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V. RESUMEN

El sindrome de colapso de colmena que afecta a las abejas, principales
polinizadores de las plantas, ha escalado hasta convertirse en un problema global. El
abandono, sin causa aparente, de colmenares completos con abundancia de comida
amenaza de manera alarmante la polinizacién de cultivos. Estudios recientes relacionan
este sindrome con la utilizacion de pesticidas sistémicos denominados neonicotinoides,
los cuales, a pesar de no tener efectos letales a bajos niveles de concentracién sobre
estos insectos, si presentarian efectos negativos importantes, como por ejemplo la
disminucion en la capacidad de aprendizaje y la capacidad de forrajeo, ademas de
hacerlas méas propensas a adquirir enfermedades, lo que estaria propiciando este
fendmeno. Es por esto que la determinacién de este tipo de pesticidas, en especial
imidacloprid, por ser uno de los mas utilizados en el pais, es de suma importancia. Estos
pesticidas se han encontrado en uno de los productos producidos por las abejas: la miel.
Este es un reservorio final de compuestos y contaminantes provenientes de las abejas y
refleja su estado metabdlico y de salud. Por lo que, es posible obtener informacion
importante sobre la exposicion de las abejas a pesticidas al realizar su determinacion en
miel. Sin embargo, las metodologias comunmente utilizadas para este fin consumen
tiempo y solventes. Es por ello que el disefio de una metodologia rapida, con bajo
consumo de solventes y con un pre-tratamiento de muestra simple es deseable. La
espectroscopia de fluorescencia surge como una alternativa interesante por su
sensibilidad y bajo coste, la que ademas puede ser asociada a procedimientos de andlisis

multivariado para mejorar su selectividad.

En el presente trabajo se presenta un método para la determinacién de
imidacloprid en muestras de miel basado en la medicién de fluorescencia foto-inducida en
el tiempo; asociada a resolucion multivariada de curvas con minimos cuadrados
alternantes (MCR-ALS). Para la generacion del producto fluorescente las muestras fueron
irradiadas con luz UV a una longitud de onda de 254 nm. Como etapa previa se realizd un
tratamiento de las muestras destinado a disminuir las interferencias, el que contemplé una
extraccion liquido-liquido soportada sobre columnas de tierra de diatomeas y limpieza
mediante extraccion en fase solida sobre carbédn grafitizado. Una serie de estudios previos
sobre la induccién fotoquimica de la fluorescencia de imidacloprid en tampén y en
presencia de la matriz obtenida después de este tratamiento, llevada a cabo mediante

MCR-ALS, mostré que la formacién del producto fluorescente se produce en forma
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paralela a la ruta principal de foto-degradacion del imidacloprid. La ventaja de segundo
orden alcanzada con MCR-ALS permitié la determinacién de imidacloprid en presencia de
interferencias presentes en las muestras, las que también muestran fluorescencia nativa o
foto-inducida (compuestos fendlicos y furfurales). La recuperacién promedio para un set
de muestras de prueba contaminadas con distintas concentraciones de imidacloprid fue
de 98%, con un error relativo de prediccion del 20% El limite de deteccion fue de 0,025
ug/g, que es inferior al limite de residuos maximo permitido de imidacloprid en miel por la
legislacion en la Union Europea (0,050 ug/g). EI método se aplicé para la determinacion
de imidacloprid en muestras de miel unifloral y polifloral recolectadas directamente de los
productores, sin que se detectara presencia del pesticida. La recuperacion del compuesto

desde estas muestras contaminadas a 0,05 ug/g fue cuantitativa.
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V. SUMMARY

The colony collapse disorder that affects bees, main pollinators of plants, has escalated
into a global problem. Complete abandonment, without apparent cause, with plenty of food
apiaries it's an alarming menace to crop pollination. Recent studies link this syndrome with
the use of systemic pesticides called neonicotinoids, which, despite doesn’t have lethal
effects at low levels of concentration on these insects, presents significant negative
effects, such as decreased learning and foraging ability, also make them more susceptible
to get diseases, which would be encouraging this phenomenon. That is why the
determination of such pesticides, particularly imidacloprid, as one of the most used in the
country, it's of utmost importance. These pesticides have been found in one of the
products produced by bees: honey. This is a final reservoir of compounds and
contaminants from bees and reflects the metabolic status and health. So, it's possible
obtain important information about the exposure of bees to pesticides by doing its
determination in honey. However, the methods commonly used for this purpose are time
and solvents consuming. That is why the design of a fast methodology, with low solvent
consumption and a simple sample pre-treatment it's desirable. Fluorescence spectroscopy
emerges as an interesting alternative for their sensitivity and low cost, which also can be

associated with multivariate analysis methods to improve selectivity.

The present work shows a method for the determination of imidacloprid in honey
samples based on the photo-induced fluorescence in time; associated to multivariate curve
resolution with alternate least squares (MCR-ALS). For the generation of the fluorescent
product, the samples was irradiates with UV light to a wavelength of 254 nm. As a
preparative stage it was realized a sample treatment meant to diminish the interferences,
which comprehended a supported over diatomeaceous earth columns liquid-liquid
extraction and a cleanup through a graphitized carbon black solid phase extraction. A
series of previous studies about photochemical fluorescence induction of imidacloprid in
buffer and in presence of the matrix obtained after this treatment, performed through MCR-
ALS, showed that the formation of the fluorescent compound is produced in parallel to the
principal photo-degradation way of imidacloprid. The second-order advantage reached for
MCR-ALS allowed the determination of imidacloprid in presence of interferences contained
in the samples, which also showed native or photo-induced fluorescence (phenolic and
furfural compounds). The mean recovery for a test sample set contaminated with different
concentrations of imidacloprid was of 98%, with a relative error of prediction of 20%. The

limit of detection was of 0.025 ug/g, which is below the maximum residues limits allowed
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by the European Union legislation (0.050 ug/g) for imidacloprid in honey. The method was
applied for the determination of imidacloprid in unifloral and multifloral honey samples
collected directly from the producers, without detection of presence of the pesticide in the
samples. The recovery of the compound from these samples after contamination with

0.050 ug/g of imidacloprid, was quantitative.
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1. INTRODUCCION

Durante la ultima década se ha reportado una disminucién en las poblaciones de
abejas (Apis mellifera) a través de todo el globo, esta disminucién ha presentado sintomas
caracteristicos: la rapida pérdida de la poblacién adulta de la colonia. Es por ello que se le
ha llamado “Sindrome del colapso de colmena” o “CCD” por sus siglas en inglés de
“colony collapse disorder”. (Stokstad, 2007 [1]) Las colmenas colapsadas se caracterizan
por la rapida pérdida de la poblacién de abejas trabajadoras, sin que se constate la
presencia de individuos muertos dentro o alrededor de la colmena; la presencia de la
abeja reina junto con crias inmaduras y una alta cantidad de alimento (polen y miel)
dentro de la colmena. (vanEngelsdorp et al., 2009 [2]; Farooqui, 2013 [3]). Este fenédmeno
es preocupante, debido principalmente a que la familia de las abejas (abejas meliferas,
abejorros y abejas solitarias) son los principales polinizadores. Alrededor de un 35% de
las cosechas mundiales dependen de polinizadores (Blacquiére et al., 2012 [4]; Aizen et
al. 2009 [5]), por lo que la aparicion de este sindrome podria derivar en el declive de
diversas especies de plantas. Sin embargo, este no es un suceso reciente, existen
reportes de sucesos similares desde 1869 alrededor de todo el mundo, sin embargo estos
episodios fueron discretos y locales (Underwood, vanEngelsdorp, 2007 [6]), a diferencia

del actual, el cual es un suceso a nivel mundial.

