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1. RESUMEN

1.1. RESUMEN

Bajo el punto de vista nutricional, la miel es un alimento rico en hidratos de carbono,
principalmente fructosa y glucosa, y altamente energético ya que aporta en torno a 300
kcal/100g. Proviene 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.

Cabe destacar la importancia de la varroosis, parasitosis externa causada por el acaro
Varroa destructor, que afecta a las abejas meliferas (4Apis mellifera) en todas sus fases de
desarrollo. Es una de las enfermedades mas graves de esta especie y, si no es
convenientemente tratada, produce alta mortalidad en las colonias. Es por ello que se
llevan a cabo tratamientos con medicamentos veterinarios a base de distintos acaricidas de
sintesis o bien naturales como &cidos organicos, aceites esenciales, entre otros. En el
presente trabajo se ha procedido al andlisis de varias muestras de miel aragonesas para
determinar la presencia de residuos de cumafés, mediante la aplicacion de un método
cromatografico, puesto a punto y validado en el Laboratorio de la Unidad de Nutricion y
Bromatologia, basado en la extraccion y purificacion mediante extraccion en fase solida
(SPE), seguido de identificacion y cuantificacion por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Los resultados de dicho anélisis fueron positivos, pero en ningin caso
las concentraciones halladas de este residuo sobrepasaban los limites maximos permitidos
legalmente, ni suponian un riesgo para la salud del consumidor teniendo en cuenta el nivel

de ingesta diaria de dicho alimento.



1.2. ABSTRACT

From the nutritional point of view, honey is a food rich in carbohydrates, mainly fructose
and glucose, and highly energetic and provides around 300 kcal/100 g. It comes from the
nectar of plants or from the secretions of live parts of plants or from the excretions of
sucking insects present in the living parts of plants, that bees collect, transform, combining
them with their own specific substances, deposit, dehydrate, store and leave in hives to

mature.

It is important to highlight the importance of varroosis, external parasitism caused by the
Varroa destructor mite, which affects honey bees (Apis mellifera) in all stages of
development. It is one of the most serious diseases of this specie and, if it is not properly
treated, produces high mortality in the colonies. That is why treatments with veterinary
medicinal products based on different synthetic or natural acaricides such as organic acids,
essential oils, among others, are carried out. In the present work, samples of Aragonese
honey were analyzed to determine the presence of coumaphos residues, by the application
of a chromatographic method, developed and validated in the Laboratory of the Unit of
Human Nutrition and Food Science, based on the extraction and purification by solid
phase extraction (SPE), followed by identification and quantification by high performance
liquid chromatography (HPLC). The results of these analysis were positive, but none of
the coumaphos levels found exceeded the legally permitted maximum levels nor did they

pose a risk to the consumer health taking into account the daily intake of honey.



2. INTRODUCCION

2.1. MIEL: ASPECTOS BROMATOLOGICOS

La apicultura, entendida ésta como “una técnica que consiste en criar y sacar provecho de
las abejas”, data de la época del Neolitico en los comienzos de la agricultura. Y, en Espafia
parece que fue practicada por primera vez por una poblacion de norteafricanos asentados
en el valle del Guadalquivir. Asimismo, la miel fue un alimento al que la civilizacion
egipcia otorgd gran importancia no s6lo como alimento sino también para emplearlo, por
un lado, como medicamento con fines terapéuticos y, por otro, para cuidados de belleza; y

que civilizaciones posteriores siguieron manteniendo.

La miel es un producto bioldgico que se modifica con el tiempo y cuya composicion
quimica varia dependiendo de factores como el origen floral, climatologia o procedimiento
de extraccion empleado (Sainz y Gomez, 2000). La Norma de calidad relativa a la miel
(Real Decreto 1049/2003) la 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
(también denominado mielada), que las abejas recolectan, transforman combinandolas con
sustancias especificas propias, depositan, deshidratan, almacenan y dejan en colmenas para
que madure”. Es decir, la miel se origina a partir de dos materias primas: el néctar y la
mielada. A partir de la primera de ellas se obtiene la miel de flores y, a partir de la

segunda, la miel de mielada o mielato (Sainz y Gomez, 2000).

Las abejas liban el néctar o mielada a través de su lengua y lo almacenan en el buche para
transportarlo a la colmena. Durante este transporte en el buche, se produce la primera
transformacion del néctar en la futura miel por la accidon del enzima invertasa que hidroliza
el disacarido sacarosa en sus dos monosacéridos glucosa y fructosa, principales azlicares
presentes en la miel. Una vez que la abeja llega a la colmena, regurgita gotas de dicho
néctar de forma repetida produciéndose durante esta operacion cierta deshidratacion del
mismo (hasta 30-40% de humedad) continuando, ademds, la accién enzimdtica. A
continuacion, la abeja lo deposita en la celdilla de la colmena donde prosigue la
deshidratacion hasta un 18 o 19%. Posteriormente, con el fin de evitar que a través del
contacto de la miel con el aire esta absorba agua de nuevo, las abejas operculan o cierran
las celdillas con cera, de modo que asi se conserva la miel ya madura (Sainz y Gémez,

2000).



Para la obtencion de la miel por parte del apicultor se realiza la siguiente secuencia de

etapas:

1. Seleccion de cuadros: al seleccionar los cuadros de las colmenas es importante
evitar recoger miel no madura porque puede causar problemas de fermentacion o
separacion de fases. Para ello se deben seleccionar aquellos cuadros que tengan
mas de 2/3 partes de su superficie perfectamente operculada (Diaz, 2009).

2. Desoperculado de las celdillas: consiste en retirar la capa de cera colocada por las
abejas en las celdas una vez que la miel estd madura. Dicha operacion puede
realizarse manualmente con diferentes tipos de cuchillos y cardas o peines,o
mediante el empleo de maquinas especificas (Molino, 2008).

3. Extraccion: operacion mediante la cual se obtiene la miel a través, generalmente,
de un proceso de centrifugacion. Los panales se colocan en el equipo y al girar la
fuerza centrifuga expulsa la miel de las celdillas, la cual es recogida en la parte
inferior a través de unos grifos que le dan salida (Molino, 2008).

4. Filtracion: en la etapa previa al centrifugado han podido pasar restos de cera,
propdleos, etc. los cuales han de ser eliminados. Para ello se realiza un filtrado que
puede hacerse a presion y/o por gravedad.

5. Maduracion: en esta etapa, las impurezas que han quedado en la miel ascienden a
la superficie y son eliminadas. Ademas, durante el tiempo en que la miel esta en el
madurador (por lo general de 2 a 8 dias), la miel sufre un proceso de
deshidratacion y cambios quimicos (Adamczyk, 2007).

6. Almacenamiento y envasado: la miel limpia y decantada se almacena en bidones de
diferente capacidad hasta el momento de su envasado. También es importante que

el entorno sea seco, fresco y con buenas condiciones higiénicas.

Organolépticamente, el color de la miel puede ser desde un tono casi incoloro hasta un
tono pardo oscuro, puede tener una consistencia fluida, espesa o cristalizada (en parte o en
su totalidad). Respecto a sabor y aroma, éstos pueden variar, pero esto se deriva del origen

vegetal de este alimento (Real Decreto 1049/2003).



