modo resumido se describe a continuacion.

Se pesan 5 g de miel en un vaso de precipitados, se afaden 15 ml de una solucién
de metanol-agua (1:1, v/v) y se homogeniza. Acondicionado de la columna de Cys
(0,5 g) con 2 ml de metanol, 2 ml de agua MiliQ y 5 ml de solucién de metanol-agua
(1:1, v/iv) metanol y agua (1:1, v/v). Posteriormente, se carga la solucién de la
muestra en la columna, se lava con solvente metanol:agua (3 x 3 ml), y se seca.
Tras este proceso se cambian las guias del Vacuum Manifold y se colocan unos
cartuchos de sulfato sédico anhidro de 2,5 g. Para la elucién de los analitos se utiliza
hexano (10 ml) y se lleva a sequedad bajo corriente de nitrégeno. El extracto se
reconstituye con metanol (1 ml) y se almacena en congelacion (-20°C). La
determinacion cromatografica, se lleva a cabo a 25° C, mediante una columna en
fase reversa de Cqs de 250 mm x 4,6 mm de didmetro y 5 um de tamafio de particula
y elucién en gradiente, a 1 ml/min, con acetonitrilo y agua MiliQ (Tabla 14). La
determinacion de los diferentes acaricidas se realiza a diferente longitud de onda

(Tabla 15). El tiempo de analisis cromatografico es de 18 minutos.







5 RESULTADOS Y DISCUSION

“Sin abejas, al hombre sélo le quedarian cuatro afios de vida. Sin ellas, no hay

polinizacién, ni hierba, ni animales, ni humanidad”. Albert Einstein.






Resultados y Discusion

5.1. Puesta a punto y validacién del método multirresiduo de analisis

tetraciclinas en miel.

5.1.1. Puesta a punto
Optimizacién de la extraccion en fase sélida

Se han ensayado diversas modificaciones en los estudios de puesta a punto para la
etapa de extraccion. En sintesis, los mejores resultados se consiguieron no
sometiendo a filtracion la muestra disuelta; cargandola en una columna de 1g de Cyg;
no realizando lavado de columna; eluyendo los analitos con 13 ml de acetato de
etilo:metanol (9:1); y realizando una filtracion positiva del extracto con un filtro de

membrana de 0,22 um.

e Eleccién de la fase sdlida:

Dada la polaridad de los analitos y de la matriz, las fases sélidas ensayadas fueron de
naturaleza apolar: 1g de C45, 0,5 g de C4s y 1g de fenil. Los mejores porcentajes de
recuperacion, como se puede apreciar en la figura 23, se obtuvieron con la columna de
1 g de C43 (82-99%).

Figura 23. Porcentaje de recuperacion de las tetraciclinas usando diferentes tipos de

fases solidas.
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Estos resultados coinciden con la mayoria de investigadores, que utilizan
principalmente fases apolares, en particular C4s (MUnstedt et al., 2005; Wan et al.,
2005; Vinas et al., 2004; USDA, 2003; Pagliuca et al., 2002; Oka et al., 1994, 1993;
Nakaya et al., 1991 y Takeba et al., 1984). Sin embargo, algunos autores como
Nakazawa et al. (1999) emplean columnas polares como la ENV" (indicada
principalmente para matrices organicas y no para acuosas como una disolucion de
miel). Otros autores emplean un tandem de columnas, primero una columna apolar
tipo C4s 6 HLB y posteriormente una de intercambio iénico tipo PRS (especialmente
indicada para la extraccion de analitos en medio basico y no para medio acido como
es nuestro caso) (Pena et al., 2005; Geertsen et al., 1999) o incluso otra apolar (Oka et
al., 1994, 1987).

En cuanto a la cantidad de fase sdlida que tiene cada columna, principalmente se han
utilizado rellenos de 500 mg. Autores que han utilizado columnas HLB como Pena et
al. (2005) y Pagliuca et al. (2002), han empleado rellenos de 60 y 200 mg; otros como
Oka et al. (1987) emplearon rellenos de 100 y 200 mg. En ningun caso, la bibliografia
recoge el empleo de columnas de 1 g de fase solida, utilizadas en nuestra

metodologia.
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e Eleccién del solvente de lavado:

La eleccion de no utilizar lavado, en base a la obtencion de unos porcentajes de
recuperacion mas elevados, fue la opcién seleccionada (Figura 24), eliminandose
ademas el problema de presentacion de dos fases en la elucion. Esta eleccion
presenta el inconveniente de que el extracto no estd adecuadamente purificado. Para
evitar este problema se afade un paso al método consistente en la filtracién positiva

del eluato mediante un filtro de membrana de 0,22 um.

Figura 24. Porcentaje de recuperacion de las tetraciclinas utilizando diferentes

solventes de lavado.
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La literatura no describe el problema de separacion de fases con el que nos hemos
encontrado en este estudio, pero si menciona que la fase de lavado es clave para
obtener extractos lo mas purificados posible. Por ello, el hecho de eliminar la fase de

lavado supone un cambio en cuanto a la metodologia tradicional de la SPE.

En cuanto a la filtracion del extracto, algunos autores la realizan antes de cargar la
muestra en la columna (Pagliuca et al., 2002; Nakazawa et al., 1999; Oka et al., 1994)
incluso la combinan con una centrifugacion (USDA, 2003). Otros autores no realizan
esta filtracion inicial, sustituyéndola por una centrifugacion seguida de filtracién tras la
elucién (Geertsen et al., 1999). Incluso algunos autores filtran tanto antes de cargar la
columna como después de la elucién (Pena et al., 2005) y, por ultimo, otros autores no
la realizan en ninguna fase (Vifas et al., 2004). No hay referencias bibliograficas de
investigadores que realicen la filtracion antes de la elucién, tal como se expone en

nuestra metodologia.




Resultados y Discusion

e Eleccién del tipo y volumen de solvente de elucién:

Tras la eleccion de la columna de extraccion en fase sdélida se ensayaron diversos
solventes de elucidn (acetonitrilo, metanol, acido oxalico y acetato de etilo) asi como
diferentes volumenes (6, 10 y 13 ml). El solvente de elucion mas adecuado fue la
mezcla acetato de etilo:metanol (9:1, v/v) (Figura 25). Con esta mezcla el volumen de

elucion 6ptimo es el de 13 ml (figura 26).

Figura 25. Porcentaje de recuperacion de las tetraciclinas con distintos solventes

utilizados para la elucién de las tetraciclinas de las columnas SPE.
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Figura 26. Porcentaje de recuperacion de las tetraciclinas con diferentes volumenes de

elucion de acetato de etilo:metanol (9:1, v/v).
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El tipo de tetraciclina, asi como la utilizacion de una fase sdlida u otra, condiciona la
eleccion del solvente de elucion. En la literatura consultada, los solventes de elucion
utilizados son acetonitrilo, metanol, acido oxalico, agua y acetato de etilo, bien

individualmente o en mezcla.

Vifas et al. (2004); Nakazawa et al. (1999) y Oka et al. (1994), determinaron las
mismas tetraciclinas que en esta tesis, si bien sélo el grupo de Oka utilizé Cqs. El
empleo de una mezcla de metanol y acetato de etilo, debido a su adecuada polaridad
la convierten en el solvente de elucidon elegido por nuestro laboratorio para la
determinacion de las 4 tetraciclinas utilizando Cs. Esta mezcla también es la utilizada
por Oka et al., (1987) y Geertsen et al. (1999) si bien estos autores utilizaron dos
columnas en tandem (C4s-COOH y C45-PRS, respectivamente). Por su parte, Vifas et
al., (2004) también utilizan esta misma mezcla de solvente, aunque utilizan fenil como

fase solida.

Algunas de las tetraciclinas estudiadas en esta tesis han sido analizadas mediante
diversas columnas solas o en tandem y solventes de elucibn como el metanol
(Minstedt et al., 2005; Nakazawa et al., 1999; Oka et al., 1994, y Takeba et al., 1984),
metanol-agua (Wan et al., 2005), metanol-acido oxalico (USDA, 2003), acetonitrilo-

acido oxalico (Pena et al., 2005) o el acetato de etilo (Pagliuca et al., 2002).

Optimizacién de la determinacion cromatografica

e Eleccién de la fase movil:

Se ensayaron diferentes fases mdviles, condiciones de flujo (isocratico/gradiente), asi

como tipos y concentraciones de solventes (metanol, agua, acido oxalico, acetonitrilo).

Sélo la fase movil constituida por acetonitrilo y acido oxalico 0,01 M consiguié una
buena resolucién de todos los analitos, pero no con todos los gradientes ensayados. El
gradiente de elucién 6ptimo fue el siguiente: 12% de acetonitrilo hasta los 3 min., 20%
hasta los 20 min, 25% hasta los 23 min y 15% hasta los 25 min. También dio buen
resultado el gradiente: 10% de acetonitrilo hasta los 3 min., 15% hasta los 15 min, 20%
hasta los 30 min y 25% hasta los 55 min, aunque el tiempo de analisis es superior a 1

hora.
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e Eleccién del pH de la fase movil:

Una vez elegida la fase movil, se ensayaron diferentes pH: 2,5, 3 y 3,5. A medida que
se acidifica la fase movil las tetraciclinas eluyen mas tarde y sus picos se resuelven
peor. Ademas, hay que tener en cuenta que pH muy acidos acortan la vida util de la

columna.

Como se puede observar en la tabla 19, la fase mévil a pH = 3 proporciona la mejor

resolucion de las cuatro tetraciclinas. Aunque el resto de pH no da malos resultados.