Se han propuesto diferentes causas para el CCD, sin que hasta la fecha se haya
logrado establecer una causa en definitiva. (Ratnieks, Carreck, 2010 [7]). Una de las
causas posibles mas citadas son algunas enfermedades que afectan a las abejas, tales
como la Nosemosis, producida por el parasito microsporidio Nosema ceranae (Maini et. al,
2010 [8]) y la Varroasis, producida por el parasito Varroa destructor (Guzman-Novoa et
al., 2010 [9]). La Nosemosis es una de las enfermedades mas serias que pueden adquirir
las abejas adultas, es producida por parasitos microsporodios intracelulares. Hasta 1996,
afo en el que se descubrié una nueva especie de Nosema en abejas mieliferas asiaticas,
tan sOlo se conocia la variedad producida por Nosema aspis, la cual altera el
comportamiento de las abejas jévenes haciendo que reduzcan el cuidado de las crias y de
la reina, disminuye la cantidad y calidad de la miel y jalea real y aumentaba la retencién
de agua de las abejas afectadas, lo que les producia disenteria. Sin embargo la nueva
especie de Nosema, Nosema ceranae, no presenta el sintoma de la disenteria, haciendo

mas dificil la identificaciéon de la enfermedad. EI Nosema ceranae ha desplazado al



Nosema aspis (Martinez et al., 2012 [10]) y se ha propagado por el mundo, lo cual ha sido
reportado por distintos autores (Hgues et al. 2010 [11]; Fries, 2010 [12]; Cheng, Huang,
2010 [13]). El efecto del parésito incluye la alteracion del comportamiento del huésped, asi
como la supresion del sistema inmunoldgico del mismo para prolongar la habilidad para
reproducirse del parasito.

Otro de los factores posibles es la exposicion a pesticidas neonicotinoides, en
especial imidacloprid, distribuido en nuestro pais por Bayer S.A. a través de sus marcas
comerciales Confidor® y Gaucho®. Son antagonistas de los receptores nicotinicos de
acetilcolina en el sistema nervioso central de los insectos. Causan estimulacion nerviosa a
bajas concentraciones, mientras que altas concentraciones causan paralisis y muerte. Su
principal ventaja es su selectividad téxica, ya que enlazan de mejor manera a los
receptores nicotinicos de los insectos que a los de los vertebrados (Tomizawa, Casida,
2005 [14]). Los neonicotinoides pueden ser clasificados por su grupo quimico en tres
grupos: las N-nitroguanidinas (imidacloprid, tiametoxan, clotianidin y diniotefuran),
nitrometilenos (nitenpiram) y N-cianoamidinas (acetamiprid y tiacloprid) (Jeschke et al.,
2011 [15]). Los pesticidas neonicotinoides son insecticidas sistémicos, lo que significa que
son absorbidos por la planta protegiendo toda la cosecha. Son ampliamente aplicados
recubriendo la semilla, con lo que se logra la presencia del compuesto en toda la planta,
sin importar la parte del cultivo que es atacado por los insectos. Al usar semillas
recubiertas, se han encontrado posteriormente en los tejidos de las plantas
concentraciones que varian entre 5 a 10 ng g! , lo que es suficiente para proveer
proteccién contra plagas (Castle et al, 2005 [16]). En polen, las concentraciones varian en
un intervalo de <1 a 8,6 ng g'y de <1 a 51 ng mL* en néctar (EFSA, 2012 [17]). Al ser
aplicados directamente al suelo, se ha detectado posteriormente en intervalos que varia
de 9a 66 ngg!enpolenydela23ngmL?!en néctar (USEPA, 2012 [18]).

Se ha reportado que el valor de L50 para imidacloprid en abejas meliferas es de 5
ng por abeja (Suchail et al., 2000 [19]), por lo que, para consumir una dosis de LC50, una
abeja deberia consumir alrededor de 1 g de polen o 2,6 mL de néctar. Estudios sobre el
impacto del imidacloprid sobre las abejas en dosis realistas de campo, condiciones de
semi-campo y de laboratorio para semillas bafiadas, no mostraron efectos letales sobre
los polinizadores (Cresswell, 2011 [20]). Sin embargo, si se observan efectos no letales
como reduccidn del aprendizaje y de la capacidad de forrajeo y aumento en las
dificultades para volver a la colmena. Asi mismo, al alimentar a las larvas con dosis

pequefias de imidacloprid (<1/100 de la dosis de LC50 para una abeja adulta), se
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presentd una alta disminucion en su capacidad de aprendizaje (Yang et al., 2008 [21];
Yang et al. 2012 [22]; Han et al., 2010 [23]; Mommaerts et al. 2010 [24]; Henry et al., 2012
[25]; Colin et al., 2004 [26]).

No obstante, la hipétesis de que el CCD no tiene solamente una causa, Sino que
es una conjuncion de factores, principalmente efectos sinérgicos entre N. ceranae y
pesticidas neonicotinoides, toma cada vez mas fuerza dentro de la comunidad cientifica.
Pettis et al. (2012) demuestran que existe relacion entre la exposicion sub-letal a
imidacloprid en la colonia y la produccion de esporas de Nosema. Alaux et al. (2010 [27])
reportan que la interaccion entre imidacloprid y Nosema debilita de forma significativa a
las abejas, aumentando sus tasas de mortandad y requerimientos energéticos, mientras
que Vidau et al. (2011 [28]) observaron que la mortandad aumenta al exponer a dosis no
letales a abejas infectadas con N. ceranae. Es debido a esto que el desarrollo de
metodologias para la determinacién y cuantificacién de pesticidas neonicotinoides es de
importancia para discriminar de mejor manera el efecto que estos tienen sobre

importantes polinizadores como las abejas.