Bajo el punto de vista nutricional, la miel es un alimento altamente energético ya que
aporta 315 kilocalorias por cada 100 gramos, siendo el 99% de esta energia la proveniente
de hidratos de carbono (los cuales representan un 80% aproximadamente de la
composicion quimica total de la miel), principalmente aztcares sencillos, como son la
fructosa y glucosa. La distribucion de la energia total entre los principios inmediatos y el
alcohol (etanol), segin la Base de Datos Espafiola de Composicion de Alimentos
(BEDCA, 2017), se refleja en la Figura 1. Los monosacaridos o azlcares sencillos
representan alrededor de un 75% de los azucares totales presentes en la miel, el resto de
azucares son disacaridos (entre un 10 y 15%) y una pequefia proporcion son azlcares de
otro tipo. La composicion de azucares (y la composicion quimica en general) depende de
factores como el origen botdnico de la miel o el clima, entre otros. A pesar de esto, la
mayoria de los tipos de mieles presentan mayor proporcion del monosacarido fructosa

respecto a la glucosa (Da Silva et al., 2016).

Figura 1: Distribucion de la energia total en miel para los principios inmediatos y alcohol

(etanol) (BEDCA, 2017).

Distribucion de la Energia total

proteina, total | 1%
grasa, total (lipidos totales) 0 %
carbohidratos _ 99 %
alcohol (etanol) 0%

En cuanto al contenido en agua, la citada Norma de calidad relativa a la miel permite que
¢éste sea en la miel madura de un maximo del 20% en general (existen excepciones para la
miel de brezo y miel para uso industrial donde se acepta hasta un contenido hidrico del
25%), ya que superar estos valores favorece el proceso de fermentacion por levaduras

presentes en la miel (Sainz y Gémez, 2000).

En cuanto a proteinas, el porcentaje presente en la miel no suele superar el 1% (Sainz y
Gomez, 2000) y en ellas el aminoacido libre mas abundante es la prolina representando
entre el 50 y 85% de todos los aminoacidos. Ademas, dentro de esta pequefia proporcion
de proteinas, encontramos una fraccion de enzimas, de los cuales los mas abundantes son

la diastasa, invertasa y glucoxidasa (Da Silva et al., 2016).



Referente a los acidos orgéanicos, estos representan en la miel un porcentaje bajo (0,57%),
siendo el principal de ellos el acido gluconico seguido del 4cido citrico, que contribuirian a

la estabilidad del producto frente a los microorganismos.

Por otro lado, las pequenas cantidades de vitaminas que estdn presentes, pertenecen
principalmente a vitaminas del grupo B aunque también se encuentra en la mayoria de los
tipos de miel la vitamina C. Respecto a minerales su contenido varia desde un 0,04% en
mieles claras hasta un 0,2% en mieles oscuras siendo el potasio el elemento més frecuente

en la miel (Da Silva et al., 2016).

Otras sustancias que pueden encontrarse en la miel son compuestos fenodlicos, como
flavonoides, que tienen un importante papel aromatico y actividad antioxidante (Da Silva
et al., 2016), o también componentes como el polen, el cual no se ha de retirar de la miel
excepto cuando resulte inevitable en el proceso de eliminacion de materia orgédnica o

inorganica ajena a ella (Real Decreto 1049/2003).

Por otro lado, se debe tener en cuenta que en el momento de su comercializacion debe
responder a unas caracteristicas en cuanto a contenido de fructosa y glucosa, sacarosa,
agua, solidos insolubles, acidos libres, hidroximetilfurfural y conductividad eléctrica
establecidos en la legislacion (Real Decreto 1049/2003), esto puede verse reflejado en la

Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas de composicion de la miel en el momento de su comercializacién

(Real Decreto 1049/2003).

Pardmetro Miel Contenido
Miel de flores >60g / 100g
+
Fructosa + Glucosa Miel de mielada o mezclas >45¢/100g
Azlicares En general <5g/100g
Sacarosa  |Falsa acacia, alfalfa y otras <10g/100g
Espliego, borraja < 15g/100g
En general <20%
Agua Miel de brezo "Calluna" y mieles paro uso industrial en general  [<23%
Miel de brezo "Calluna vulgaris" para uso industrial <25%
e En general <0,1g/100g
Salidos insolubles Miel prensada <0,5g/100g
Conductividad eléctrica Mezclas de mieles <0,8 mS/c
Miel de mielada y miel de castafio y mezclas de éstas >0,8 mS/c
L En general <50 meg/ 1000g
Acidos fibres Miel para uso industrial < 80 meg/ 1000g
<
Hidroximetilfurfural En general < Hmg kg

Miel de origen de regiones de clima tropical y mezclas de éstas  |< 80mg /kg




Para finalizar, la situacion en el afio 2016 del sector apicola, segin datos del Ministerio de
Agricultura y Pesca, Alimentaciéon y Medio Ambiente; es que Espafia contaba con
aproximadamente 29274 explotaciones y la comunidad autonoma de Aragén presentaba
1511 de ellas representando un 5,2%, tuvo una produccion anual de miel proxima a las
1000 toneladas (de las 33000 toneladas aproximadamente producidas en total en Espafia)
y, con estos datos, se sitia en el noveno lugar del ranking espafiol en cuanto a numero de

explotaciones (MAPAMA, 2017).

2.2. PELIGROS ABIOTICOS E INOCUIDAD DE LA MIEL

En la obtencion de productos alimenticios destinados al consumo humano pueden actuar
agentes susceptibles de incorporarse a la cadena alimentaria y entrafar algun riesgo para el
consumidor. Son los denominados peligros que, en funcion de su origen, se clasifican en

bioticos y abioticos (Gobierno de Aragédn, 2014).

Respecto a la presencia de agentes de peligro susceptibles de incorporarse en la miel y
entrafiar algiin riesgo para el consumidor, hay que tener en cuenta que la miel es un
producto bacteriostatico, capaz de impedir la multiplicacion de la mayoria de los
microorganismos. Dada su composicion (alto contenido en azlcares, pobre en proteinas y
con acidez elevada), los riesgos microbiologicos asociados a su consumo son

practicamente inexistentes (Gobierno de Aragon, 2014).

De los pocos riesgos que la miel puede presentar para la salud de los consumidores, estos
son de tipo abidtico y los més importantes derivan de la presencia, por encima de los
limites legalmente establecidos, de contaminantes quimicos, en especial de residuos
procedentes de la inadecuada utilizacion de tratamientos veterinarios y productos de

limpieza, asi como de determinadas practicas agricolas (Gobierno de Aragén, 2014).

La miel también puede contaminarse de forma indirecta, es decir, tras la aplicacion de
pesticidas en la agricultura, a través del suelo, aire, agua y flores que las abejas visitan y en
las cuales recogen néctar para producir la miel; estos productos quimicos pueden ser
llevados a la colmena por los cuerpos de éstas y contaminar asi la miel (Kujawski y

Namiesnik, 2011).