Tabla 19. Tiempo de retencion relativo (TRR) a la oxitetraciclina (OTC) segun el pH de
la fase movil.

oTC TC CTC DC

25 1 1,2 2,2 24
3 1 1,2 1,8 21
35 1 1,2 1,7 1,9

En términos generales, el analisis cromatografico de tetraciclinas se suele utilizar un
80% de disolucién acida y el 20% restante, metanol, acetonitrilo o ambos. Ademas, al
igual que en nuestro caso, el pH de estas fases méviles siempre esta comprendido
entre 2 y 4 (Wan et al., 2005; Geertsen et al., 2004; Vinas et al., 2004; Pagliuca et al.,
2002; Oka et al., 1994; Argauer et al., 1991; Jirgens et al., 1981).

El flujo de estas fases moviles suele ser de 1 ml/min e isocratico (Pena et al., 2005;
Pagliuca et al., 2002; Oka et al., 1987, 1994; Sporns et al., 1986). El hecho de que
estos autores hayan elegido este tipo de flujo radica en que solamente determinan una
tetraciclina siendo su tiempo de analisis inferior a los 15 minutos. Oka et al. (1994),
utilizaron un flujo de 1 ml/min e isocratico para determinar las mismas tetraciclinas que
se han estudiado en esta tesis (oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina)
y la duracion del andlisis fue de una hora. Con el flujo en gradiente se ha conseguido
detectar diferentes tetraciclinas en la misma inyeccién y ademas acortar el tiempo de
analisis a menos de 30 minutos. Este tipo de flujo, asi como tiempos de analisis

similares a los nuestros, han sido descritos por Vifias et al. (2004).
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A modo recopilatorio en la siguiente tabla se presentan las modificaciones realizadas

en esta tesis sobre el método original de Oka et al. (1987).

Tabla 20. Variaciones introducidas por nuestro laboratorio en el método original.

Método Oka et al. (1987)

5 g de miel en 20 ml de 0,1 N Na;EDTA-tampdn
Mcllvine pH 4

Método optimizado en este estudio

3 g de miel en 6 ml de 0,1 N Na;EDTA-tampon
Mcllvine pH 4

Activacion y acondicionamiento: metanol y agua
y 10 ml de disolucién de Na;EDTA saturada.

Activacion y acondicionamiento: 5 ml acetonitrilo y
5 ml disolucién acido oxalico y 5 ml de disolucion
de Na;EDTA saturada.

Filtracién de la muestra disuelta

Columna SPE: Baker 10 C1g de 100 mg

Columna SPE: Isolute Cigde 1 g

Lavado 20 ml agua

No lavado

Corriente de aire seco en Vacumm Manifold 5min

Aplicacién de vacio en Vacumm Manifold 5 min

Elucion 50 ml acetato de etilo

Elucion 13 ml acetato de etilo- metanol (9:1)

Columna SPE: Baker 10 COOH

Corriente de Nz para llevar a sequedad el eluato

Lavado 10 ml metanol

Reconstitucion extracto con 1 ml acetonitrilo-acido
oxalico (15:85)

Elucion 10 ml metanol-acetonitrilo-acido oxalico

Filtracion del extracto

Columna: Cg de 250 mm x 4,6 mm x 5um

Columna: C4g 250 mm x 4,1 mm x 5um

FM: metanol-acetonitrilo-acido oxalico (1:1,5:3)

Fase movil: acetonitrilo-acido oxalico (15:85)

Volumen de inyeccion 100 ul

Volumen de inyeccion 20 pl

e  Gradiente de elucién:

Isocratico

e  Gradiente de elucion:

Tiempo % solvente
(minutos) Acetonitrilo
3 12
13 20
23 25
25 15

Longitud de onda de lectura 350 nm

Longitud de onda de lectura 357 nm
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El método analitico para la determinacién y cuantificacién de tetraciclinas propuesto en
esta tesis, tras haber realizado los ensayos descritos con diferentes fases sdlidas de
extraccion, solventes y volumenes de elucion, y fases moviles para la determinacion

cromatografica, es el que se describe a continuacion.

Tras homogeneizar la muestra de miel a analizar, se pesan 3 g de la misma y se
disuelven con 6 ml de tampoén Na,EDTA-Mcllvaine 0,1N, pH 4. La solucion resultante

se homogeniza en un agitador a 800 rpm durante 10 minutos.

La solucion homogeneizada de la muestra se carga en una columna de 1g de Cys,
previamente acondicionada y activada con 5 ml de acetonitrilo, 5 ml de acido oxalico a
pH 3 y 5 ml de disolucion saturada de Na,EDTA, sometiéndose a una extraccion en
fase sdlida. La elucién se lleva a cabo con 13 ml de metanol en acetato de etilo al 10%

(v/v). No se realiza lavado.

Tras la elucion, el eluato se concentra a sequedad en un Vacuum Manifold, bajo
corriente de nitrogeno vy, finalmente, se reconstituye con 1 ml de acetonitrilo:acido
oxalico a pH 3 (15:85) (v/v), solventes que mas tarde se usaran como fase movil en la
determinacion cromatografica por HPLC-DAD. Para lograr una buena reconstitucion
del eluato, se homogeneiza en rotatubos durante 3 minutos, evitando asi que los
analitos queden adheridos a las paredes de los tubos cénicos en que se recoge el
eluato. El extracto se filtra a través de una membrana de 0,22 um y se transvasa a un
vial ambar para su posterior analisis. La separacién cromatografica se lleva a cabo a
25°C, mediante una columna en fase reversa de C4s de 250 mm de longitud, 4,1 mm
de diametro interno, y 5 um de tamafio de particula. Se realiza una elucién en
gradiente, a 1 ml/min, con acetonitrilo y acido oxalico 0,01M, pH 3 (Tabla 20). La figura
27 muestra los espectros de absorcion en tres dimensiones de las cuatro tetraciclinas
estudiadas. La determinacion de las diferentes tetraciclinas se realiza a una longitud

de onda (A) de 357 nm. El tiempo de analisis cromatografico es de 25 minutos.

En las figuras 28a y 28b se muestran sendos cromatogramas de una miel exenta de
analitos a concentraciones detectables (blanco matriz), asi como de esa misma miel
fortificada con los analitos oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), clortetraciclina (CTC)
y doxiciclina (DC), a la concentracion de 0,35 ug/g de miel. Como se puede apreciar,

no existen interferencias de los componentes de la matriz con los picos de los analitos.
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Figura 27. Espectros de absorcion en tres dimensiones de las cuatro tetraciclinas

estudiadas.

Figura 28a: Cromatograma matriz de
miel (A 350 nm).
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Figura 28b: Cromatograma matriz de

miel fortificada a 0,35 ug/g de miel con

las 4 tetraciclinas (A 350 nm).

OTC: Oxitetraciclina (Tiempo retencion: 12,34 min).
TC: Tetraciclina (Tiempo retencién: 14,47 min).
CTC: Clortetraciclina (Tiempo retencion: 22,83 min).

DC: Doxiciclina (Tiempo retencion: 26,83 min).
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5.1.2. Validacién método para el andlisis de residuos de tetraciclinas en miel

Estudio de los rangos de respuesta lineal

En la determinacion del rango de respuesta lineal se han seguido los criterios que
recomienda The Food and Drug Administration de EE.UU. (1994), que considera lineal
el rango de concentraciones de un compuesto para las que el factor respuesta (FR) es

constante dentro de un margen del £ 10%.

Los resultados de nuestro estudio de los rangos de respuesta lineal se muestran en la
tabla 22. De igual manera, en las figuras 29-32 se puede apreciar graficamente los
rangos dinamico y lineal del método para la oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina
y doxiciclina. En dichos graficos se observa como la linealidad para las cuatro
tetraciclinas se mantiene en todo el rango de concentraciones estudiado y por

consiguiente dentro del margen de variacion permitido.
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Figura 29. Estudio del rango dinamico y lineal de oxitetraciclina.
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Figura 30. Estudio del rango dinamico y lineal de tetraciclina.
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Figura 31. Estudio del rango dinamico y lineal de clortetraciclina.
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Figura 32. Estudio del rango dinamico y lineal de doxiciclina.

1,5 p

log (1+x) de la concentracién de doxiciclina (ng/g)




Resultados y Discusion

Estudio de la precision y exactitud del método

Se ha seguido la metodologia descrita en el apartado 4.2.4. Validacion del método
analitico. Conforme a The Food and Drug Administration de EE.UU. (1994), se
aceptan coeficientes de variacion inferiores al 20% en los estudios de precisiéon y
recuperaciones comprendidas entre el 80 y el 110% (para fracciones de masa
superiores a 10 ug/kg). Como se puede apreciar en la tabla 22, tanto los resultados de
recuperacion como los de repetibilidad y reproducibilidad, se hallan comprendidos

dentro de estos margenes.

Estudio de la sensibilidad: determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion

Para establecer los limites de deteccion y cuantificacién se ha partido de los
resultados obtenidos en el estudio de los rangos de respuesta dinamico y lineal.
Ademas, se ha tenido en cuenta la presencia de interferencias coincidentes con los
analitos en los cromatogramas de los analisis blancos. En la tabla 21 se muestran

estos limites expresados en ng/g miel, para los cuatros analitos de este estudio.

El limite que da una senal tres veces mayor que el ruido de fondo del detector del
HPLC para estos antibiéticos en la miel, representa el limite de deteccién absoluto de

nuestro equipo (LDA), expresado en nanogramos (Tabla 21).

Tabla 21. Rango lineal, limite de deteccion absoluto (LDA), limite de deteccién (LD) y

limite de cuantificacion (LC).