En nuestro pais estd normado el limite maximo de residuos de imidacloprid en
algunos alimentos como huevos (0,02 mg kg?), ardndanos, frutillas y uvas (5 mg kg )
(Resolucion exenta 33, Ministerio de Salud [29]). No obstante la miel no se encuentra
incluida en el listado de alimentos regulados, asi como tampoco se hace mencion dentro
de la pagina del Servicio Agricola y Ganadero del efecto que puede tener el uso de
imidacloprid y los pesticidas neonicotinoides en el ambito de la apicultura. En
comparacion, en la Unién Europea el limite maximo de residuos para imidacloprid en miel
fue fijado en 50 ug kg™ en el 2005 (Regulaciéon (EC) No. 396/2005 [30]), siendo prohibido
su uso en la Union Europea a partir del afio 2013, junto con el de tiametoxan y
clotianidina; mientras se resuelve si dichos compuestos presentan un riesgo real para la

supervivencia de abejas y abejorros (Reglamento de ejecucion UE No0.485/2013 [31]).

Es en este aspecto en que los estudios en miel, siendo un reflejo del estado
metabdlico de las abejas, adquieren gran importancia. Al ser procesada a base del polen
y néctar que recogen las abejas, es posible rastrear la exposicion de estas a pesticidas,
enfermedades y antibidticos. Empero, la miel presenta multiples dificultades para la
determinacién de este tipo de analitos, debido a su gran complejidad como matriz. A
grandes rasgos, la miel es una solucién higroscépica altamente concentrada de azucares,

con presencia de aminoacidos, proteinas, pigmentos, cenizas, &acidos organicos,



vitaminas y polen, por lo que la presencia de analitos con bajas concentraciones y la
presencia de una gran variedad de interferentes, hacen de este analisis una tarea
compleja y dificil de abordar.

Multiples metodologias se han desarrollado para la cuantificacién de pesticidas
neonicotinoides en miel, en especial imidacloprid; siendo preponderante la determinacion
por cromatografia, previa etapa de preparacion de la muestra y extraccién del analito a
cuantificar. (Garcia-Chao et al., 2010 [32]; Fidente et al., 2005 [33]; Pirard et al., 2007 [34];
Wiest et al., 2011 [35]; Tomasini et al., 2012 [36]; Jovanov et al., 2013 [37]; de Pinho et al.,
2010 [38]; Barganska et al., 2013 [39]; Tanner y Czerwenka, 2011 [40]). Bajo esta
perspectiva, el analisis de este tipo de compuestos en miel implica consumo de tiempo y
solventes, especialmente en la etapa del andlisis cromatografico. Desde este punto de
vista, métodos alternativos de cuantificacion, en especial para imidacloprid, se hacen

necesarios.

Una alternativa para la determinacién de imidaclorpid es el andlisis mediante
fluorescencia. En soluciéon acuosa, el imidacloprid no presenta fluorescencia de forma
nativa, no obstante al realizar irradiaciébn con luz UV el compuesto presenta sefial
fluorescente (Vilchez et al., 1998 [41]). Basados en esta caracteristica, se ha reportado el
andlisis de imidacloprid en aguas mediante la deteccion del foto-producto fluorescente
obtenido por la irradiacion con luz UV (Vilchez et al., 2001 [42]; Araujo et al., 2012 [43];
Lépez el al., 2007 [44]). Sin embargo, si se desea emplear la fluorescencia para el andlisis
de muestras mas complejas como la miel, donde se tiene la presencia de multiples

interferentes, se requiere una aproximacion distinta a la utilizada en muestras de agua

Un enfoque para mejorar la selectividad analitica ante esta situacion seria el uso
de las mediciones de fluorescencia de excitacion-emision (EEMs), en conjunciéon con
diferentes algoritmos quimiométricos como el analisis paralelo de factores (PARAFAC) o
minimos cuadrados parciales desdoblados acoplados a bilinearizacion residual (U-
PLS/RBL); para construir una calibracion de segundo orden. Estos métodos permiten
resolver las sefiales analiticas sin el uso de la cromatografia y obtener los espectros de
los compuestos de interés (en el caso de PARAFAC) a partir de una sefial de fondo
compleja e interferencias espectrales superpuestas, que no se incluye en el conjunto de
calibracion (conocida como la ventaja de segundo orden) (Sanchez y Kowalski, 1986
[45]). Esta caracteristica ayuda a minimizar el pre-tratamiento de la muestra que se

destina principalmente para concentrar el analito y disminuir el limite de deteccion.



Para imidacloprid no hay reportes disponibles sobre la determinacion de miel
mediante espectroscopia de fluorescencia acoplada a calibracién multivariada, por lo que
este proyecto propone desarrollar los métodos analiticos para determinar este analito en
muestras de miel utilizando espectroscopia de fluorescencia total inducida foto-
guimicamente, asociada a calibracion multivariada de segundo orden, aplicando los
algoritmos que permitan manejar mejor los datos de segundo orden obtenidos
(PARAFAC; U-PLS/RBL o resolucion multivariada de curvas con minimos cuadrados
alternantes MCR-ALS). Se propone el uso extraccion en fase sélida sobre diferentes

adsorbentes como tratamiento de la muestras.



1.1 Hipotesis

Tratamiento de extraccidén en fase sélida puede acoplarse a fluorescencia inducida
foto-quimicamente asociada a calibracion multivariada de segundo orden, para desarrollar
un método analitico rapido, sencillo y sensible que permita determinar imidacloprid en miel

de abejas en presencia de potenciales interferentes.
2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Desarrollar y validar un método analitico para determinar imidacloprid en miel utilizando
fluorescencia inducida foto-quimicamente (PIF) asociada a calibracion multivariada de

segundo orden para el andlisis de datos de tres vias.

2.2 Objetivos especificos

1.-Evaluar la extraccion en fase soélida como método para extraer imidacloprid desde

muestras de miel.

2.-Estudiar y optimizar las condiciones para inducir la fluorescencia de imidacloprid en
extractos obtenidos luego de aplicar extraccion en fase soélida a muestras de miel

fortificadas con el analito.

3.-Evaluar el uso de los perfiles de datos de segundo orden asociados a calibracion

multivariada de segundo orden para determinar imidacloprid en muestras de miel.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras, solventes y reactivos

Acetonitrilo, para cromatografia. Merck

Diclorometano, para cromatografia. Merck

N-Hexano, para cromatografia. Merck

Amoniaco, 32% Extra puro. Merck.

Agua des ionizada.

Imidacloprid Pestanal®, estandar analitico 99,99%. Sigma-Aldrich.

Solucién tampén fosfato, pH 11,5.

3.2 Equipos menores y material de laboratorio

Micropipeta 100-1000 pL. Modelo BioPette Plus. Labnet.

Micropipeta 20-200 uL. Modelo BioPette Plus. Labnet.

Micropipeta 100 pL. Micro Pipette Controller. Brand.