El Reglamento (CE) n® 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo establecié valores
para los limites maximos de residuos (LMR) de plaguicidas en los productos vegetales, asi
como en los de origen animal. Desde 2008, la Comision Europea fijé nuevos LMR para
algunos plaguicidas en la miel y otro productos de apicultura, que van desde 0,005 mg/kg
a 0,15 mg/kg de miel, entre los que se encuentran pesticidas como fipronil, cumafés o

amitraz, entre otros (Reglamento (CE) n® 396/2005 y modificaciones posteriores).

También, pueden aparecer en la miel otro tipo de contaminantes como los metales pesados
(cobre, mercurio, plomo, cadmio o arsénico), procedentes del medio ambiente o de su
liberacion a partir de los equipos empleados en la obtencion de la miel por estar presentes
en los materiales de éstos. Las concentraciones de dichos metales pesados varian de unas
mieles a otras y de un lugar a otro, en funcion de los niveles de contaminacion ambiental
presentes (en relacion a este tema, se estan empleando colmenas y sus productos como
indicadores de contaminacion ambiental), asi como de las condiciones y situacion de los
apiarios (Przybylowski y Wilczynska, 2001; Tuzen et al., 2007; Ru et al., 2013). En este
sentido, una correcta practica de higiene consiste en hacer una buena eleccion del lugar o
asentamiento donde se instalan las colmenas, debiendo estar éste alejado de fuentes
contaminantes. El problema de la presencia de estos contaminantes aparece cuando las
concentraciones alcanzan niveles toxicos para el ser humano. La legislacion europea
todavia no ha establecido unos limites maximos en miel para los metales pesados, por lo
quela Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) han propuesto conjuntamente niveles
aceptables de 15 pg/kg para el arsénico, 5 pg/kg para el mercurio y 7 pg/kg para el
cadmio (Da Silva et al., 2016).

Con el fin de evitar, reducir o controlar dichos peligros, la reglamentacion europea acerca
de la produccion de alimentos, integrada en el denominado coloquialmente “Paquete de
Higiene”, responsabiliza a los agentes implicados en la misma de garantizar la maxima
higiene de los elementos y procesos que constituyen el objeto de su actividad empresarial,
obligando a la implantacion de medidas de autocontrol, basadas en los principios del
Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC) y apoyadas en las practicas
correctas de higiene (PCH). En esa concepcidn, la produccion primaria constituye el
elemento basico de la cadena alimentaria, aspecto que adquiere especial relevancia en el
caso de la produccion de miel por tratarse de un alimento que puede llegar al consumidor

final sin apenas manipulacion.



Todas las actividades de la apicultura deben considerarse produccion primaria (Gobierno
de Aragon, 2014). Ello incluye la apicultura propiamente dicha (incluso en caso de que las
colmenas se encuentren lejos de las instalaciones del apicultor), la recogida de miel, su
centrifugacion y el envasado en las instalaciones del apicultor. Dado que la implantacion
de un sistema APPCC es unicamente obligatorio en fases posteriores a la produccion
primaria (Reglamento (CE) n°® 852/2004), las practicas correctas de higiene adquieren una
importancia trascendental, como mecanismo para alcanzar los altos niveles de seguridad

que la reglamentacién comunitaria exige a los productores de alimentos.

Los apicultores, como productores de alimentos destinados al consumo humano, son los
responsables de garantizar la seguridad de sus productos de manera que no entraiien
ningun riesgo para la salud de los consumidores. Es necesario, por tanto, conocer los
peligros o riesgos asociados a la produccion apicola y establecer todos los mecanismos

necesarios para controlarlos y, hasta donde sea posible, evitarlos.

Para ello habran de aplicarse practicas correctas de higiene en todas las acciones
involucradas en la produccion, recogida y acondicionamiento de los productos de la
explotacion. Si a pesar de todo surgiera un problema sera preciso detectar de forma rapida
el origen del mismo y solo es posible asegurar esta trazabilidad registrando las

informaciones necesarias en relacion con dichos procesos (Gobierno de Aragén, 2014).

Valorando todo lo anterior, la miel no ha generado apenas notificaciones / informaciones
en la Union Europea. En los ultimos afios (de 2012 a 2016) se generaron un total de 24
notificaciones relacionadas con miel y jalea real. Entre los peligros hallados se
encontraban, entre otros, residuos de sulfonamidas, fluvalinato, tetraciclinas o
cloranfenicol y en ninguna de dichas notificaciones aparecian implicadas mieles de origen
espanol, pero si de otros paises miembros de la Union Europea como Ucrania, Lituania o

Moldavia y paises terceros como Israel, China o México (RASFF, 2016).



2.3 TRATAMIENTOS CON ACARICIDAS UTILIZADOS FRENTE A VARROA

Las abejas pueden sufrir enfermedades a causa de bacterias, virus, hongos y parasitos,
entre otros agentes. La varroosis es la parasitosis mas extendida a nivel mundial, de gran

importancia sanitaria y economica para la apicultura.
2.3.1. Parasito y enfermedad

Varroa destructor es el principal parésito de Apis mellifera y, puede causar el colapso de
colonias no tratadas en pocos afios (Gracia et al., 2017). Hasta el afio 2000 esta especie de
Varroa fue confundida con otra, Varroa jacobsoni, la cual se observd que no era capaz de
reproducirse en Apis mellifera. Anteriormente, el huésped de Varroa destructor era el
género Apis cerana, caracteristico de la miel oriental, posteriormente fue diseminandose
sobre la abeja occidental, Apis mellifera. Actualmente, Varroa destructor se ha distribuido
por numerosos lugares del mundo a excepcién de Australia donde todavia no se ha

detectado su presencia (Rosenkranz et al., 2010).

En cuanto a su ciclo bioldgico, este se compone de dos etapas principales, la etapa
forética, durante la cual Varroa destructor se alimenta de la hemolinfa de las abejas
adultas y, la etapa reproductiva, la cual se lleva a cabo en las celdas de cria de las abejas
(Rosenkranz et al., 2010). Esta fase reproductiva comienza con la entrada de la hembra
progenitora fecundada en el interior de la celda cuando las larvas de abeja tienen seis dias

de vida y dichas celdas atin no estan operculadas (Clément et al., 2012).

Tras aproximadamente 60 horas, cuando la celda ya estd operculada, el 4caro hembra pone
el primer huevo del que nacerd un macho (los siguientes seran todos hembras) (Flores et
al., 2007). En una temporada activa una sola hembra de Varroa destructor puede
completar hasta un méaximo de diez ciclos y durante cada ciclo (cada 30 horas) pone de dos
a seis huevos. Los parasitos de Varroa destructor recién nacidos comienzan

inmediatamente su alimentacion de la abeja en crecimiento (Formato et al., 2015).

Cuando nace la nueva abeja, con ella emergeran la hembra de Varroa destructor
progenitora junto a aquellas descendientes también hembras que dispusieron de tiempo
suficiente para alcanzar la madurez (Flores et al., 2007). Dichas hembras intentaran saltar
sobre abejas adultas de mediana edad que pasen cercanas a la celda, donde se hallan las

crias, donde pasaran a su etapa forética (etapa en la cual se alimentaran de la hemolinfa de
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las abejas adultas mediante picaduras realizadas con su afilado aparato bucal) antes de

entrar en una nueva celda de la cria donde se reproduciran (Formato et al., 2015).