Rango lineal LD LC
(ng/g miel) (ng/g miel) (ng/g miel)
oTC 700-5 0,01 1 5
TC 700-5 0,01 1 5
CTC 700-5 0,01 1 5
DC 700-5 0,01 1 5

OTC: oxitetraciclina; TC: tetracilina; CTC: clortetraciclina; DC: doxiciclina
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Tabla 22. Resultados de precision y exactitud del estudio de validacion

Repetibilidad  Reproducibilidad Recuperacion (%)
(%C.V.) (%C.V.) (50 ng/g miel) (350 ng/g miel)

oTC 4,4 8,9 99 99,6
TC 8,4 6,9 99 102,4
CTC 8,4 7,7 96 102,2
DC 7,3 8,6 82 100,4

OTC: oxitetraciclina; TC: tetracilina; CTC: clortetraciclina; DC: doxiciclina

CV: coeficiente de variacion

La validacién de métodos analiticos para la determinacion de residuos de tetraciclinas
en miel de acuerdo con criterios internacionales, aun por extrafio que parezca, es
bastante inusual fuera de los laboratorios oficiales de control. Como excepcion cabe
citar los trabajos de Pena et al. (2005); Diéguez et al. (1999) y Geertsen et al. (1999)
quienes han realizado estudios de validacion (linealidad, sensibilidad y exactitud) para

la determinacion de residuos de oxitetraciclina y tetraciclina en miel.

Los resultados de linealidad obtenidos en nuestro laboratorio, para la oxitetraciclina y
la tetraciclina son similares a los encontrados en la bibliografia mencionada
anteriormente (Pena et al.,, 2005; Diéguez et al., 1999), si bien el limite inferior en
nuestro caso es menor al mencionado por dichos autores (5 ng/g de miel frente a 25y
50 ng/g, indistintamente). En el caso de clortetraciclina y doxiciclina, sélo Vifas et al.
(2004), aportan datos referentes a la linealidad (100-850 ng/ml).

Parametros relacionados con la sensibilidad de los métodos analiticos (LD, LC, CCay
CCp), si que estan ampliamente difundidos en la literatura cientifica. La sensibilidad de
los diferentes métodos empleados en la determinacion de tetraciclinas en miel esta
comprendida entre 1 y 100 ng/g de miel (Tabla 11). Limites de deteccién similares a
los mencionados en esta tesis son los descritos por Wan et al. (2005), para OTC, TCy
MTC (1-5 ng/g miel) y por Nakazawa et al. (1999), para OTC, TC, CTC y DC (1-4 ng/g

miel).

Ademas de Wan et al. (2005), otros autores que emplean técnicas de extraccion y

determinacion comparables a las nuestras obtienen limites de deteccion superiores,
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como por ejemplo, Milinstedt et al. (2005), para OTC (25 ng/g); 6 Vifas et al. (2004),
para OTC, TC, CTC y DC (15-30 ng/g); 6 Pagliuca et al. (2002), para OTC (25 ng/g); 6
Geertsen et al. (1999), para OTC, TC, CTC (12-36 ng/g) y finalmente Oka et al. (1987)
para OTC, TC, CTC y DC (20-50 ng/g).

En relacion a los limites de cuantificacion, los limites obtenidos por otros
investigadores son ligeramente superiores a los conseguidos en nuestro laboratorio (5
ng/g): Pagliuca et al. (2002) obtiene 50 ng/g para OTC; Geertsen et al. (1999), 24-72
ng/g para OTC, TC, CTC y Nakazawa et al. (1999), 50 ng/g miel para OTC, TC, CTCy
DC, si bien este ultimo conviene recordar nuevamente que utiliza una determinacion
mediante APCI LC-MS-MS. Pena et al. (2005), utilizando un detector de fluorescencia,
determinan los parametros de sensibilidad CCay CCfBpara OTC y TC siendo éstos de

20 y 50 ng/g miel, respectivamente.

Los porcentajes de recuperacién para otros investigadores, empleando la misma
técnica de extraccién de tetraciclinas en miel que se describe en esta tesis (SPE), se
hallan comprendidos entre 64 y 122% (Tabla 11). En nuestro estudio se han

conseguido valores entre el 82 y 99% (al nivel mas bajo de fortificacion, 50 ng/g miel).

Tan so6lo tres equipos de investigacion (Vifas et al., 2004; Nakazawa et al., 1999 y
Oka et al.,, 1994, 1993, 1987) realizan estudios de recuperacién de forma conjunta
para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina en miel. Los porcentajes
de recuperacién obtenidos por Nakazawa et al. (1999) no estarian de acuerdo con la
normativa europea, ya que obtienen valores inferiores al 80%. El método descrito por
Oka et al. (1994, 1993, 1987) consigue porcentajes de recuperacion entre 81y 97%, si
bien emplean para la extraccién de las tetraciclinas un tdndem de dos columnas de

SPE, con lo que el método es mas complejo, de mayor duracion y coste.

Otros datos de recuperacion de tetraciclinas, segun diversos autores, son: 92-122%
para OTC y TC (Wan et al., 2005); 86-95% para OTC y TC (Pena et al., 2005); 82%
para OTC (Pagliuca et al., 2002), y 75-94% para OTC, TC y CTC (Geertsen et al.,
1999). Al igual que en nuestro caso, el limite inferior de los porcentajes de
recuperacién de todos aquellos autores que han determinado clortetraciclina y
doxiciclina se corresponden con valores de recuperacion superiores al 80% (Vifas et
al., 2004; Geertsen et al., 1999; Nakazawa et al., 1999; Oka et al., 1994, 1993, 1987).
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5.2. Puesta a punto y validacion del método multirresiduo de analisis de

acaricidas de sintesis en miel.

5.2.1. Puesta a punto

Aplicando directamente en nuestro laboratorio las condiciones de extraccion
establecidas en el método de Gomis et al. (1996), los resultados que se obtuvieron
para el conjunto de los acaricidas no fueron del todo positivos. Soélo en el caso de la
4.4’ -dibromobenzofenona el porcentaje de recuperacion se hallaba por encima del
80%, valor minimo fijado por la Decision 657/2002/CE para cantidades superiores o
iguales a 10 ug/kg. Por este motivo se procedio a la optimizacién de este método en

base a algunas modificaciones del mismo.

Optimizacién de la extraccion en fase sélida

Los principales problemas que se plantearon en la fase de extraccion fueron la
aparicion de una fina capa adherente a las paredes del tubo coénico de vidrio,
eliminacion de impurezas interferentes con los analitos en el eluato, asi como del agua
presente en el eluato final (separacién de fases). A modo de sintesis, los mejores
resultados se consiguieron lavando la columna de 0,5 g de Cis con 3 x 3 ml de
metanol:agua (1:1), utilizando cartuchos de Na,SO, y eluyendo los analitos de la

columna con 10 ml de hexano.

La naturaleza de la fase sdlida elegida en la mayoria de los casos es apolar (Cqg),
aunque algunos autores como Jansson et al. (2000) emplean columnas polares como
la ENV* (fase adsorbente indicada principalmente para matrices organicas y no para
acuosas como una disolucion de miel) (ver arbol decisiones del apartado 3.6.2.2.
sobre técnica de SPE). Otros autores emplean columnas de Florisil (fase adsorbente
indicada principalmente para matrices no polares con analitos polares) (Bernal et al.,
2000; Jiménez et al., 1998).
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e Eleccién del volumen de lavado y del volumen de solvente de elucion:

Con la finalidad de mejorar el porcentaje de recuperacion del método descrito por
Gomis et al. (1996) y que el extracto estuviera lo mas purificado posible, se ensayaron
diversos volumenes de lavado y de elucion. La eleccion de utilizar un volumen de 9 ml
fraccionado en 3 veces (3 x 3 ml) y eluir con un volumen de 10 ml, obtuvo los mejores

porcentajes de recuperacion (figura 33).

Figura 33. Porcentaje de recuperaciéon de diferentes acaricidas segun el volumen de

lavado y el volumen de elucion.

M Lavado con 5 ml metanol:agua
(1:1) y elucién con 5 mL de

X Lavado con 3x3 ml metanol:agua
(1:1) y elucién con 10 ml de
hexano

El tipo del tipo de acaricida a detectar, asi como la utilizaciéon de una fase estacionaria
u otra, condiciona la eleccion tanto del disolvente de lavado, como del disolvente de
elucién. Segun la literatura consultada los solventes de lavado son al agua vy el
metanol y los solventes de elucién, ya sean en mezcla o solos, son hexano, acetato de
etilo, cloruro de metilo, acetonitrilo, metanol y diclorometano (Herrera et al., 2005;
Blasco et al., 2003; Fernandez et al., 2002, 1997 y 1993; Tsigouri et al., 2001; Korta et
al., 2001; Jansson, 2000; Bernal et al., 2000; Jiménez et al.,1998; Tsipi et al., 1999;
Bogdanov et al., 1998; Blanco-Gomis et al.,1996).

El solvente de lavado elegido en nuestro trabajo ha sido agua-metanol, coincidiendo

con la mayoria de las citas consultadas por nosotros.
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Para eluir cumafés, fluvalinato y bromopropilato se utilizan eluyentes como hexano
(Blanco-Gomis et al., 1996, Lodesani et al., 1992) o hexano/diclorometano (Fernandez
et al., 1997 y 1993). Lodesani et al. (1992) utilizan cloruro de metilo para eluir
fluvalinato, en cambio Tsiguri et al. (2001) emplean el diclorometano para eluir este
acaricida. Ademas, Bogdanov et al. (1998) aplican una mezcla de eluyentes
(hexano/acetato de etilo) para la extraccion de bromopropilato, cumafés, fluvalinato y

flumetrina.

Hexano es el solvente de elucion elegido por nuestro laboratorio para determinar
flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona en miel,
dada su adecuada polaridad, siendo ademas utilizado por Gomis et al. (1996) y

Lodesani et al. (1992) para dicho fin.