Balanza de precision. Modelo 4000C. Precisa Instruments AG.

Balanza analitica. Modelo 40SM-200 A. Precisa Instruments AG.

Agitador vortex. Modelo ZX3. Velp Scientifica.

Evaporador rotatorio. Modelo WB2000/VV2000. Heindolph.

Bomba de vacio. Modelo 7530-65. Cole Palmer Instrument Company.

Columnas SLE de tierra de diatomeas HM-N, 5 mL vol. Isolute.

Columnas de intercambio cationico-fase inversa MAX™. Oasis.

Columnas de intercambio anionico-fase inversa MCX™. Oasis.

Columnas Supeclean™ Envi™-Carb, 0,5 g 6 mL. Supelco.

Celdas para fluorescencia. Modelo 28-F 700uL PL 10. Starma Scientific Ltda.
Lampara UV Vilbert-Lourmat (Francia). Modelo VL-115-G. Tubo 15W con linea
espectral a 254 nm.

Cronometro Hanhart Amigo DNGM 716 145 %2 s.

Capilares desechables de vidrio de 100 pL.Blaubrand Intramak (Wertheim,
Alemania).

Celda de pasta de hematocrito.

Material de vidrio.



3.3 Equipos mayores
e Espectrofotémetro de fluorescencia Varian Cary Eclipse. Agilent Technologies.
Serie F11101M 002.
e Espectrofotémetro UV-Vis. Cary 8454. Agilent Technologies. Serie M4-14150008,
equipado con lampara de tungsteno y deuterio, para barrido en rango visible y UV,

respectivamente.

3.4 Software
e Cary Eclipse Scan Application Fluo®. Version 1.1(132)
e UV-Vis Chemstation®. Version B.05.02 [15]
o Matlab®. Version 7.6.0.324 (r2008a).

e The Unscrambler®. Version 9.7.
3.6 Métodos
3.6.1 Métodos quimiométricos de calibracién de segundo grado

3.6.1.1 Datos de segundo orden

Los datos de segundo orden [46—48] comprenden una matriz bidimensional de
datos J x K (J corresponde al modo instrumental 1, por ejemplo longitud de onda de
excitacion; K al modo instrumental 2, por ejemplo longitud de onda de emisién).
Repitiendo este proceso para | muestras, podemos obtener una matriz tridimensional J x
K x I, donde | corresponde al nUmero de muestras. Si la forma de los espectros de J y K
permanece sin variacion en todo el intervalo de concentraciones, variando solamente la
intensidad en cada muestra |, entonces se puede considerar que los datos son trilineares

y se pueden ordenar en una formacién de datos de tres vias.

Los modelos trilineales son la base de los algoritmos de descomposicion,
obteniéndose mediante ellos las “matrices loadings” que contienen toda la informacién
espectral, la cual es proporcional a los perfiles instrumentales de cada constituyente puro
(ejemplo: espectros de excitacion y emisidon puros), asi como la “matriz score” cuyo
contenido es proporcional a la concentraciéon del constituyente puro. Resumiendo, la
generacion de la curva de calibrado se realiza con muestras que solamente contienen los
constituyentes que desean ser calibrados variando la concentracion de los mismos,
manteniéndose constantes las matrices de “loadings”, mientras que la matriz de “scores”

varia de forma proporcional a la concentracion del constituyente puro. Esto implica que,



una vez obtenida la calibracién para los componentes de interés, todos los constituyentes
inesperados y no calibrados que se presentan en muestras reales, pueden ser

modelados y matematicamente removidos.

3.6.1.2 Andlisis paralelo de factores (PARAFAC)

El modelo PARAFAC [49-51] esta basado en la ecuacion 1
N
Xijk - Z AinBankn + Eijk (1)
n=1

Donde Ai, representa la concentracion relativa (matriz score) de un constituyente n
en la muestra i, Bjs y Cwn Son las intensidades de ambos modos instrumentales (matrices
loadings) y Eijx colecta los errores de ajuste. La sumatoria implica que las sefales de los

constituyentes son aditivas como se representa en la figura 1.
Este modelo utiliza la ecuacion 1 en su forma matricial
X=BxAxXCT+E (2)
Utilizando el producto de Khatri-Rao puede ser reescrita como:
XUXJK) = AC|® |B)T + EUXJK) 3)
La cual puede ser expresada como una matriz simple:
X=ABT +E (4)

A esta matriz simple se le realiza minimizacion, generalmente mediante minimos
cuadrados alternados (ALS), en donde se obtienen las matrices loadings B y C, que son
comunes a todas las muestras, y la matriz scores Z;, para cada muestra. Esta matriz Z;
contiene en su diagonal las concentraciones relativas de la muestra, la cual es

transformada en una fila de la matriz A.

Finalmente la informacion provista por los scores de los constituyentes es utilizada
para construir un calibrado de pseudo orden cero entre estos y la concentracion de los
analitos en las muestras de calibrado, calculandose la concentracion de la muestra
desconocida por la interpolacion de los scores de la muestra desconocida en la matriz Ay

los scores de la curva ajustada.



Test _—

Calibracion

!

Perfiles para cada Concentracién
componente en _ - relativa para

los dos modos K cada componente
(loadings) (scores)

Ordenamiento de datos
de tres vias

Figura 1: Representacién esquematica de obtencién de loadings y scores mediante
la utilizacién de PARAFAC.

La principal ventaja de este método es que, mediante restricciones adecuadas
como la de generar espectros no negativos, se obtiene un Unico set de matrices A, By C
que satisfacen el modelo, correspondiente a una solucion que tiene significado fisico. En
contrapartida, el modelo requiere que los datos sean completamente ftrilineales,
obteniéndose resultados no satisfactorios al verse sometido a datos con pérdida de

trilinealidad.

3.6.1.3 Resolucion multivariada de curvas asociada a minimos cuadrados
alternados (MCR-ALS)

En el modelo MCR-ALS [52-54] se utiliza un modelo bilineal de la matriz X,
formando una nueva matriz aumentada (Daum ) @ partir de la expansion de la matriz Xix la
cual puede ser realizada en cualquiera de los dos modos instrumentales, tal como se

puede observar en la figura 2.
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Xijk

j Daum
en modo

espectral
j-

Daum en modo espectral k.

Figura 2: Representacion esquematica de expansién de la matriz Xijk en matriz Daum
en los distintos modos espectrales.