La consecuencia de esta parasitosis externa es la enfermedad denominada varroosis, la
cual presenta dafos directos sobre las crias de abejas que influyen en su desarrollo normal

de actividades, e indirectos por la transmision de enfermedades.

Los principales sintomas de esta patologia son falta de asistencia a la reina y de
realizacion de tareas tipicas, cria dispersa por las tasas de mortalidad o pérdida de peso en
las abejas, debido a la succidén de hemolinfa por parte del acaro, lo cual hace que presenten
también una importante disminucién de células sanguineas y proteinas repercutiendo
negativamente en el desarrollo de las larvas. Sin embargo, la consecuencia quizds mas
importante es el papel de V. destructor como agente vector de agentes patdgenos en el
momento en que el acaro pica a las abejas (Rosenkranz et al., 2010). Esto favorece la
transmision y desarrollo de enfermedades secundarias ya sean de origen bacteriano o
virico, tanto en abejas adultas como crias, como son la loque o virus de la paralisis aguda y

virus de las alas deformadas, respectivamente (Clément et al., 2012).

Desde el punto de vista de la apicultura esto se traduce en la generacion de mermas en la
produccion. A tasas de infestacion bajas, los sintomas clinicos pueden no ser visibles e
incluso no detectarse la infestacion. Las tasas moderadas de infestacion pueden reducir el
crecimiento de la poblacion de abejas meliferas y, por lo tanto, el rendimiento de la miel,
pero los sintomas clinicos pueden todavia no ser evidentes. Es decir, el umbral de dafio no
esta correlacionado con un nuimero fijo de acaros por colonia, es bastante variable y
depende de la poblacion de abejas y de crias, de la estacion y de la presencia de virus en la

abeja (Rosenkranz et al., 2010).

Ademas, dicha enfermedad esta incluida dentro de la lista de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE, 2017) como enfermedad de declaracion obligatoria relacionada con

las abejas, que se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2: Lista de la OIE de enfermedades de las abejas de declaracion obligatoria (OIE,
2017).

Infeccion de las abejas meliferas por Melissococcus plutonius (Loque europea).
Infeccion de las abejas meliferas por Paenibacillus larvae (Loque americana).
Infestacion de las abejas meliferas por Acarapis woodi.

Infestacion de las abejas meliferas por Tropilaelaps spp.

Infestacion de las abejas meliferas por Varroa spp. (Varoosis).

Infestacion por Aethina tumida (Escarabajo de las colmenas).

2.3.2 Tipos de tratamientos acaricidas frente a Varroa

Para prevenir la implantacion de Varroa destructor y el desarrollo de las consecuencias
que su presencia en las colmenas conlleva, los apicultores hacen uso de diferentes
sustancias quimicas, tanto de sintesis como de origen natural, para el control de las

poblaciones de este 4caro.

A nivel nacional, existe un programa de lucha y control de las enfermedades de las abejas
de la miel en el cual se establece, en caso de varroosis, la obligatoriedad de realizar un
tratamiento al ano en el periodo de septiembre a noviembre y con un producto bajo la

supervision de un veterinario (Real Decreto 608/2006).

De los acaricidas de sintesis, los mas utilizados son aquéllos que tienen como principios
activos cumafos, fluvalinato, amitraz, cimiazol y/o flumetrina. La mayoria de estos
pesticidas son faciles de aplicar y econdmicos. Sin embargo, son persistentes y se
acumulan después de tratamientos repetidos (Rosenkranz et al., 2010). Por lo tanto, estos
acaricidas también poseen algunas desventajas como las que se mencionan a continuacion:
pueden dejar residuos en la cera y/o miel y, también, en los ultimos afios, la utilizacion
masiva de muchas sustancias quimicas contra V. destructor se ha traducido en el desarrollo

de resistencia en los acaros a los acaricidas (Gracia et al., 2017).
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Estas razones son causa de que se haya promovido el uso de otros métodos de control
como es el empleo de sustancias naturales, entre ellas, sobre todo, algunos dacidos

organicos como el 4cido férmico o el acido oxalico y, aceites esenciales como el timol.

Las ventajas generales de estos compuestos naturales son: elevada eficacia contra V.
destructor (con el 4acido formico como el unico acaricida, éste es capaz de matar acaros
dentro de las celdas de cria selladas), bajo riesgo de presencia de residuos y de su
acumulacion en productos de abeja (dado que la mayoria de estas sustancias son solubles
en agua y/o volatiles y, ademads, ingredientes naturales de miel) y, baja probabilidad de
provocar resistencia en los acaros después de tratamientos repetidos(Rosenkranz et al.,

2010).

Sin embargo, también hay algunas desventajas de estos compuestos naturales. El acido
lactico y el acido oxalico deben ser aplicados en condiciones sin cria y, por lo tanto, no son
adecuados en regiones sin paro de cria durante el invierno (Rosenkranz et al., 2010). En
presencia de cria la efectividad del acido oxalico es menor respecto a cuando no la hay, en
estas circunstancias la mortalidad que se obtiene en el acaro es de aproximadamente el
98% frente al 40% obtenido cuando si hay crias (Gregorc y Planinc, 2002; Smodis et al.,
2011).

La eficacia de algunos de estos compuestos naturales depende de la presion de
evaporacion dentro de la colonia. Por tanto, las condiciones climaticas y las presentes
dentro de la colmena y el modo de aplicacion tienen que ser cuidadosamente afinados para
conseguir el efecto optimo. Esto es crucial ya que el indice terapéutico, es decir, el rango
entre la eficacia en el pardsito y la toxicidad para el huésped, no es muy grande
(Rosenkranz et al., 2010). De acuerdo con esto, la eficacia del timol depende de la
evaporacion del principio activo dentro de la colmena, basandose en las temperaturas

climéticas y en las condiciones de las colonias (Rosenkranz et al., 2010).

En definitiva, las condiciones ambientales, especialmente la temperatura externa, influyen
en la evaporacion del timol y por lo tanto en su efectividad. Por ello, los productos a base
de timol deberian idealmente aplicarse cuando el intervalo de temperatura es de 15-20°C.
También se ha observado que el espacio aéreo existente en la colmena por encima de los
panales influye en la eficacia del producto, resultando ser mas efectivo cuando el espacio

disponible es mayor debido a que mejora la circulacion del aire permitiendo asi una
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evaporacion y propagacion mas completa y constante del timol en la colmena (Lodesani y

Costa, 2008).

En lo que respecta a la presencia de residuos de estos compuestos en la miel que puedan
aportar olores o sabores desagradables, si que se detectan en la mayoria de muestras que se
analizan pero las concentraciones son minimas, dado que al ser sustancias volatiles
disminuyen rapidamente, no llegando a producir defectos sensoriales (Serra et al., 2014).
En algun estudio, como el llevado a cabo por Adamczyk et al. (2005) si se detectaron
cantidades mas altas de residuos de timol. Aun asi los tratamientos naturales pueden ser
considerados como buenas alternativas para los acaricidas sintéticos especialmente porque
no representan un riesgo sanitario teniendo en cuenta que son compuestos que estan
también presentes de forma natural en la miel, por lo que estas cantidades no comprometen

la seguridad alimentaria (Bogdanov et al., 1999).