En cuanto a los volumenes, tanto de lavado como de elucidon, se han considerado
volumenes superiores a los indicados por Gomis et al. (1996) y por otros autores, con

el objetivo de purificar aun mas el extracto y mejorar los porcentajes de recuperacion.

e Utilizacion de un cartucho de 2,5 g de Na,SOy:

Tras establecer los volumenes de lavado y elucién en 3 x 3 ml de metanol: agua (1:1)
y 10 ml de hexano respectivamente, se planteé como objetivo eliminar la presencia de
dos fases en el extracto final, una de ellas acuosa y otra hexanica. Para ello, se
procedio a realizar un estudio de optimizacién del método en el que se colocaba un
cartucho de 2,5 g de Na,SO, antes de la fase de elucion de los analitos. Se consiguio
eliminar el agua, quedando ésta retenida en el cartucho Na,SO,. Ademas, se
consiguié aumentar el porcentaje de recuperacion del método (Figura 34), ya que se

evitaba la pérdida de analitos a través del solvente de lavado.
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Figura 34. Porcentaje de recuperacion segun la utilizacion o no de cartuchos de 2,5 g
de Na ,SO,.

B sin cartucho de Na2S04

. X cartucho Na2S04

La utilizacion de este tipo de cartuchos, tan sélo ha sido descrita en la literatura

cientifica por Tremolada et al. (2004) para la determinacion de cumafés en miel.

Optimizacién de la determinacion cromatografica

En los estudios de puesta a punto para la etapa cromatografica se han ensayado
diversas modificaciones con el objetivo de disminuir el tiempo de analisis y conseguir
mejores resultados. Para ello se ha realizado un estudio comparativo entre la fase
movil y el gradiente del método descrito por Gomis et al. (1996). Los mejores
resultados se han conseguido utilizado como fase movil el agua y el acetonitrilo y un
gradiente inicial del 80% de acetonitrilo que alcanza hasta el 100% a los 12 minutos y
disminuye nuevamente al 80% hasta el minuto 15. El tiempo de analisis se reduce de

25 minutos a 15 y la resolucion de los picos sigue siendo 6ptima.

Nuestra técnica de determinacion, la cromatografia liquida de alta resolucién, no es la
mas habitual para la determinacion de acaricidas en miel, si bien hay autores que la
han utilizado (Blasco et al., 2003; Korta et al., 2001; Gomis et al., 1996; Atienza et al.,
1993; Van Buren et al., 1992). En cuanto a los solventes empleados como fase movil,
nuestro laboratorio ha empleado mezclas de agua-acetonitrilo, solventes también
seleccionados por Atienza et al. (1993). Otros autores emplean agua-metanol, como
por ejemplo, Blasco et al. (2003). Algunos autores destacan la importancia de un pH

acido de la fase movil para la estabilidad y la resolucién de los analitos (Martel et al.,
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2002; Korta et al., 2001; Atienza et al., 1993), nosotros no lo hemos considerado. El
flujo de la mezcla empleado en cromatografia puede ser isocratico (Blasco et al., 2003;
Martel et al., 2002; Atienza et al., 1993) o en gradiente, utilizado por Korta et al. (2001);

Gomis et al. (1994) y nosotros mismos.

En lo que respecta a la fase estacionaria, la columna de Cis de 250 mm de longitud,
4,6 mm de grosor y 5 um de diametro de particula de relleno es la utilizada en nuestra
metodologia y en la mayoria de las descritas en la literatura (Rial-Otero et al., 2007).
También se ha empleado otro tipo de columnas, como la Cq3 de ODS (150 mm de
longitud, 0,32 mm de grosor y 5 um de diametro de las particulas de relleno) (Blasco et
al., 2003), asi como columnas con diametros internos muy pequenos (small-bore
columns) (Blanco-Gomis et al.,, 1996) que permiten limites de deteccion muy bajos
(0,01-0,025 ng/g miel).

Finalmente, entre los detectores mas usados para determinar residuos de acaricidas
en miel, estan el detector de barrido de espectros (DAD), empleado en nuestro
laboratorio asi como por Martel et al. (2002), Korta et al. (2001) y Gomis et al. (1996), y
el detector ultravioleta (Jiménez et al., 2000; Blasco et al., 1994; Atienza et al., 1993).
También se ha utilizado la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a un
espectrofotdmetro de masas (Blasco et al., 2003 y 2004; Fernandez et al., 2002), pero
requiere un alto coste y mantenimiento. Otros detectores como el de fluorescencia
(FLD) (Bernal et al., 1997; Van Buren et al., 1992;) o el amperiométrico (EC) (Gomis et

al., 1994), no son muy usuales para la determinacion de estos residuos.

Finalmente, en las figuras 35 y 36 se muestran sendos cromatogramas de una miel
exenta de analitos a concentraciones detectables (blanco matriz) asi como de esa
misma miel fortificada con los analitos flumetrina (FLM), fluvalinato (FLV), cumafés
(CMF) bromopropilato (BMP) y 4,4 dibromobenzofenona (DBB) a la concentracion de
0,25 ng/g de miel. Como se puede apreciar, no existen interferencias de los

componentes de la matriz con los picos de los analitos.
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Figura 35: Cromatograma de una

matriz de miel (A =233 nm).

Figura 36: Cromatograma de una

matriz de miel fortificada con 0,25 ug/g

de FLM, FLV, CMF, BMP y DBB.

=sBMP

= CMF
“DBB

00 FLM

“ FLV

FLM: Flumetrina (Tiempo de retencién 9,90 min). BMP: Bromopropilato (Tiempo de retencién 5,32 min).

FLV: Fluvalinato (Tiempo de retencién 8,62 min). DBB: Dibromobenzofenona (Tiempo de retencién 5,72 min).

CMF: Cumafos (Tiempo de retencién 4,21 min).

5.2.2. Validacién del método de analisis segun la Decision 2002/657/CE

Especificidad

El método optimizado en este estudio distingue entre el analito y otras sustancias
presentes en las condiciones experimentales, es decir es especifico para la
determinacion de los acaricidas estudiados. Para ello se ha verificado la presencia de
interferencias en las regiones del cromatograma en las que cabe esperar los analitos.
La identificacion cromatografica de los analitos se ha llevado a cabo comparando los
sus tiempos de retencién y sus espectros de absorcidon con los de los patrones
comerciales. También se ha comprobado la concordancia entre los parametros que
definen los picos de los patrones y los de las muestras fortificadas. Ademas, no existe
en la matriz ningin pico que pueda inducir a confusién con los analitos y la
identificacion de éstos no se ve dificultada por la presencia de interferencias o

metabolitos (Figuras 35 y 36).
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En el caso particular de la flumetrina y del fluvalinato (ambos se identifican a 254 nm
como su longitud de onda 6ptima), se ha comprobado que la distancia entre ambos
picos (D) es superior a la anchura del pico del analito medida al 10% de la anchura
maxima del mismo (w). Por ultimo, el coeficiente de variacion de los tiempos de
retencién de los blancos matriz fortificados con los acaricidas no es superior al 2,5%
(Figura 37). En la tabla 23 se presentan las medias (n=9) de los tiempos de retencion

de la flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4°-dibromobenzofenona.

Tabla 23. Tiempo medio de retencion de los acaricidas: flumetrina, fluvalinato,

cumafos, bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona (n=9).

Tiempo medio de

Coeficiente de Variacion

Acaricida Reter_Icién (% C.V.)
Cumafoés 4.2 2,1
Bromopropilato 5,3 0,9
4,4 dibromobenzofenona 5,7 1,2
Fluvalinato 8,6 1,8
Flumentrina 9,9 1,3

Figura 37. Cromatogramas de miel sin acaricidas (blanco matriz), miel fortificada con

flumetrina, y miel fortificada con flumetrina y fluvalinato. (A= 254 nm).
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Identificacion

Los maximos de absorcion de los 5 analitos en la matriz presentan longitudes de onda
maximas iguales a las de sus respectivos patrones de calibracién, dentro de un
margen de resolucién de + 2 nm. Ademas, como no existe una diferencia entre ambos
espectros superior al 10% de la absorbancia del patrdn, el espectro de cada analito no

influye visualmente en el espectro del patron de calibracion.

Las longitudes de onda 6ptima son 254 nm para el fluvalinato y la flumetrina, 315 nm
para el cumafés, 233 nm para el bromopropilato y 270 nm para la 4,4-
dibromobenzofenona. Graficamente, los espectros de estos cinco acaricidas se
pueden apreciar en la figura 38. En dicha figura, se observa que la absorbancia
maxima para los cinco analitos se situa alrededor de los 205 nm, pero el hecho de que
a esa longitud de onda también den sefial compuestos como el acetonitrilo o el
metanol, hace que desechemos esas longitudes de onda cercanas a los 205 nm, ya

que se dificultaria notablemente, la determinacion cromatografica.
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Figura 38. Espectros de absorcion de los cinco acaricidas de sintesis: flumetrina,

fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona.

Flumetrina Fluvalinato

Cumafés ~ Bromopropilato . Dibromobenzofenona
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La identificacion de un analito, ademas de haberse realizado comparando los tiempos
de retencion, se ha efectuado comparando el espectro del pico problema con el
espectro de cada analito de la biblioteca de espectros del equipo informatico. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran similitudes entre diferentes picos de la
matriz con el de los analitos de interés. A modo de ejemplo, en la figura 39 se puede

apreciar dicha comparacion espectral.