La matriz Daum se descompone en dos matrices, C correspondiente al modo
instrumental 1 (habitualmente de concentracién) y ST que contiene toda la informacién
espectral del modo instrumental 2, donde E corresponde a la matriz de los residuos no
explicados por las especies quimicas en Cy ST (Ecuacion 5y Figura 3)

Dgym = CST+E (5)

Informacion mezclada Informacion de los componentes puros

ST

EEN

Senales puras

— B
}
AR

Perfiles de
concentracion

DEI.JI‘I'I

Figura 3: Descomposicion matricial de la matriz Daum en la matriz C y ST que
contienen la informacién de los componentes puros.
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El método se inicializa realizando la estimacion de los componentes mediante el
andlisis de componentes principales (PCA), para luego hacer una estimacion inicial de la
matriz C mediante analisis factorial exploratorio (EFA) o el algoritmo SIMPLISMA (Andlisis
Interactivo Auto-modelado de Mezclas Sencillo de Usar) y posteriormente la minimizacién
del residuo mediante minimos cuadrados alternados (ALS) (Ecuacion 6)

D =cCST
ST =C*D
Cear = DS™* (6)
Deqi = Cean STcal
Do Dcal

Donde C*y S™ son las pseudo inversas de C y ST respectivamente. Como se muestra en
la ecuacién 6, el proceso se realiza hasta lograr convergencia entre la matriz D y la matriz
Dcal.

Debido a que el modelo es bilineal, las matrices pueden presentar ambigiiedad
rotacional, obteniéndose resultados que cumplen con el modelo, pero no tienen
significado fisico. Para evitar esto, al realizar la minimizacién por ALS, es posible aplicar
restricciones a las matrices calculadas, tales como no negatividad, clausura o
unimodalidad, lo que permite obtener resultados con significado fisico como en
PARAFAC.

La principal ventaja de MCR-ALS es que al transformar la matriz tridimensional en
un arreglo bilineal, permite suplir perdidas en la trilinealidad de los datos al realizar el
aumento de la matriz D en el modo instrumental en el que se percibe la perdida de la

trilinealidad, siendo un algoritmo mas permisivo que PARAFAC.

3.6.1.4 Minimos cuadrados parciales desdoblados con bilinearizacion residual
(UPLS-RBL)

En el modelo UPL-RBL [55-57] se realiza el arreglo matricial de la matriz X en
vectores en vez de en matrices, como se realiza en MCR-ALS. Para ello la matriz de cada
muestra es desdoblada y convertida en un Gnico vector, cada vector obtenido se acopla
con los demas hasta obtener nuevamente una matriz, como se puede observar en la
figura 4.
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Figura 4: Representacion esquemaética de la vectorizacién de la matriz Xijk.

Sobre esta matriz (X’) se realiza una descomposicién para obtener los scores (T),
relacionados con la concentracion del analito, y loadings (P). Posteriormente se realiza el

calibrado entre T y la concentracién y, como se indica en las ecuaciones 7 y 8:
X' =TPT+E (N
Yn=Tv, te )]

Sin embargo este algoritmo no presenta la ventaja de segundo orden. Ello implica
que si hay constituyentes inesperados en X, las puntuaciones de la muestra dada por la
ecuacién 2 son inadecuadas para la prediccion del analito. Para evitar este inconveniente,
es posible combinar U-PLS con bilinearizacion residual, U-PLS/RBL, procedimiento
posterior a la calibracion que se basa en el analisis de componentes principales para

modelar la presencia de componentes inesperados en una muestra.

La para ello la matriz de datos que contiene constituyentes no calibrados (Xu) es

vectorizada [vec(Xu)] y expresada de la siguiente forma (Ecuacion 9).
vec(Xu) = Pty + [BynxGunx (Cunx)T] + erpL €C))

Donde, eraL €s el error residual de RBL y Bunx, Gunx, y Cunx son obtenidos a patrtir del
PCA de una matriz residual obtenida luego de reformular el vector ers. calculado,
asumiendo que las interferencias estan ausentes como se indica en la siguiente ecuacion

(Ecuacion 10)
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BunxGunx (Cunx)" = SDV{reshape[vec(Xu) — Pt,]} (10)

Donde “reshape” es la operacién inversa a la vectorizacién, convirtiendo el vector JKx1 en
la matriz JxK. La operacién SVD es aplicada utilizando el primer componente principal

Nunx, donde Nunx€s el nUmero de componentes inesperados en la muestra.

La bilinearizacion residual consiste en mantener constante la matriz de loadings P
de la ecuacion 9 y variar t, con el objeto de minimizar e, donde la desviacion estandar
(SreL) es considerada como una medida de la bondad del ajuste, asumiendo que Sge. S€
estabiliza a un valor comparable con el ruido instrumental cuando se encuentra el valor
correcto de Nunx La figura 5 muestra un esquema del procedimiento seguido en
UPLS/RBL.

calibracién de prueba
éNecesita
Seiales desdobladas

RBLZ
Modelo de
calibracion U-PLS

Concentraciones
de calibracion

No

Resultados
pruebas

oncentraciol
de
nalito

Figura 5: Representacion esquemaética de procedimiento de U-PLS/RBL

3.6.2 Estudio del efecto del tiempo de irradiacién sobre la induccion fotoquimica de

fluorescencia de imidacloprid.

Se prepar6 una solucion de imidacloprid 5 pg/mL en tampon fosfato/acetonitrilo en
proporcion 4:1. Aproximadamente 2,5 ml de esta solucién se pusieron en una celda de
cuarzo estandar de 1 cm de paso Optico, la que se sometié a irradiacion desde 0 a 90
segundos, utilizando una ldmpara Vilbert Lourmat (Francia, modelo VL-115.G) que opera
un tubo de 15 W a 254 nm (modelo T-15.C). Una caja con un revestimiento interno de
aluminio que permite una reflexion méaxima de la luz UV fue colocado sobre la lampara.
Debido al corto tiempo de irradiacion aplicada a las muestras no fue necesario usar
ningun dispositivo de enfriamiento y todos los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente. Luego se obtuvo el espectro UV-Vis de la solucion irradiada entre 200 y 500 nm
cada 1 nm. El procedimiento se repitié con una solucién de imidacloprid de 0,25 pg/mL

para obtener los espectros de fluorescencia clasica entre 365 y 650 nm cada 2 nm a una
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excitacion de 355 nm, utilizando slit de excitacién y emision de 10 nm y un voltaje de 680

V en el fotomultiplicador.

Para el estudio en presencia de la matriz miel se registraron los espectros UV-vis
en un mismo extracto obtenido después del tratamiento de la muestra al que se le agreg6
imidacloprid a 7,5 pg/mL y se sometié al siguiente procedimiento: Se aspiraron 100 pL
con un capilar de vidrio desechable enrasado al mismo volumen (Brand, Wertheim,
Alemania) empleando una micropipeta. Posteriormente el capilar fue sellado con cera de
hematocrito en un extremo y parafilm en el otro, luego se sometié a irradiacion con luz de
lampara UV a 254 nm desde 0 a 90 segundos. La solucion irradiada se pasé a una celda
de cuarzo de 100 pL y se obtuvo su espectro UV-Vis entre 200 y 500 nm cada 1 nm. El
procedimiento se repitié con una solucién de imidacloprid de 0,25 ug/mL para obtener los
espectros de fluorescencia clasica entre 365 y 650 nm cada 2 nm, a una excitacion de
355 nm, utilizando slit de excitacion y emisién de 10 nm y un voltaje de 680 V en el

fotomultiplicador.