2.3.3. Caracteristicas del cumafés y medicamento autorizado

El cumafos es una sustancia organofosforada que es activa por contacto, ingestion y accion
de vapor; y que causa la fosforilacion de la enzima acetilcolinesterasa de los tejidos,
permitiendo la acumulacion de acetilcolina en las uniones neuro-efectoras colinérgicas y
en las uniones mioneurales del musculo esquelético y los ganglios autonomos. En
definitiva, actia como un inhibidor de la acetilcolinesterasa, interfiriendo, por tanto, en la
sefalizacion y funcidon nerviosa (Del Carlo et al., 2010; Rosenkraz et al., 2010). Estas
caracteristicas hacen que sea empleado para combatir enfermedades o infestaciones en las

abejas por los apicultores.

Todo medicamento para poder ser empleado debe constar de una autorizacion y registro
emitida por la Agencia Espafnola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). Este
certificado se otorga al laboratorio que fabrica el medicamento, tras una serie de
verificaciones entre las que constan su efectividad e inocuidad para los consumidores de

los productos alimenticios obtenidos de los animales tratados.

Actualmente en Espaiia el tinico medicamento veterinario autorizado para combatir la
varroosis que presenta cumafos como sustancia activa es el comercialmente llamado
CHECKMITE de la firma Bayer, el cual es aplicado en forma de tiras: 2 por colmena,

colgando las tiras entre dos cuadros de cria y dejandolas durante 42 dias.
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Asi también, respetando las buenas practicas apicolas, tienen que ser evitadas las
aplicaciones durante el flujo de la miel y el tratamiento se debe completar al menos dos
semanas antes de la recoleccion del néctar por las abejas. Se recomienda tratar las
colmenas en primavera antes del primer flujo de miel o en otofio después del ultimo flujo
de miel. Las abejas estan expuestas a cumafos por su contacto con las tiras dispuestas entre
los marcos en el centro de la colonia. El contacto social entre ellas es el factor principal
para la distribucion de cumaf6s entre la poblacion de abejas. Del ciclo de vida de V.
destructor, el medicamento solo afecta a la fase forética del acaro con la hembra
fecundada pegada sobre las abejas obreras; la sustancia activa no alcanza a la fase
reproductiva. Las hembras adultas fecundadas de V. destructor atraviesan la membrana
intersegmental de las abejas y succionan la hemolinfa por lo que se hallan expuestas de un

modo indirecto a concentraciones relevantes de cumafos (AEMPS, 2017).

Ademas, existen otros 11 medicamentos mas autorizados frente a varroosis, pero que
presentan distintas sustancias activas (Tabla 3). Recientemente se ha registrado un nuevo
medicamento veterinario, para tratar la varroosis, autorizado por la AEMPS,
comercialmente denominado VARROMED, el cual presenta como sustancia activa una
combinacion de acido formico y acido oxalico que debe ser administrada rociando la

solucion en los espacios ocupados por las abejas en las camaras de cria.

Tabla 3: Listado de medicamentos veterinarios autorizados por la Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios para abejas actualizado en Junio de 2017 (AEMPS,

2017).

Nombre del medicamento Numero de registro | Titular de la autorizacidn | Sustancia Activa | Indicaciones
APIVAR 1283 ESP VETO PHARMA AMITRAZ VARROOSIS
APIGUARD 1487 ESP VITA (EUROPE) LIMITED TIMOL VARROOSIS
BAYVAROL 3,6 mg TIRAS PARA COLMENAS | 1713 ESP BAYER HISPANIA, S.L. FLUMETRINA VARROOSIS
ECOXAL 1749 ESP CEVA SALUD ANIMAL, S.A. ACIDO OXALICO VARROOSIS
THYMOVAR 1962 ESP ANDERMATT BIOVET GmbH TIMOL VARROOSIS
APISTAN 2680 ESP VITA (EUROPE) LIMITED TAU FLUVALINATO | VARROOSIS
CHECKMITE 2737 ESP BAYER HISPANIA, S.L. CUMAFOS VARROOSIS
APITRAZ 500 mg TIRA PARA ABEJAS 2782 ESP LABORATORIOS CALIER, S.A. | AMITRAZ VARROOSIS
E\SS;\EANCAECF)’AFSAT;?AZ&I 2 TIRAS PARA 3031 ESP NOD EUROPE LTD ACIDO FORMICO | VARROOSIS
AMICEL VARROA 3157 ESP LABORATORIOS MAYMO, S.A. | AMITRAZ VARROOSIS
POLYVAR 275 mg TIRAS PARA COLMENAS | 3526 ESP BAYER HISPANIA, S.L. FLUMETRINA VARROOSIS

;'-:\C\Do Féw\co;
VARROMED EU/2/16/203/001-002 | BEEVITAL GMBH ACIDO OXALICO VARROOSIS
DIHIDRATO
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2.4. CONTROL DE LA PRESENCIA DE RESIDUOS DE ACARICIDAS EN MIEL

El uso de medicamentos veterinarios en animales destinados a la produccion de alimentos
deriva la consecuencia de que en dichos alimentos producidos puedan permanecer restos
de tales sustancias utilizadas, es decir, residuos de ellas. Con el fin de asegurar que la
utilizacion de las sustancias activas contenidas en los productos veterinarios es segura para
los consumidores se establecen los limites maximos de residuos (LMR). Término que se
define legalmente como “el contenido maximo de residuos resultante de la utilizacion de
un medicamento veterinario (expresado en mg/kg o en pg/kg sobre la base del peso en
fresco) autorizada en la Comunidad o reconocida como admisible en un producto

alimenticio” (Reglamento (UE) n° 2377/1990).

La legislacion existente respecto a limites maximos de residuos de medicamentos
veterinarios en productos alimenticios es otra herramienta mas al igual que la realizacion
de unas practicas correctas de higiene o la implantacion de un sistema APPCC,
mencionadas en apartados anteriores, para controlar y garantizar la seguridad alimentaria a
los consumidores. En este sentido, para proteger la salud publica, las sustancias
farmacologicamente activas, atendiendo a la evaluacion cientifica de su seguridad, fueron
clasificadas en cuatro anexos del Reglamento (CEE) n°® 2377/90. El anexo I contiene las
sustancias farmacoldgicamente activas para las que se ha fijado un limite maximo de
residuos, el anexo II contiene las sustancias para las que no es necesario fijar un limite
maximo de residuos, el anexo III contiene las sustancias para las que se ha fijado un limite
maximo de residuos provisional y el anexo IV, las sustancias para las que no puede
establecerse limite maximo alguno porque sus residuos, sea cual sea su limite, constituyen
un riesgo para la salud humana. Toda esta informacion se simplifica en el Reglamento
(UE) n°® 37/2010 donde todas las sustancias farmacologicamente activas se enumeran en un
unico anexo, por orden alfabético, que consta de dos cuadros distintos: uno para las
sustancias autorizadas, que figuran en los anexos I, II y IIl del Reglamento (CEE) n°
2377/90, y uno para las sustancias prohibidas, enumeradas en el anexo IV del mismo

Reglamento (Reglamento (UE) n® 37/2010).