Figura 39. Comparacién de los espectros de una solucién patron de flumetrina y una

miel enriquecida con flumetrina.
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Estudio de la linealidad

La representacion grafica de los pares de puntos sefal/concentracion, es lineal, siendo
calculada la linea de regresion para cada analito mediante el método de minimos

cuadrados y obteniéndose valores de r? superiores a 0,999.

En nuestro estudio de linealidad, los rangos de respuesta lineal se obtuvieron
mediante fortificacion de mieles con disoluciones patrén a concentraciones
comprendidas entre 10.000 y 8 ng/g miel. Los resultados del rango dinamico y del
rango lineal se muestran en la tabla 24. De igual manera, en las figuras 40-43 se
puede apreciar graficamente el rango dinamico y lineal del método para la flumetrina,

fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona.

Tabla 24. Limite de deteccion absoluto (LDA), rango dinamico, rango lineal, limite de

deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC).

LDA diF;er‘r?igo Rango lineal LD LC

n ng/ ng/g miel ng/g miel

M9) " hgl) (ng/g)  (ng/g miel)  (ng/g miel)
Flumetrina 40 8-10.000 10-5.000 8 10
Fluvalinato 3,3 10-10.000 10-10.000 0,64 10
Cumafés 3,5 10-10.000 10-10.000 0,70 10
Bromopropilato 3,7 10-10.000 10-10.000 0,74 10
Dibromobenzofenona 1,7 10-10.000 25-10.000 0,35 25

Figura 40. Estudio del rango dinamico y lineal de flumetrina
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Figura 41. Estudio del rango dinamico y lineal de fluvalinato
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Estudios de precisién (repetibilidad y reproducibilidad)

Los resultados del estudio de repetibilidad y de precision intermedia o reproducibilidad
intralaboratorio muestran coeficientes de variacion en todas las concentraciones y
tambien entre ellas, siempre por debajo del 10%. El limite establecido por la Decision
657/2002 de la Comision Europea es del 20%.

Estudio de exactitud (recuperacion).

El estudio de recuperacion realizado por sextuplicado, a tres niveles de fortificacion,
1000 ng/g miel, 100 ng/g miel y 50 ng/g miel, conforme a lo establecido por la Decisién
657/2002/CE de la Comision Europea, ha dado como resultado recuperaciones
superiores al 80% vy, por consiguiente, cumple con las exigencias de dicha Decisién en
la que se acepta porcentajes de recuperacion entre el 80 y el 110% para
concentraciones = 10 pg/kg. En las figuras 45 y 46 se pueden comparar dos
cromatogramas de miel fortificada inicialmente con 100 ul de una disolucion patron y
un extracto de miel fortificado tras el proceso de extraccion a una concentracion
idéntica. La concentracion de acaricidas presentes en el extracto fortificado tras el
proceso de extraccion se utiliza como valor de referencia. La relacion entre ambos
valores indica el porcentaje de recuperacion de la técnica. Los resultados de este
estudio de exactitud muestran porcentajes de recuperacidén en los tres niveles de
fortificacion ensayados dentro de los parametros fijados por la normativa europea
(Tabla 25).

Tabla 25. Estudio de recuperacion de acaricidas sintéticos en miel a distintos niveles

de fortificacion.

- Recuperacion (%) Recuperacion
Acaricida :
50 ng/g 100 ng/g 1000 ng/g Media (%)

Flumetrina 82,1 98,6 99,6 93,4+9,8

Fluvalinato 83,1 89,2 96,1 89,5+6,5

Cumafés 89,6* 97,9 99,5 95,745,3

Bromopropilato 89,4 84,7 94,6 89,6+5,0

Dibromobenzofenona 92,4 94,8 102,3 96,515,2

*Este porcentaje de recuperacién corresponde a una concentracion de 200 ng/g
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Figura 45: Cromatograma de un Figura 46: Cromatograma de una miel
extracto de miel fortificado con fortificada con acaricidas a 100 ng/g
acaricidas a 100 ng/g tras el proceso antes del proceso de extraccion
de extraccion (A=233). (A=233).
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FLM: Flumetrina; FLV: Fluvalinato; CMF: Cumafés; BMP: Bromopropilato; DBB: 4,4 -Dibromobenzofenona.

Estudio de la sensibilidad: Limite de decision (CCe) y Capacidad de deteccién

(ccp.

Los resultados obtenidos en este estudio se indican en la tabla 26.

Tabla 26. Limites de decisién (CCq) y Capacidad de deteccion (CC/) del método

para la determinacién de residuos de acaricidas de sintesis en miel.

- CCo CCp
Acaricida . SRintralab- .
(ng/g miel) (ng/g miel)
Flumetrina 2,2 7,9 34 11,5
Fluvalinato 8,5 20,7 8,9 34,7
Cumafés 6,1 114,3 8,7 124,3
Bromopropilato 9,4 224 9,6 37,8
Dibromobenzofenona 6,0 14,7 6,3 24,5

s: Desviacién estandar de la reproducibilidad intralaboratorio de las muestras fortificadas a concentracion similar al
limite de decision.

Srintralab: D€SViacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio.




Resultados y Discusion

Estudio de robustez

Comparando las medias de los resultados obtenidos de las combinaciones que
poseian las medias de las mayusculas (Ax a Ag) con las medias de las minusculas
(As a Ag), no se ha observado una diferencia significativa mayor al 5% entre las
medias de los siete factores. Las féormulas aplicadas y los resultados de las

diferencias de las medias se muestran en la tabla 27.

Tabla 27. Diferencias de las medias de los siete factores para cada acaricida.

Diferencia de las medias

Media mayusculas Media mindsculas

An =Z(Ai)/4 Aq =Z(ai)/4 0,5 0,3 0,4 0,5 0,5
As =Z(Bi)/4 Ao =2 (bi)/4 0,0 0,1 03 -0,2 -0,3
Ac =2(Ci)/4 Ac =Z(ci)/4 0,8 0,7 0,9 0,8 0,6
Ap =2(Di)/4 Ag =2(di)/4 0,7 0,6 0,8 0,3 0,6
Ae =Z(E)4 Ae =Z(ei)/4 0,8 0,8 1,0 0,5 0,7
Ar =Z(Fi)/4 Ar =X (fi)/4 0,7 0,7 0,9 1,0 0,7
Ac =Z(G))/4 Ag =2(g))/4 1,8 1,6 1,9 2,1 1,9

FLM: Flumetrina; FLV: Fluvalinato; CMF: Cumafés; BMP: Bromopropilato; DBB: 4,4 -Dibromobenzofenona.

Como la medicidon mas realista del error aleatorio la dan las siete diferencias, se ha
procedido a calcular la desviacion estandar de las diferencias: D; (Sp) para cada

acaricida, teniendo en cuenta las siguientes formulas:

Diferencia

| Da=X(A) (@)
D, =2(B)- 2(b) Di2

D, =2(C))- Z(c) SDi = |2 *xXZ(—)
Dy =Z(Dy)- Z(d)) 7
De =2(Ej)- Z(&))
D == (F)- =(f)
Dg=2(Gi)- Z(9)
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En la tabla 28 se indica la concentracion de los acaricidas flumetrina, fluvalinato,
cumafds, bromopropilato y 4,4-dibromobenzofenona presentes en 7 x 3 muestras
de miel fortificadas a 100 ng/g y tras ser sometidas cada una de éstas a un proceso

de extraccion diferente (Tabla 18).

Tabla 28. Resultado medio de los analisis de las 8 combinaciones.

ng de acaricida/g de miel
Combinacién

FLM FLV CMF BPP DBB
1 98,6 89,2 97,9 84,7 94,8
2 94,9 85,8 93,6 81,0 91,3
3 95,4 86,3 94,0 81,6 92,0
4 96,7 87,4 95,2 83,9 93,7
5 95,9 86,7 94,7 82,1 92,1
6 97,3 87,9 96,1 83,4 93,8
7 97,6 88,0 96,2 83,7 94,2
8 95,8 86,5 94,6 81,8 92,5

FLM: Flumetrina; FLV: Fluvalinato; CMF: Cumafés; BMP: Bromopropilato; DBB: 4,4’-Dibromobenzofenona.

El valor de Sp; obtenido para cada uno de los cinco acaricidas no es
significativamente mayor (0=5%) que la desviaciéon estandar hallada en condiciones
de reproducibilidad intralaboratorio (Tabla 29). Por lo tanto, el conjunto de los 7
factores elegidos no influye en el resultado y, por consiguiente, el método es

suficientemente robusto frente a las condiciones seleccionadas.

Tabla 29. Desviaciones estandar de las diferentes reproducibilidades.

Acaricida SRintralab-

Flumetrina 2,2 3,4 5,0
Fluvalinato 8,5 8,9 4,4
Cumafés 6,1 8,7 5,6
Bromopropilato 9,4 9,6 5,4
Dibromobenzofenona 6,0 6,3 5,1

s: Desviacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio de las muestras fortificadas a concentracién
similar al limite de decision.

Srintralab: D€SViacion estandar de la reproducibilidad intralaboratorio.

Spi: Desviacion estandar de las diferencias.




Resultados y Discusion

La Decision 657/2002/CE por la que se aplica la Directiva 96/23/CE en cuanto al
funcionamiento de los métodos analiticos y la interpretacion de los resultados, indica
que la validacion de todo método de confirmaciéon cuantitativo, debe conllevar la
realizacion de una serie de parametros como son el CCf, CCe, la veracidad o
recuperacién, la precisiéon, la selectividad, la especificidad, la estabilidad y la

robustez o aplicabilidad.