Los espectros se guardaron en formato ASCIl y fueron transferidos a un
computador personal para su manipulacion. Mediante el software The Unscrambler® se
generod una estructura de datos de dos vias al apilar los espectros registrados en funcion
del tiempo de irradiacion y se realizd una correccion de desplazamiento de linea base (el
punto mas bajo en el espectro se resta de todas las variables) de modo que cualquier
desplazamiento vertical fue eliminado. Para los espectros de fluorescencia clasica se
realizd un suavizado de las sefiales mediante filtro de Savitzky-Golay, con polinomio de
orden 1 con ventana de 5 datos. El algoritmo MCR-ALS se implementé para analizar
estos datos utilizando la interfaz grafica de MCR (MCR-ALS GUI 2.0) [58]. Posteriormente
todos los célculos quimiométricos y las rutinas fueron implementados en Matlab® v.7.6
(Mathworks, Natwick, MA). EI namero de componentes se obtuvo por PCA con
descomposicion de valores singulares, la inicializacion se realiz6 mediante el método de
deteccién de variables puras (SIMPLISMA), direccién de espectros y un ruido permitido
del 5%. Se utilizaron las restricciones de no-negatividad en ambos modos y de clausura al
100%.
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3.6.3 Calibracion de segundo orden utilizando fluorescencia de excitacion-emision
foto-inducida (PIF-EEM)

Se prepardé un set de calibracibn en solucion tampén fosfato/acetonitrilo en
proporcion 4:1. Las concentraciones utilizadas fueron 0; 0,020; 0,030; 0,040; 0,050; 0,100;
0,150; 0,200; 0,250 y 0,300 pg/mL. Se tomaron 700 pL y se traspasaron a una celda de
cuarzo de 700 pL. La celda fue irradiada con luz UV a 254 nm con lampara de mercurio
por 25 segundos. Inmediatamente posterior a la irradiacién se obtuvo el perfil excitacion-
emision de fluorescencia, realizando barrido de excitacion desde 220 hasta 400 nm cada
5 nm, y obteniendo los perfiles de emisién desde 324 hasta 550 nm cada 2 nm. La
obtencion de los perfiles se realiz6 con slit de excitaciébn de 10 nm, slit de emisién de 20

nm, voltaje de fotomultiplicador de 600 V.

Utilizando la interfaz grafica MVC2 [59] en Matlab® en el modo UPLS-RBL (0 RBL)
se obtuvo el numero de componentes del calibrado mediante la suma de cuadrados de
error de prediccion en funcion del numero de componentes (validacion cruzada);
siguiendo el criterio de Haaland [60]. Se obtuvo asi mismo el error cuadrado medio de la
validacién cruzada (RMSEcv), el error cuadrado medio de calibracion (RMSEC), el error
relativo de calibracién (EC%), el error relativo de calibracion cruzada (ECv%), la regresion

entre los valores nominales y los valores predichos y el limite de deteccién calculado.
3.6.4 Tratamiento de muestras de miel

3.6.4.1 SPE sobre columnas de intercambio anidnico y catiénico (MAX y MCX)

Se prepararon 5 mL de solucion acuosa con 0,25 ug de imidacloprid, la cual fue
cargada en columnas MAX o MCX previamente acondicionadas con 3 mL de MetOH y
luego con 3 mL de agua desionizada. Una vez cargadas se llevaron las columnas a
sequedad haciendo vacio. La elucién se realiz6 con 10 mL del eluyente correspondiente.
Las soluciones de carga y elucién se muestran en la tabla 1. El eluido se llevé a sequedad
en evaporador rotatorio y se reconstituyd en 1 mL de solucion tampén fosfato pH
11,5/acetonitrilo en proporcién 4:1. Se tomaron 700 pL de esta solucion, se traspasaron a
una celda de cuarzo de 700 pL y se irradié con luz UV a 254 nm con la lampara de
mercurio por 25 segundos. La obtencién del perfil de excitacion-emision se realizé bajo las

mismas condiciones utilizadas en 3.6.3.
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Tabla 1: Soluciones de carga y elucion para tratamiento sobre columnas de
intercambio anidonico y catiénico. CA: Carga acida; CN: Carga neutra; CB: carga
béasica; EN: Elucion neutra; EA: Elucion acida; EB: Elucion basica.

Cdédigo Medio de carga Elucion
CA-EN HsPO. 4% pH 2 MetOH
CA-EN-EB H3PO4 4% pH 2 MetOH/NH3 5%
CN Tampon Fosfato pH 7,5 MetOH

CN-EB Tampon Fosfato pH 7,5 MetOH/NH3; 5%
CN-EA Tampoén Fosfato pH 7,5 MetOH

CB-EN NHs 5% pH 10 MetOH
CB-EN-EA NHs 5% pH 10 MetOH/NH3 5%

Posteriormente se prepararon soluciones de miel (1g) con imidacloprid (0,25 ug)
tanto en NHs; 5%, como de tampdn fosfato pH 7,5, se tomaron 5 mL de dichas soluciones
y se fortificaron con 0,25 pg de imidacloprid. Las soluciones fueron cargadas en columnas
MAX o MCX previamente acondicionadas con 3 mL de MetOH y luego con 3 mL de agua
desionizada. Una vez cargadas se llevaron las columnas a sequedad haciendo vacio. La
eluciéon se realiz6 con 10 mL del metanol. Los eluidos se llevaron a sequedad en
evaporador rotatorio a 60 °C y 90 RPM y se reconstituyeron en 1 mL de solucion tampén
fosfato pH 11,5/acetonitrilo en proporciéon 4:1. Se tomaron 700 uL de cada una y se
traspasaron a celdas de cuarzo de 700 pL. Las celdas fueron irradiadas con luz UV a 254
nm con lampara de mercurio por 25 segundos. La obtencién del perfil de excitacion-

emision se realizé bajo las mismas condiciones utilizadas en 3.6.3.
3.6.4.2 Particion liquido-liquido