En la Tabla 4 se exponen los LMR, que si estan establecidos, para los residuos procedentes

de tratamientos veterinarios autorizados mencionados en la Tabla 3.
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Tabla 4: Limites maximos de residuos de acaricidas permitidos en miel y otros productos

de apicultura en la Union Europea empleados frente a la varroosis de las abejas.

Acaricida LMR (mg / kg)

Amitraz 0,2

Cumafos 0,1

Por otro lado, existen también otros acaricidas para los cuales no hay establecidos LMR en
miel, es decir, después de la evaluacion de la sustancia farmacoldgicamente activa
correspondiente utilizada en el medicamento veterinario, se observa o considera que no es
necesario para la proteccion de la salud publica fijar un limite maximo de residuos
(Reglamento (CEE) n® 2377/90). Este es el caso de la flumetrina para la cual no se
establece dicho LMR en miel. Sin embargo, si se establece sobre otros alimentos de origen
animal: 10 pg/kg en musculo y rifién, 150 pg/kg en grasa y 20 pg/kg en higado de las
especies bovina y ovina; y 30 pg/kg en leche bovina. Del mismo modo ocurre con el acido
oxalico, acido formico y timol, que aparecen en la lista de sustancias no sujetas a un limite

maximo de residuos.

Es importante destacar que estos LMR no son limites toxicologicos, sino que son limites
toxicologicamente aceptables, basados en una buena practica agricola y que representan la
cantidad méaxima de un residuo que es posible encontrar en un producto alimentario como
consecuencia del uso legal y racional de ese medicamento evaluado. Los LMR no son
limites toxicologicos porque no representan la cantidad maxima de esa sustancia activa
que puede ser perjudicial para la salud de los consumidores. Es decir, la superacion de un
LMR no implica necesariamente la existencia de un riesgo para la salud. Por otro lado, se
dice que los LMR son toxicoldgicamente aceptables porque su cumplimiento asegura que
no producen efectos toxicos en los individuos, ni a corto ni a largo plazo (AECOSAN,

2015).
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Con el fin de evaluar el riesgo toxicologico del consumo de miel, es decir, si la salud de
los consumidores puede verse afectada por la presencia de residuos de cumaf6s, es
necesario estimar la ingesta de ¢l a través de este alimento (IDE) y compararla con la
ingesta diaria admisible (IDA) establecida por la Agencia Europea de Evaluacion de

Medicamentos (EMEA).

La IDE de un compuesto asociada al consumo de un alimento se calcula multiplicando la
concentracion del contaminante en el alimento por la ingesta diaria media de ese alimento

(Molino, 2008).

La IDA se define como la dosis maxima de una sustancia contenida en un alimento,
expresada respecto a la masa corporal que puede ser ingerida durante toda la vida sin
mostrar riesgo apreciable para la salud (FAO, 2017). En el caso del cumaf6s, la EMEA
establecid en 2001 un valor de 250 ng/kg de peso corporal, que si se considera el peso

medio de un individuo de 70 kg esto se traduce en un IDA de 17,5 pug (EMEA, 2001).
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La aplicacién de unas buenas practicas en el uso de medicamentos veterinarios para el
tratamiento de la varroosis de las abejas, es esencial para evitar la presencia de sus
residuos en productos de la colmena y evitar que puedan afectarla salud de los
consumidores. De esta manera se garantiza, ademas, el cumplimiento de la normativa
relativa a higiene y salud publica. En base a esta justificacion, se han planteado los

siguientes objetivos:

En primer lugar, el objetivo general es proceder a la realizacion de un analisis de residuos
de acaricidas en mieles aragonesas mediante la aplicacion de un método puesto a punto y
validado en la Unidad de Nutriciéon y Bromatologia de la Universidad de Zaragoza, para
detectar la posible presencia de cumafos en ellas. Este método esta basado en la extraccion
y purificacion mediante sistema de extraccion en fase solida (SPE), seguido de

identificacion y cuantificacion por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).
Ademas, se han planteado objetivos especificos:

- Conocer la base cientifica del tema de estudio mediante una revision bibliografica,
utilizando para ello diferentes bases de datos de la Universidad de Zaragoza, asi como

consulta de libros, tesis doctorales y otras fuentes.

- Realizar el andlisis de muestras de miel aragonesas para identificar y cuantificar la

presencia de residuos de cumafos.

- Revisar y evaluar los resultados analiticos obtenidos en otros estudios para poder

comparar y discutir con nuestros resultados.

- A partir de los resultados obtenidos, evaluar el riesgo para la salud publica de las mieles

analizadas.

- Con todos los datos obtenidos, elaborar la memoria final de este estudio.
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4. METODOLOGIA

4.1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Para el desarrollo de la revision bibliografica de este Trabajo de Fin de Grado se han
utilizado diferentes bases de datos: Web of Science, Science Direct, BEDCA (composicion
de alimentos), Iberlex (legislacion), EU Pesticides database. Entre las revistas cientificas
utilizadas se encuentran Food Chemistry, Food and Chemical Toxicology, Journal of
Invertebrate Pathology, Food Control. Asi también, se han consultado libros disponibles

en la biblioteca de la Facultad de Veterinaria.

4.2. ANALISIS EXPERIMENTAL

4.2.1. Muestras analizadas

Se procedié a analizar un total de seis muestras de miel de distinto origen botanico y
geografico procedentes todas ellas de distintos municipios de la Comunidad Auténoma de

Aragon.

4.2.2. Materiales, equipos y reactivos
4.2.2.1. Material

- Vaso de precipitados de vidrio de 50 ml
- Pipeta de vidrio graduada de 25 ml

- Varilla de vidrio

- Viales con tapon de rosca

- Pipetas Pasteur de vidrio

4.2.2.2. Reactivos

- Patréon del acaricida cumafos del Laboratorio Dr. Ehrenstorfer (Alemania) 0,1 g, 95% de

pureza

- Miel libre de acaricidas
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- Columna Isolute C18 (0,5 g)
- Columna Sep - Pak C18 (0,5 g), trifuncional IST Ref. 221-0050-C

- Cartuchos de desecacion de 2,5 g de sulfato de sodio anhidro de Isolute (International

Sorbent Technology, Inglaterra)

- Agua destilada ultrapura Milli Q

- Metanol grado HPLC Lab Scan (Irlanda)

- Hexano grado HPLC

- Acetonitrilo grado HPLC Lab Scan (Irlanda)

- Nitrégeno ultrapuro C55 Carburos metalicos (Espafia)

4.2.2.3. Equipos

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

- Equipo de extraccion en fase sélida Vacuum Manifold Visiprep de Supelco (EEUU) +

vaso de residuos

- Bomba de vacio modelo XX5522050 Millipore (EEUU) (méaximo 100 kPa de vacio)
- Rotatubos MS 2 Minishaker IKA (EEUU)

- Sistema Sample concentrator SBHCONC/1, Stuart

- Congelador Liebherr GS 5211 (- 20°C) (Alemania)

- Cromatografo liquido de alta resolucion HP Series 1100, inyector manual con un /oop de

20 pl y detector de barrido de espectros (DAD)

o Columna cromatografica de fase reversa de C18 de 250 mm de longitud, 4,6
mm de didmetro interno y 5 pum de tamafio de particula, ODS2 Waters
Spherisorb (Irlanda).

o Microjeringa Hamilton (Suiza) 75 SNR, 50 pl

o Estacion de trabajo HP — Chemstation de Agilent (Alemania) controlado

por un ordenador HP71
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4.2.3. Preparacion de las muestras

De acuerdo con la Orden de 12 de Junio de 1986 por la que se aprueban los métodos
oficiales de andlisis para la miel, es necesario realizar una preparacion de las muestras para

que éstas sean homogéneas y representativas de la miel que se somete a examen.