Adamczyk et al. (2007), que realizan estudios de linealidad, sensibilidad, precision
(repetibilidad y reproducibilidad) y recuperacion en cera, estudian alguno de los
parametros que se han citado anteriormente. Estos autores validan sus metodologia
segun los criterios del Grupo de discusién holandés para el analisis de residuos
(ORA) para el fluvalinato, cumafds, bromopropilato y 4,4" dibromobenzofenona.
Otros autores, si bien no realizan una validacion completa, llevan a cabo estudios
sensibilidad y recuperacion de métodos analiticos para la determinacién de alguno
de los acaricidas estudiados en esta tesis, como Rissato et al. (2007) para el analisis
de fluvalinato y bromopropilato mediante GS-MS; Martel et al. (2002) para
fluvalinato, cumafés y bromopropilato mediante HPLC; Fernandez et al. (2002), para
cumafés mediante LC-APCI-MSD; y Jiménez et al. (1998) para fluvalinato por GC-
ECD.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en nuestro laboratorio para parametros tan
importantes como son especificidad, identificacion, linealidad, precisién o robustez,
no pueden ser comparados con los de otros autores debido a la falta de datos
presentes en la literatura. En concreto, es importante recalcar que no se ha
encontrado dato alguno sobre parametros de robustez. Conviene recordar que dicho
parametro se define como la susceptibilidad de un método analitico a los cambios de
las condiciones experimentales. Por lo tanto, cuanto mas robusto es un método
menos susceptible es a pequefios cambios experimentales y, por consiguiente sus

resultados seran mas reproducibles y fiables.

Aunque no se han encontrado datos de valores CCo y CCp, otros parametros
relacionados con la sensibilidad (LD, LC) y con la exactitud (recuperacién) de los
meétodos analiticos, si que estan presentes en la bibliografica cientifica. Los valores
de recuperacion y sensibilidad obtenidos en nuestro estudio son similares a los
obtenidos por otros investigadores. De manera general, la sensibilidad de los
diferentes métodos descritos para la determinacion de acaricidas de sintesis en miel
mediante cromatografia liquida estd comprendida entre 1 y 200 ug/kg de miel y

mediante cromatografia de gases entre 0,001 y 40 ug/kg de miel. En cuanto a los
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porcentajes de recuperacion de estas técnicas, los valores se hallan entre el 83 y el
103% (Adamczyk et al., 2007; Blasco et al., 2003; Martel et al., 2002; Tsigouri et al.,
2001; Korta et al., 2001; Bogdanov et al., 1998; Gomis et al., 1996; Atienza et al.,
1993; Van Buren et al., 1992).

Por lo tanto, nuestra metodologia analitica es valida para la extraccion vy
determinacion de residuos de los 5 acaricidas de sintesis estudiados en miel.
Ademas, la determinacién de los acaricidas mediante HPLC-DAD, no conlleva una
disminucion de la sensibilidad del método, en comparacién con el empleo de otras
técnicas como HPLC-APCI-MSD, o HPLC-FLD, o GC-ECD, o GC-NPD.
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5.3. Estudio de la estabilidad de las tetraciclinas en diferentes mieles

5.3.1. Estudio del efecto del proceso de pasteurizacion en la degradacion de

las tetraciclinas

Los resultados de este estudio se pueden apreciar en las figuras 47-50. En dichas
figuras se representa graficamente el comportamiento de las cuatro tetraciclinas en
las 11 mieles de diferentes origenes botanicos. Se ha comparado la concentracién
de antibidtico en la miel fortificada en el momento inicial (tiempo 0) y la existente tras
someter la miel al proceso de pasteurizacion. Asi, la degradacién media de
oxitetraciclina fue de un 10,2%, la de tetraciclina de un 18,7%, la de clortetraciclina

de un 13,0% y la de doxiciclina de un 10,1%.

Estos resultados fueron sometidos a un analisis estadistico de Anova media
repetida, obteniéndose que existe una reduccion significativa de la cantidad de las

cuatro tetraciclinas debido al tratamiento de pasteurizacion con una p=0,0001.

No se han encontrado estudios similares en la literatura, salvo un estudio efectuado
por Severo et al. (2006), en el que estudiaba el efecto del proceso de pasteurizacion
en la degradacion de oxitetraciclina, tetraciclina y doxiciclina en leche. En dicho
estudio, sin detallar condiciones experimentales, los autores obtienen porcentajes de
degradacion similares a los obtenidos por nosotros para oxitetraciclina y tetraciclina
(10,9% y 15,0% respectivamente). En cuanto a la doxiciclina el porcentaje de
degradaciéon obtenido por estos autores es superior al obtenido en nuestro

laboratorio (27,7% frente a un 10,1%).
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Figura 47. Degradacion de oxitetraciclina en 11 mieles de diferentes origenes.
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Figura 49. Degradacion de clortetraciclina en 11 mieles de diferentes origenes.
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Figura 50. Degradacién de doxiciclina en 11 mieles de diferentes origenes.
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5.3.2. Estudio del efecto del tiempo de almacenamiento sobre la degradacién

de las tetraciclinas

En la tabla 30 se indican los porcentajes de degradacion para las distintas
tetraciclinas, en los intervalos de tiempo y condiciones establecidas del ensayo y en

la figrura 51 se observa graficamente dicho efecto.

Tabla 30. Porcentaje de degradacion de las cuatro tetraciclinas objeto de estudio

segun el tiempo de almacenamiento a 25° C y oscuridad.

30 dias 90 dias 180 dias

oTC 15% 47% 83%
TC 21% 49% 78%
CTC 17% 65% 85%
DC 21% 73% 88%

Figura 51. Pérdida media (%) de las cuatro tetraciclinas en miel segun los dias de

almacenamiento a 25° C y oscuridad.

100

Dias de almacenamiento

El tiempo medio para que se degrade el 50% de oxitetraciclina, tetraciclina,

clortetraciclina y doxiciclina es de 97, 93, 65 y 59 dias, respectivamente.

En las figuras 52-55 se representa la concentracién de las diferentes tetraciclinas

conforme aumenta el tiempo de almacenamiento de los 11 tipos de mieles.

Los valores obtenidos del estudio de degradacion fueron sometidos a un analisis
estadistico de t-Student, obteniéndose que existe una reduccion estadisticamente

significativa de la concentracion de las cuatro tetraciclinas debido al tiempo de
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almacenamiento (p=0,006 para oxitetraciclina, p=0,0001 para tetraciclina, p=0,0093

para clortetraciclina y p=0,007 para doxiciclina).

Destaca una mayor degradacion de oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina a los
180 dias de almacenamiento en mieles “oscuras” como la de brezo, encina, bosque

y montafa en relacion a las mieles mas claras.

Los resultados del analisis estadistico basado en matrices de correlacion entre los
parametros fisico-quimicos de las mieles y la degradacion de las tetraciclinas indican
que existe una correlacion significativa (< -0,7 y = 0,7) entre la degradacion de
algunas tetraciclinas y ciertos parametros relacionados con el color de las mieles y
su acidez. Concretamente, de los cuatro antibidticos, la tetraciclina es el mas
correlacionado con los parametros fisico-quimicos ensayados, existiendo una
correlacion significativa entre su degradacion y los parametros de conductividad,
acidez total y color (parametros L, a y H). Del mismo modo, se ha hallado una
correlacion significativa (< -0,7 y 2 0,7) entre la degradacion de oxitetraciclina y los

parametros de color (parametros a y H).
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Figura 52. Cantidad de oxitetraciclina en miel segun los dias de almacenamiento.
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Figura 55. Cantidad de doxiciclina en miel segun los dias de almacenamiento.
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Aunque se han realizado estudios de degradacion de tetraciclinas (OTC) en
disolventes y en tableta de medicacion en la propia colmena (Kochansky, 2000;
Alippi et al, 1999; Liang et al., 1998), son escasos los estudios recientes sobre la
degradacién de tetraciclinas en miel que permiten comparar sus resultados con los

obtenidos en nuestro laboratorio.

Asi, ensayos llevados a cabo por Argauer et al., (1991) difieren considerablemente
con nuestros resultados, ya que indican que el tiempo para que se degrade el 50%
de la oxitetraciclina en miel es tan so6lo 12 dias. Esta diferencia notable se puede
deber a que estos autores mantienen la miel almacenada a una temperatura de 34°C
frente a los 25° C utilizada por nosotros, existiendo con ello una aceleracion de los

procesos bioquimicos degradativos.

Resultados similares a los nuestros, son los obtenidos por Matsuda et al. (1990),
donde el tiempo medio para que se degrade el 50% de la oxitetraciclina es de 42 y

70 dias, estando almacenada la miel a 35° C y a 25° C, respectivamente.

Como se ha comentado anteriormente, no se han encontrado datos de degradacién
de otras tetraciclinas diferentes a la oxitetraciclina, salvo los presentados en un
estudio efectuado por Severo et al. (2006), en el que estudiaban la degradacion de
la oxitetraciclina, tetraciclina y doxiciclina en yogur. En dicho estudio los autores
obtuvieron porcentajes de degradacién a los 30 dias superiores a los obtenidos en
nuestro estudio (52% para OTC, 67% para TC y 61% para DC). El motivo de esta
diferencia puede ser que para la elaboracion del yogur se utiliza leche tratada
térmicamente y, ademas, se producen reacciones enzimaticas que pueden acelerar

esta degradacion.

En relacion a la diferente degradacién de las mieles dependiendo de su color,
hallada en nuestros estudios, se puede deber al hecho de que las mieles oscuras
(brezo, encina, bosque y montafa) tienen mas minerales, por lo que el efecto
quelante entre la tetraciclinas y los minerales se dara con mayor intensidad y, por

consiguiente, las tetraciclinas en forma libre estaran en menor cantidad.
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5.4. Estudio de la estabilidad de la flumetrina en la colmena

Como se ha indicado anteriormente, se eligieron 5 colmenas que no habian sido
tratadas previamente con flumetrina ni con fluvalinato, hecho que se constato
mediante el analisis de las muestras de miel. Los resultados fueron negativos a
estos residuos. En la figura 56 se muestra un cromatograma de una miel extraida de
una de estas colmenas. En este cromatograma se aprecia la ausencia de residuos
de flumetrina. A modo comparativo en la figura 57 se representa un cromatograma
de miel de esa misma colmena tras ser sometida al tratamiento veterinario con

flumetrina.