Se prepar6 5 mL de solucion de miel (1g) con imidacloprid (0,25 pug) en NHsz 5% la
cual se traspaso a tubo de centrifuga de 15 mL, se agregaron 5 mL de diclorometano, se
agitd en vortex por 1 minuto y se centrifugd por 5 minutos a 3500 RPM. La fase organica
se retiré mediante pipeta Pasteur, se evapord a sequedad en evaporador rotatorio a 60 °C

y 90 RPM y se reconstituyé en 1 mL de solucion tampon fosfato pH 11,5/acetonitrilo en
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proporcion 4:1 respectivamente. Se tomaron 700 pL y se traspasaron a celda de cuarzo
de 700 pL. La celda fue irradiada con luz UV a 254 nm con lampara de mercurio por 25
segundos. La obtencién del perfil de excitacion-emision se realizd6 bajo las mismas

condiciones utilizadas en 3.6.3.
3.6.4.3 Particion liguido-liguido soportada en tierra de diatomeas

Se prepararon 5 mL de una solucién de miel (1g) con imidacloprid (0,25 pg) en
NH3 al 5%, la solucion fue agitada en vortex por 30 segundos a 40 Hz para propiciar la
completa disolucion de la miel. La solucion fue cargada en columnas de tierra de
diatomeas para 5 ml, se dejo un tiempo de contacto de 20 minutos, posteriormente se
eluyé con 6 mL de diclorometano. El eluido se evaporé a sequedad en evaporador
rotatorio a 60 °C y 90 RPM y se reconstituyé en 1 mL de solucién tampén fosfato pH
11,5/acetonitrilo en proporcién 4:1 respectivamente. Se tomaron 700 uL y se traspasaron
a celda de cuarzo de 700 pL. La celda fue irradiada con luz UV a 254 nm con lampara de
mercurio por 25 segundos. La obtencion del perfil de excitacion-emision se realiz6 bajo las

mismas condiciones utilizadas en 3.6.3.
3.6.4.4 Particion liquido-liquido soportada en tierra de diatomeas y SPE sobre GCB

Se procedid como fue indicado en la seccion anterior. Luego de evaporar a
sequedad el residuo fue reconstituido en 2 mL de solucién DCM/HEX 1:1. La solucién fue
cargada en columna de GCB previamente acondicionadas con 6 mL de
diclorometano/hexano 1:1 y se eluyd con diclorometano hasta obtener 6 mL de eluido.
Este se evapor6 a sequedad en evaporador rotatorio a 60 °C y 90 RPM y se reconstituy6
en 1 mL de solucion tampén fosfato pH 11,5/acetonitriio en proporcion 4:1
respectivamente. Se tomaron 700 UL y se traspasoé a celda de cuarzo de 700 uL. La celda
fue irradiada con luz UV a 254 nm con lampara de mercurio por 25 segundos.
Inmediatamente posterior a la irradiacion se obtuvo el perfil excitacion-emision de
fluorescencia, realizando barrido de excitacion desde 220 hasta 400 nm cada 5 nm, y
obteniendo los perfiles de emision desde 324 hasta 550 nm cada 2 nm. La obtencién de
los perfiles se realizé con slit de excitacion de 10 nm, slit de emisién de 20 nm, voltaje de

fotomultiplicador de 680 V.
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3.6.5 Calibracion de segundo orden para fluorescencia cléasica-tiempo

Se prepardé un set de calibraciébn en solucion tampén fosfato/acetonitrilo en
proporcion 4:1. Las concentraciones utilizadas fueron 0; 0,025; 0,050; 0,075; 0,100; 0,125;
0,150; 0,175; 0,200 y 0,250 pg/mL. Se tomaron 700 uL de cada solucién y se traspasaron
a celdas de cuarzo de 700 pL. Cada celda por separado se sometié a irradiacion con luz
UV a 254 nm con lAmpara de mercurio por tiempos acumulativos de 0, 10, 5, 5, 5, 5, 10,
20 y 30 segundos, obteniéndose inmediatamente tras cada irradiacion sus perfiles de
emision de fluorescencia a una excitacion de 355 nm, con ello se obtuvo el espectro de
fluorescencia a tiempos de 0, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 60 y 90 segundos de irradiacion. Los
datos obtenidos se trataron con el software The Unscrambler® de la manera analoga a
3.6.2.

Utilizando la interfaz gréafica de Matlab® MVC2 [59] en el modo UPLS-RBL (0 RBL)
se obtuvo el nimero de componentes del calibrado mediante la suma de cuadrados de
error de prediccibn en funcion del niamero de componentes (calibracién cruzada)
siguiendo el criterio de Haaland [60]. Se obtuvo asi mismo el error cuadrado medio de la
validacién cruzada (RMSEcv), el error cuadrado medio de calibracion (RMSEC), el error
relativo de calibracién (EC%), el error relativo de calibracion cruzada (ECv%), la regresion

entre los valores nominales y los valores predichos y el limite de deteccién calculado.

3.6.6 Evaluacién de recuperacion patrones

Se fortificaron 3 soluciones de 5 mL de NHs; 5% con 0,05, 0,10 y 0,20 ug de
imidacloprid y se sometieron al tratamiento de particion liquido-liquido soportada en tierra
de diatomeas y SPE sobre GCB (seccion 3.6.4.4). Se tomaron 700 pL de cada solucién y
se traspasaron a celdas de cuarzo de 700 pL. Cada celda por separado se someti6 a
irradiacion con luz UV a 254 nm con ldmpara de mercurio por tiempos acumulativos
analogos a los tiempos utilizados en la curva de calibracion de segundo orden para
fluorescencia clasica-tiempo (seccion 3.6.5). Los datos obtenidos se trataron con el
software The Unscrambler® de la manera analoga a 3.6.2. Utilizando la interfaz grafica de
Matlab® MVC2 [59] en el modo MCR-ALS se obtuvo el nUmero de componentes y se
realizé la prediccién de las concentraciones de las muestras utilizando deteccion de
variables puras con 10% de ruido permitido con extension de la matriz en el sentido de las

columnas (tiempo irradiacion) y restriccion de no negatividad en ambos modos.
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3.6.7 Andlisis set de validacion

Se prepararon 6 soluciones de 5 mL de miel (1g) en NHs 5% con distintas mieles
disponibles en el laboratorio y se sometieron al tratamiento descrito en 3.6.4.4. Los
eluidos fueron fortificados con 0,030; 0,045; 0,060; 0,080; 0,110 y 0,135 pg de
imidacloprid. El proceso de irradiacion fue anélogo al utilizado en 3.6.5 y el tratamiento de
datos utilizado fue el descrito en 3.6.2. Utilizando la interfaz gréfica de Matlab® MVC2 en
el modo MCR-ALS se obtuvo el nimero de componentes y se realizé la prediccion de las
concentraciones de las muestras utilizando deteccion de variables puras con 10% de
ruido permitido con extension de la matriz en el sentido de las columnas (tiempo de
irradiacién) y restriccion de no negatividad en ambos modos. Se obtuvo la recuperacion
promedio, el error cuadrado medio de prediccion (RMSEP), el error relativo de prediccion

(REP%), sensibilidad analitica (y™) y limite de deteccidn.
3.6.8 Andlisis set de prueba