La miel es una matriz compleja por lo que su analisis no se puede realizar en una sola
etapa, es decir, es necesario realizar varios pasos de forma previa a la identificacion y
cuantificacion del analito. El primero de ellos consiste en la preparacion de la muestra que
consta, en primer lugar, de una limpieza mediante filtracion para retirar los elementos que
no forman parte de la matriz como restos de cera, piedras y otras impurezas. En este caso,
las muestras se encontraban en buen estado de limpieza por lo que no fue necesario
realizar dicho acondicionamiento previo. A continuacion, se pesa la cantidad de muestra
necesaria (5 g) y se procede a disolverla en una solucion (15 ml) de metanol y agua Milli

Q (1:1, v/v), con el propdsito de favorecer las posteriores fases del analisis.
4.2.4. Analisis de las muestras

Una vez realizada la preparacion de las muestras, el objetivo es extraer el analito de
interés. Para la consecucion de este fin se procede a la realizacion de una extraccion en
fase solida (SPE). Esta 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 (Souza et al., 2016). 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 lavado y

solvente de elucion).

Una columna de SPE es un lecho de particulas adsorbentes de silice porosa, revestidas de
moléculas orgédnicas, mantenido entre dos discos porosos dentro de un tubo desechable. La
retencion selectiva de los analitos se consigue por interaccion entre la superficie de las
particulas y el analito disuelto. Existen numerosas fases adsorbentes y, la eleccion de una u
otra dependera de las caracteristicas del analito que se quiera determinar (polar, apolar,
ionizable) y de la matriz (si es acuosa, organica, etc). A modo de resumen existen tres
tipos, adsorbentes de fase normal (extraccion de analitos polares en fase solida polar con

solvente de elucion apolar), adsorbentes de fase reversa (extraccion de analitos apolares en
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fase solida apolar con solvente de elucion polar) y adsorbentes de intercambio i6nico

(extraccion de analitos ionizables en base a interacciones ionicas).

La fase adsorbente mas utilizada para la extraccion de contaminantes organicos es la fase

reversa C18, esto es que la silice va enlazada al grupo octadecilo (Molino, 2008).

La técnica de extraccion en fase solida consta de cinco pasos (Figura 2):

1.

Activacion. El primer paso consiste en impregnar la fase sélida con un solvente
organico para aumentar asi la superficie y facilitar la interaccion con el analito. En
nuestro caso se hizo uso de metanol (2 ml por muestra).

Acondicionamiento. El acondicionamiento permite “alinear” la fase estacionaria
lejos de la superficie de 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. En este caso como se trata de una matriz acuosa, se
emplea como solvente agua destilada Milli Q (2 ml por muestra). La tltima fase de
acondicionamiento de la columna es hacer pasar 5 ml de soluciéon metanol — agua
Milli Q (1:1). Cualquier solvente organico residual se elimina en esta etapa,
asegurando que los analitos de interés sean retenidos en la parte superior de la

columna.

Con estos dos pasos obtenemos la columna preparada y acondicionada, a continuacion se

procede al paso de las muestras disolucion de miel por la columna.

3.

Retencion. El objetivo es retener los componentes de interés (cumafos) en la fase
adsorbente mientras que los componentes que no interesan o interferencias deben
eluirse y desecharse. El volumen y flujo del solvente que pasa por la columna se
controla mediante una valvula de la estacion de vacio. Durante el proceso la fase
solida ha de mantenerse siempre hiimeda, puesto que el secado de la misma puede
traer consigo una pérdida de muestra.

Lavado de la columna. Antes de proceder a la elucion de los analitos, interesa
eliminar los contaminantes retenidos en el adsorbente para que solo queden los
analitos de interés. Para ello se lava tres veces con 3 ml de solvente metanol: agua
(1:1) y se seca. Tras este proceso se cambian las guias del Vacuum Manifold y se
colocan unos cartuchos de sulfato de sodio anhidro de 2,5 g para eliminar la

presencia de dos fases en el extracto final, es decir, para eliminar restos de
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humedad que puedan quedar en la muestra y queden retenidos, por tanto, en el
cartucho.

5. Elucion del analito. Para ello se emplea como solvente de elucion 10 ml de hexano.
A continuacion, los extractos resultantes se someten a concentracion por sequedad
en corriente de nitrégeno ultrapuro. Finalizado esto, se reconstituyen con 1 ml de
acetonitrilo, se reparte la soluciéon en viales con tapoén de rosca mediante pipeta

Pasteur y se almacenan en congelacion a -20°C hasta su analisis por HPLC.

Figura 2: Esquema de la extraccion en fase solida (SPE) (Molino, 2008).
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1. Muestra

213. Activacion y acondicionamiento de la columna SPE
4. Introduccion de la muestra en la columna SPE

5. Lavado de la columna SPE

6. Elucion de los analitos

De forma simultdnea al andlisis de las muestras se realiza una etapa de calibracion. La
etapa de calibracion consiste en la realizacion de una recta de calibrado con patrones de
cumafos en metanol de 100, 200, y 500 ng/g con efecto matriz. Para ello se extraen 5 g de
miel exenta de residuos siguiendo el mismo protocolo de extracciéon de muestras que se
indicard posteriormente. El mililitro de extracto resultante se reparte en 9 insertos de vial
en alicuotas de 0,1 ml y estos insertos en sus respetivos viales se evaporan a sequedad en
corriente de nitrogeno con cuidado de no perder muestra ni contaminar; asi obtenemos la

matriz.
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Una vez obtenida la matriz se preparan los siguientes viales para la curva de calibracion:

- Blanco matriz: matriz + 0,1 ml metanol
- Nivel I de calibracion: matriz + 0,5 ml de patron cumafés 100 ng/g en metanol.
- Nivel II de calibracién: matriz + 0,5 ml de patrén cumafés 200 ng/g en metanol.

- Nivel III de calibracion: matriz + 0,5 ml de patrén cumafos 500 ng/g en metanol.
Finalmente, estos viales se guardan en congelacion a -20°C hasta su analisis por HPLC.