Figura 56. Cromatograma de una miel sin residuos de tratamientos veterinarios
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Los resultados del estudio de evaluacion de la presencia de flumetrina en mieles
procedentes de estas colmenas tratadas se muestran en las figuras 58 y 59. En
dichas figuras se observa la ausencia del pico de flumetrina (9,9 minutos, a una
longitud de onda de 254 nm). Es decir, no existen residuos de flumetrina en la miel ni

tras 6 semanas ni tras 8 semanas de tratamiento veterinario.

Figura 58. Cromatograma de mieles de las 5 colmenas, extraidas a las 6 semanas

del tratamiento veterinario con flumetrina (longitud de onda 254 nm).

Figura 59. Cromatograma de mieles de las 5 colmenas, extraidas a las 8 semanas

del tratamiento veterinario con flumetrina (longitud de onda 254 nm).
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Son escasos los estudios de campo en los que se aborde de forma simultanea el
efecto acaricida del producto utilizado, asi como evaluacion de la estabilidad y grado
de contaminacion de la miel por un determinado residuo tras el tratamiento
veterinario efectuado. Es necesario sefalar que en este trabajo se ha estudiado de
forma coordinada el grado de parasitacién de las colmenas por Varroa destructor
junto al efecto acaricida del producto utilizado (estudio realizado por la Unidad de
Parasitologia de la Facultad de Veterinaria de Zaragoza), asi como la evaluacion de
la estabilidad y grado de contaminacion de la miel por flumetrina tras el tratamiento
veterinario (estudios realizados en nuestro laboratorio), siendo muy escasos los

trabajos existentes con este mismo planteamiento.

Nuestro estudio corrobora los resultados obtenidos por otros autores (Szerletics-Turi,
1999a; FAO, 1996) y vienen a confirmar que la presencia de flumetrina en miel se

debe a un mal manejo apicola.

En 1998, un experimento llevado a cabo por Szerletics-Turi en Hungria sirvié para
que el producto comercial que contenia flumetrina fuera autorizado en dicho pais
como tratamiento frente a la varroosis. Los resultados de este estudio indicaban que
un correcto tratamiento con tiras de 3,6 mg de flumetrina durante 2-6 semanas, no

dejaba residuos del analito en la miel.

Dos anos antes, en 1996, la FAO se sirvid de 11 estudios llevados a cabo en
Alemania, Austria y Reino Unido, para elaborar un informe en el que se proponia
entre otros, un posible LMR de flumetrina en miel. En estos ensayos de campo, las
colmenas fueron tratadas con la misma dosis de medicamento que se ha
administrado en nuestro caso y tampoco hubo presencia de residuos en la miel a las

seis semanas de haber administrado el medicamento veterinario con flumetrina.
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5.5. Analisis de residuos de acaricidas de sintesis en muestras de miel.

En ninguna de las 20 muestras de miel analizadas se encontraron residuos de
flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato, ni 4,4’-dibromobenzofenona, por
encima de los limites de decision del método (CCc). En la figura 60 se presenta un

cromatograma de una de las muestras analizadas.

Figura 60. Cromatograma de una muestra de miel cruda.
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Estos resultados pueden deberse a varias causas. En primer lugar, hay que tener en
cuenta que el fluvalinato se aplica cada vez menos en Espafia como tratamiento
frente a Varroa, ya que si bien legalmente su uso esta permitido, pueden producirse
resistencias del acaro a este compuesto y dejar de ser eficaz (Macedo et al., 2002;
Thompson et al., 2002; Milani et al., 2002; Elzen et al., 2000; Mozes-Koch et al.,
2000; Trouiller et al., 1998; Colin et al., 1997; Milani, 1995; Slabezki et al., 1991). Por
otro lado, los tratamientos con cumafés y bromopropilato no estan autorizados en
Espana, por lo que no es esperable |la presencia de estos residuos, a menos que
provengan de tratamientos clandestinos. Otra razén podria ser que muchos
acaricidas de sintesis como el fluvalinato, bromopropilato y cumafés son lipofilicos,
mostrando mayor preferencia por la cera que por la miel. Asi, Bogdanov et al. (1997)
después de un tratamiento de las colmenas con fluvalinato, encontraron una

concentracion 8.000 veces mas alta en las muestras de cera que en las de miel.
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Fernandez et al. (1997), Atienza et al. (1993) y Sancho et al., (1991) realizaron
estudios sobre la presencia de fluvalinato en un total de 145 mieles espanolas
procedentes de diferentes origenes. El analisis de las muestras revel6 la presencia
de residuos de fluvalinato en el 33% de todas ellas (10-750 pg/kg). Una de las
razones que explicaria la presencia de este residuo, podria ser que en este periodo
(1990-1993) se aplicaba intensivamente el tratamiento con fluvalinato frente a la
varroosis en nuestro pais. Sin embargo, en nuestro estudio, las muestras se tomaron
en otro periodo (2005-2007), con menor aplicacion debido a las resistencias
mostradas por el acaro Varroa destructor a este compuesto. Ademas, en alguno de
los estudios citados se trataron colmenas, con presencia de miel, en la época de
mielada; en otros, se prensé el panal para obtener la miel, lo que favorecio la

presencia de residuos en la misma.

En cuanto a la presencia de otros acaricidas de sintesis, encontrados en mieles
espanolas, solo constan en la literatura cientifica dos estudios de Fernandez et al.
(1994 y 1993), en los que analizan la presencia de residuos de bromopropilato y
cumafds, encontrando concentraciones de 1-5 yg de cumafds/kg miel en el 14% de
177 muestras y 5-60 yg de bromopropilato/kg miel en el 16% de un total de 101

muestras.

Tan soélo se ha encontrado un estudio en el que se haya analizado la presencia de
flumetrina en 33 muestras de miel austriaca, no encontrandose residuos de

flumetrina (Menkissoglu-Spiroudi et al., 2001).

Por ultimo, no se han encontrado estudios en los que se haya analizado la presencia

de 4,4’ -dibromobenzofenona en miel.

La ausencia de este tipo de residuos de acaricidas en las mieles aragonesas

analizadas constata el buen estado sanitario de las mismas.

Con el fin de evaluar si la salud de los consumidores puede verse afectada por la
presencia de residuos de los acaricidas investigados en las muestras analizadas, es
necesario, a partir de los niveles de contaminacién de la miel, estimar la ingesta de

éstos (IDEs) y compararla con los niveles toxicolégicamente aceptables (IDAs).

La IDE de un contaminante asociada al consumo de un alimento se calcula
multiplicando la concentracion de dicho contaminante en el alimento por el consumo
medio diario del alimento en cuestion. En nuestro estudio, como se ha dicho

anteriormente, no se encontraron residuos de ninguno de los acaricidas de sintesis
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estudiados por encima del limite de deteccidon. En este caso, para evaluar el riesgo,
se utiliza el valor del limite de deteccién como si fuera el nivel de contaminacion
presente en las muestras, ya que no podemos asegurar que estos acaricidas no
estén presentes en las muestras de miel a niveles por debajo de dicho limite. Los
limites de deteccion, en nuestro estudio, son 8 ug/kg de miel para flumetrina; 0,64
pa/kg de miel para fluvalinato; 0,70 ug/kg de miel para cumafés; 0,74 de miel ug/kg

para bromopropilato y 0,35 pg/kg de miel para 4,4 -dibromobenzofenona.

Por otro lado, la ingesta anual de miel en la dieta espanola, en el ano 2006, fue de
0,5 kg per capita (MAPA, 2007), lo que implica una ingesta diaria de 1,4 g de miel
por persona. En consecuencia, la IDE de los acaricidas estudiados es de 0,185
ng/kg peso corporal, para flumetrina; 0,015 ng/kg peso corporal, para el fluvalinato;
0,016 ng/kg peso corporal para cumafés; 0,017 ng/kg peso corporal para

bromopropilato y 0,009 ng/kg peso corporal para 4,4 -dibromobenzofenona.

La IDA (ingesta diaria admisible) se define como la dosis maxima de una sustancia
que puede ser ingerida diariamente por un individuo durante toda la vida sin que le
resulte perjudicial. Representa la centésima parte de la dosis maxima que no
provoca efectos nocivos en especies animales estudiadas mas sensibles. Se

expresa como mg sustancia/kg peso corporal/dia

La Agencia Europea de Evaluacion de Medicamentos (EMEA) ha establecido una
IDA de 1800 ng/kg peso corporal para la flumetrina (EMEA, 1995), 500 ng/kg peso
corporal para el fluvalinato (EMEA, 1995) y 250 ng/kg peso corporal para cumafos
(EMEA, 2001). Por otro lado, la FAO ha establecido una IDA de 800 ng/kg peso

corporal para bromopropilato (FAO, 1993). No existe IDA para dibromobenzofenona.

Si relacionamos las IDEs con los valores de IDA, se observa que, en todos los
casos, éstas son inferiores al 1% de la IDA establecida (FLM: 0,01%, FLV: 0,003%,
CMF: 0,006%, BMP: 0,002%), lo que significa que el riesgo toxicolégico para el

consumidor es muy bajo.




6. CONCLUSIONES

“Después de cada linea de llegada, hay una de salida”. Agnes Gonxha (Teresa de

Calcuta).