El analisis de las muestras finaliza con la identificacion y cuantificacion del compuesto de
interés mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector barrido de espectros
(DAD). Como fase moévil se emplea agua y acetonitrilo con un flujo de 1 ml/min y una
elucion en gradiente, con un gradiente inicial del 80% de acetonitrilo que alcanza el 100%
a los 12 min y disminuye nuevamente al 80% hasta el minuto 15. El volumen de inyeccion
es de 20 pl, la determinacion del cumafos se realiza a una longitud de onda 6ptima de 315

nm y el tiempo de analisis cromatografico es de 18 min.

En primer lugar, se introducen en el equipo los patrones de cumafdés en metanol
preparados para realizar la curva de calibracion y, posteriormente, los extractos de las

muestras problema.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en las seis muestras de miel analizadas fueron los reflejados en la

Tabla 5.

Tabla 5: Concentracion de cumafos en las muestras de miel analizadas.

Muestra de miel Cumafoés (ng/g)

1 26,5
2 9,1
3 12,0
4 37,0
5 8,8
6 15,2

Teniendo en cuenta que el LMR establecido por la legislacion en la Union Europea es de

100 ng/g de miel, ninguna de las muestras analizadas alcanza este valor.

De los datos encontrados en la literatura cientifica en los que se analiza la presencia de
residuos de distintos acaricidas en mieles espanolas, entre ellos el cumafés, no hay
presencia de éste (Fernandez et al., 1997) o los niveles detectados son bajos como es el
caso del estudio de Juan - Borras et al. (2016) quienes detectaron 4 pg/kg o, también en el

realizado por Gomez et al.(2012) donde encontraron 5,1 pg/kg.

En el ambito europeo, en un estudio realizado en Alemania sobre 1.000 muestras de miel,
en el 28% de ellas se detectdé cumafés pero a niveles de ng/g inferiores al maximo
permitido, 100 ng/g. Asi también, en andlisis de mieles realizados en Francia los niveles

detectados tampoco alcanzan el LMR (Fernandez et al., 2002).

Con el fin de evaluar el riesgo toxicoldgico del consumo de estas mieles derivado de la
presencia de residuos de cumafés, es necesario estimar su ingesta diaria (IDE) y

compararla con la ingesta diaria admisible (IDA).
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Durante el afio 2015, el consumo per capita de miel en Espania fue de 0,4 kg (MERCASA,
2016), lo que se traduce en una ingesta diaria de 1,1 g por persona. Por tanto, si se realiza
el célculo de la IDE considerando los resultados de concentracion de cumafos detectado en
el analisis de las seis muestras de miel y, la ingesta media diaria, se obtienen los valores
reflejados en la Tabla 6. Comparando las IDEs obtenidas con la IDA, se observa que en
todos los casos la ingesta es bastante inferior, menor del 1% del IDA, esto significa que el

riesgo toxicologico para el consumidor es muy bajo (Tabla 6).

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos en otros estudios. En uno de ellos
realizado sobre 50 muestras de miel de Espafa y Portugal (Blasco et al., 2003) se
examinaron los residuos de 42 plaguicidas (plaguicidas organoclorados, pesticidas
organofosforados y carbamatos). La mayoria de los plaguicidas encontrados fueron
organoclorados, con un 50% de gamma-hexaclorociclohexano. Sin embargo, estos y otros
estudios, tanto en Europa como en otros paises, concluyeron que la miel no contribuye
sustancialmente a la ingesta diaria admisible de plaguicidas debido a las cantidades

consumidas y los niveles de contaminacion generalmente muy bajos (Grigoryan, 2016).

Tabla 6: Valores de la estimacion de ingesta de cumafos de las diferentes mieles
analizadas (IDE) y comparacion con la ingesta diaria admisible (IDA) para un individuo

de 70 kg de peso corporal.

Consumo Comparaciéon de
Muestra de | Concentracion de diario de IDE IDA valores de IDE
miel cumafos (ng/g) miel per (ng) (ng) | frente a los valores
capita(g) de IDA (%)
1 26,5 0,03 0,16
2 9,1 0,01 0,05
3 12,0 0,01 0,07
1,1 17,5
4 37,0 0,04 0,23
5 8,8 0,01 0,05
6 15,2 0,02 0,09
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6. CONCLUSIONES

6.1. CONCLUSIONES

Primera. La revision bibliografica ha revelado la existencia de datos cientificos sobre la
presencia de cumafos en miel. Esta informacion es basica para poder realizar una adecuada
discusion de los resultados obtenidos en este estudio asi como una correcta evaluacion del

riesgo.

Segunda. Las muestras han sido analizadas segiin el método descrito detectindose la
presencia de cumafos en todas ellas, si bien la concentracion maxima detectada ha sido de
37 ng/g de miel, muy por debajo del LMR (100 ng/g) establecido para el cumafos por la

legislacion europea.

Tercera. La evaluacion toxicoldgica de las mieles analizadas en base a la IDA establecida

para este acaricida permite estimar un riesgo muy bajo a partir del consumo de esta miel.

6.2. CONCLUSIONS

First. The bibliographic review has revealed the existence of scientific data on the
presence of coumaphos in honey. This information is basic to be able to make a proper

discussion of the results obtained in this study as well as a suitable risk assessment.

Second. Samples were analyzed according to the method described, detecting the presence
of coumaphos in all of them, although the maximum level detected was 37 ng/g of honey,

far below the established MRL (100 ng/g) for the coumaphos by European legislation.

Third. The toxicological evaluation of the analyzed honeys on the basis of the established
ADI for this acaricide allows to estimate a very low risk from the consumption of this

honey.
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7. IDENTIFICACION DE LAS APORTACIONES, QUE EN MATERIA DE
APRENDIZAJE, HAN SUPUESTO LA REALIZACION DE ESTA ASIGNATURA

La realizacion de este Trabajo de Fin de Grado me ha servido para tomar contacto con un
sector de la alimentacion del cual no tenia apenas conocimientos como es el sector de la
miel. He podido adquirir conocimientos acerca del principal problema actualmente en la
apicultura para la produccion de miel, asi como los métodos disponibles para prevenirlo y
la relacion de los residuos que éstos pueden dejar en la miel con la seguridad alimentaria a

nivel de la salud del consumidor.

Ademas, me ha ayudado a familiarizarme con textos cientificos, la mayoria de ellos
escritos en lengua inglesa, aprendiendo vocabulario y esquemas de estructuracion de los

mismos.

8. EVALUACION DE LA ASIGNATURA Y SUGERENCIAS DE MEJORA

La elaboracion de un Trabajo de Fin de Grado ayuda a mejorar la capacidad de sintesis al
trabajar y recopilar informacion de distintos textos cientificos relacionados con un
determinado tema, a escribir con orden y claridad, interpretar bibliografia y, sobre todo, a

aprender de forma autébnoma acerca de un tema.

En definitiva, a nivel personal considero que es una asignatura oportuna en el plan de

estudios.
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	Segunda. Las muestras han sido analizadas según el método descrito detectándose la presencia de cumafós en todas ellas, si bien la concentración máxima detectada ha sido de 37 ng/g de miel, muy por debajo del LMR (100 ng/g) establecido para el cumafós por la legislación europea.

	Tercera. La evaluación toxicológica de las mieles analizadas en base a la IDA establecida para este acaricida permite estimar un riesgo muy bajo a partir del consumo de esta miel.
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