Conclusiones

Primera

Los métodos analiticos optimizados y validados en este estudio satisfacen los
criterios establecidos a nivel internacional. Es destacable la importancia de las
metodologias presentadas ya que no existen métodos oficiales aprobados en miel

para los residuos estudiados.

Segunda

Los métodos analiticos optimizados para el analisis rutinario de residuos de
tetraciclinas y acaricidas de sintesis en muestras de miel son rapidos, sencillos y

eficaces.

Tercera

El método analitico optimizado en nuestro estudio para residuos de acaricidas de
sintesis en miel permite, por primera vez, la determinacion multirresidual de
flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato y 4,4’-dibromobenzofenona en miel,

mediante cromatografia liquida de alta resolucién.

Cuarta

La extraccion en fase sdélida con cartuchos de 1 g de Cyg, sin fase de lavado y
elucion con 13 ml de acetato de etilo:metanol (9:1), realizando una filtracion positiva
del extracto con un filtro de membrana de 0,22 um, y una identificacion y
cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
barrido de espectros (HPLC-DAD), permite una adecuada determinacién de residuos

de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina y doxiciclina en muestras de miel.
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Quinta

La extraccién en fase sélida con cartuchos de 0,5 g de Cyg, lavando con 3 x 3 ml de
metanol:agua (1:1), utilizando cartuchos de Na,SO, y eluyendo los analitos de la
columna con 10 ml de hexano, y una identificacion y cuantificacién mediante
cromatografia liquida de alta resolucién con detector de barrido de espectros (HPLC-
DAD), permite una adecuada determinacion de residuos de flumetrina, fluvalinato,

cumafés, bromopropilato y 4,4 -dibromobenzofenona en muestras de miel.

Sexta

En el método de determinacidon multirresidual de tetraciclinas en miel, la no
utilizacién de la fase de lavado y el empleo de filtros de membrana, son criticos para
la obtencion de un extracto libre de impurezas y una exactitud satisfactoria del

método.

Séptima
En el método de determinacion multirresidual de acaricidas de sintesis en miel, la
introduccion de una correcta fase de lavado y el empleo de cartuchos de Na,SO,,

son criticos para la obtencion de un extracto libre de impurezas y una exactitud

satisfactoria del método.

Octava

Es la primera vez que se realiza la validacién de un método analitico de residuos en
miel conforme a todos los parametros exigibles por la Decisién Europea
2002/657/CE para la validacién de métodos analiticos e interpretacion de resultados
(especificidad, selectividad, estabilidad identificacion, linealidad, precision, exactitud,

veracidad o recuperacion, sensibilidad: CCay CCp, robustez o aplicabilidad).
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Novena

La pasteurizacion de la miel fortificada produce una degradacién de las tetraciclinas,
reduciendo significativamente la cantidad de las mismas en la miel. Esta
degradacién es variable segun el tipo de tetraciclina y origen botanico de las

muestras de miel.

Décima

Las tetraciclinas presentes en muestras de miel fortificada, sufren un proceso
degradativo a lo largo del tiempo de almacenamiento y en condiciones de oscuridad.
El tipo de miel influye en tal proceso, asi en las mieles oscuras se degradan mas
rapidamente que en las claras, existiendo ademas una correlacion entre la
conductividad, la acidez y algunos parametros colorimétricos (L, ay H) en el caso de

oxitetraciclina y tetraciclina.

Undécima

No se han hallado residuos de flumetrina en muestras de miel a las seis y ocho

semanas después del tratamiento de colmenas con Bayvarol®.

Duodécima

En las 20 muestras de miel cruda de diferentes origenes botanicos y geograficos de
Aragén, no se han encontrado residuos de flumetrina, fluvalinato, cumafés,
bromopropilato y 4,4’-dibromobenzofenona, en ninguna de ellas por encima de los

limites de deteccion del método utilizado.

Decimotercera

Teniendo en cuenta el consumo diario de miel en Espafia, el perfil toxicologico de los
acaricidas de sintesis estudiados, y la ausencia de estos residuos en las muestras
analizadas, se han estimado ingestas diarias de estos acaricidas con la miel por
debajo del 1% de su ingesta diaria admisible. Por todo ello, el riesgo sanitario de

estos compuestos asociado al consumo de estas mieles es muy bajo.







J. RESUMEN






Resumen

Con el fin de valorar los riesgos para la salud publica derivados de la presencia de
residuos de tratamientos veterinarios en miel, se hace necesario el desarrollo de
meétodos analiticos que permitan la obtencién de datos fiables sobre el grado de

contaminacion de esta matriz.

En el presente trabajo se han desarrollado y optimizado sendos métodos de analisis
multirresiduo para la deteccidén y cuantificacion de residuos de antibidticos y
acaricidas de sintesis en miel. Dichos métodos han sido sometidos a procesos de
validacién, siguiendo los criterios fijados por la Decisién de la Comision Europea
657/2002/CE o reconocidos internacionalmente. Se han realizado estudios de
campo en colmenas evaluando la degradacion de flumetrina en la miel tras el
tratamiento con Bayvarol®. Los estudios de degradacion de tetraciclinas en miel bajo
diferentes condiciones de ensayo se han llevado a cabo en laboratorio. Se ha
analizado la presencia de residuos de acaricidas en mieles de la Comunidad
Autéonoma de Aragon. Por ultimo, se ha valorado el riesgo sanitario derivado de la

presencia de estos compuestos en las muestras de miel analizadas.

El método multirresidual de andlisis de tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina y doxiciclina) en miel consiste en una preparacion, extraccion en fase
sélida con cartuchos de Cqg, sin fase de lavado, e identificacién y cuantificacién de
los antibiéticos mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
barrido de espectros (HPLC-DAD). Para la validacién del método se han realizado
estudios de linealidad, sensibilidad, repetibilidad, reproducibilidad y exactitud, a dos
concentraciones diferentes de los analitos (50 ng/g y 350 ng/g). En relacion a la
sensibilidad del método estudiado, los limites de deteccion y de cuantificacion de los
4 analitos son 1 ng/g miel y 5 ng/g miel, respectivamente. La repetibilidad y la
reproducibilidad han mostrado valores de desviacion estandar relativa inferiores a
10% para todos los analitos. Los porcentajes de recuperacion estan comprendidos
entre 82 y 103%.

El método multirresidual de andlisis de acaricidas de sintesis (flumetrina, fluvalinato,
cumafés, bromoprolpilato y 4,4’-dibromobenzofenona) en miel consiste en una
preparacion, extraccion en fase soélida con cartuchos de Cis, y de Na,SO, e
identificacion y cuantificacion de los acaricidas mediante cromatografia liquida de
alta resolucion con detector de barrido de espectros (HPLC-DAD). Para la validacion
del método se han realizado estudios de especificidad, selectividad, estabilidad
identificacion, linealidad, precisién, exactitud, veracidad o recuperacién, sensibilidad:

CCay CCpBy robustez. En relacion a la sensibilidad del método estudiado, los limites
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de decision (CCe) y capacidad de deteccion (CC/) de los 5 analitos oscilan entre 8 y
115 ng/g miel, y entre 11 y 125 ng/g miel, respectivamente. La repetibilidad y la
reproducibilidad han mostrado valores de desviacion estandar relativa inferiores al
10% para todos los analitos. Los porcentajes de recuperacion estan comprendidos
entre 89 y 97%.

Se ha llevado a cabo un estudio para determinar la estabilidad de las tetraciclinas en
la miel mediante el calculo de la degradacién de estos antibidticos tras el proceso de
pasteurizacién, y tras el almacenamiento prolongado a 25° C y en condiciones de
oscuridad. La degradacion de las 4 tetraciclinas por el proceso de pasteurizacion
varia entre un 10 y un 19%. La degradacion media de las 4 tetraciclinas debida al
tiempo y oscuridad es de 18,5 % a los 30 dias, 58,5% a los 90 dias, y 83,5% a los
180 dias. Se ha observado una correlacion significativa (< -0,7 y 20,7) entre la
degradacién de algunas tetraciclinas y ciertos parametros relacionados con el color

de las mieles, su acidez y su conductividad.

Se ha realizado un estudio de estabilidad de la flumetrina en la colmena tras un
tratamiento convencional con dicho acaricida. Se evidencioé la ausencia de este tipo

de residuo en miel tras seis y ocho semanas posteriores al tratamiento.

Se analizaron 20 muestras de miel cruda de Aragén, correspondientes a los afios
2005, 2006 y 2007, mediante la metodologia descrita en esta tesis para la
determinacion multirresidual de acaricidas de sintesis. En ninguna de las muestras
se encontraron residuos de flumetrina, fluvalinato, cumafés, bromopropilato,
4,4 dibromobenzofenona, por encima de los respectivos limites de decision del
método (CCa).

La Agencia Europea de Evaluacion de Medicamentos ha establecido una IDA
(Ingesta Diaria Admisible) de 1800 ng/kg peso corporal para la flumetrina (EMEA,
1995), de 500 ng/kg peso corporal para el fluvalinato y de 250 ng/kg peso corporal
para el cumafés (EMEA, 2001). La FAO ha establecido una IDA de 800 ng/kg peso
corporal para bromopropilato (FAO, 1993). No existe IDA para 4,4-
dibromobenzofenona. Si relacionamos las IDEs (Ingestas Diarias Estimadas) con los
valores de IDA, se observa que, en todos los casos, éstas son inferiores al 1% de la
IDA establecida. Valorando el perfil toxicolégico y a tenor de los resultados
obtenidos, esta contaminacién no constituye un riesgo significativo para la salud del

consumidor derivado del consumo de estas mieles.
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