Se prepararon 6 soluciones 5 mL de miel (1g) en NHs; 5% las cuales fueron
fortificadas con 0,030; 0,040; 0,070; 0,080; 0,090 0,110 y 0,120 ug de imidacloprid antes
del tratamiento de muestra. Las mieles usadas fueron distintas a las utilizadas en el set de
validacién. Posteriormente fueron sometidas al tratamiento descrito en 3.6.4.4. El proceso
de irradiacion fue analogo al utilizado en 3.6.5 y el tratamiento de datos utilizado fue el
descrito en 3.6.2. Utilizando la interfaz grafica de Matlab® MVC2 [59] en el modo MCR-
ALS se obtuvo el nimero de componentes y se realizd6 la prediccion de las
concentraciones de las muestras utilizando deteccién de variables puras con 10% de
ruido permitido con extension de la matriz en el sentido de las columnas (tiempo de
irradiacion) y restriccion de no negatividad en ambos modos. Se obtuvo la recuperacion
promedio, el error cuadrado medio de prediccion (RMSEP), el error relativo de prediccién

(REP%), sensibilidad analitica (y™) y limite de deteccion.
3.6.9 Muestras reales

Se prepararon 3 soluciones de 5 mL de miel (1g) en NH3; 5%. Se utilizaron 3 mieles
artesanales distintas, dos homoflorales (ulmo y quillay) y una multifloral. Cada una se
sometié al tratamiento descrito en 3.6.4.4. El proceso de irradiacion fue anélogo al
descrito en 3.6.5 y el tratamiento de datos utilizado fue el descrito en 3.6.2. Utilizando la
interfaz gréfica de Matlab® MVC2 [59] en el modo MCR-ALS se obtuvo el nimero de

componentes y se realizé la prediccion de las concentraciones en las muestras utilizando
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deteccién de variables puras con 10% de ruido permitido con extension de la matriz en el
sentido de las columnas (tiempo de irradiacion) y restriccion de no negatividad en ambos
modos.

Utilizando las mismas mieles, se prepararon 3 soluciones de 5 mL de miel (1g) en
NHs 5% por duplicado las cuales fueron fortificadas con 0,050 ug de imidacloprid. El

tratamiento utilizado fue el mismo descrito para las muestras no fortificadas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Induccion fotoquimica de fluorescencia de imidacloprid

En solucién acuosa, el imidacloprid no presenta fluorescencia de forma nativa, no
obstante al irradiarlo en medio basico con luz UV a 254 nm se genera un foto-producto
que presentd una sefal fluorescente con un maximo de emision a 410 nm y de excitacién
a 355 nm. En la Figura 6A se presenta un espectro de fluorescencia de excitacidon-emision
obtenido para una solucién de imidacloprid a 0,05 ug/ml en medio basico. El foto-producto
formado corresponderia a 1-(6-cloro-3-piridimetil)-2-(hidroximino)-3,4-
didehidroimidazolieno, aislado e identificado por Vilchez y colaboradores (1998) [41], cuya
estructura se presenta en la figura 6B. Cabe mencionar que estos autores, a diferencia de
lo observado en este trabajo, describen los méximos de emision y excitacion a 334 y 377

nm, respectivamente.
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Figura 6: A) Espectro de fluorescencia de excitacion-emisiéon de imidacloprid 0,05
pg/mL, en buffer fosfato 0,01 M pH 11,5, luego de 25 segundos de irradiacion a 245
nm. B) Estructura del probable fotoproducto fluorescente de imidacloprid: 1-(6-cloro-
3-piridimetil)-2-(hidroximino)-3,4-didehidroimidazolieno (b en la figura).

En general los espectros de excitacién-emision como los aqui obtenidos presentan
trilinealidad [61]; es decir sélo cambia su intensidad, mas no su forma con un cambio en la
concentracion del compuesto; siendo adecuados para usarse en la construccion de un
calibrado de segundo orden empleando algoritmos como PARAFAC, U-PLS o MCR,

aunque en estos dos ultimos casos la trilinealidad no sea estrictamente necesaria.
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Dado que la formacién del foto-producto depende del tiempo de irradiacién, se
realizaron una serie de estudios para evaluar este aspecto. Se registraron los espectros
de fluorescencia entre 360 y 650 nm (Aexc 355) y de absorcion entre 220 y 500 nm, y
luego de irradiar a 254 nm una solucién de imidacloprid a 5 ug/ml en buffer fosfato, desde
0 a 90 u 80 segundos. En la figura 7 se presentan los resultados.
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Figura 7: A) Espectros UV-vis de una solucién de 5 ug/ml de imidacloprid en medio
tampo6n de fosfato 0,01 M, ph 11,5 / acetonitrilo (80:20) después irradiacion durante
0-80s. B) Variacion del maximo de absorbancia a medida que aumenta el tiempo de
irradiacion a longitud de onda caracteristica de imidacloprid (270 nm) y a aumento de
sefial de absorbancia (350 nm). C) Espectros de fluorescencia (350 nm Aexc) de una
solucién de 0,25 ug/ml de imidacloprid en tampon de fosfato 0,01 M, ph 11,5 /
acetonitrilo (80:20) obtenido después de irradiacion a 254 nm durante 5-90 s. A)
Variacién de la intensidad de fluorescencia a medida que aumenta el tiempo de
irradiacién a 350 nm Aexc.

En la figura 7A, se observa un incremento sostenido en la fluorescencia hasta los
25 segundos de irradiacion, correspondiente a la formacion del producto fluorescente, y a
continuacion una disminucion en la sefial debido a la fotodegradacion del mismo. Por otra
parte como se observa en la figura 2B, el imidacoprid poseen una absorbancia

caracteristica a 270 nm, la que mostrd una disminucién continua a medida que aumenta el
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tiempo de irradiacion, asi como el aumento de la absorbancia con un maximo alrededor
de 350 nm. Estos cambios en los espectros de absorbancia de imidacloprid se pueden
atribuir a la conversion a sus productos de degradacion. Para visualizar la formacion de
estos productos en el tiempo se recurrid al andlisis de los espectros de absorbancia
mediante MCR-ALS, cuyo uso se describe en la 3.6.1.3. Al analizar los datos usando las
restricciones de no-negatividad (concentraciones y espectros de los componentes deben
ser positivos) y de cierre (balance de masa debe mantenerse durante el proceso cinético)
[52] , MCR mostro la presencia de 4 especies (componentes) y su comportamiento frente
a los tiempos crecientes de irradiacion (% carencia de ajuste=4,07%).
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Figura 8: Perfiles calculados mediante MCR-ALS para cuatro componentes obtenidos
con el analisis de los espectros UV-vis de soluciones de imidacloprid irradiadas a
254 nm desde 0 a 80 segundos A) concentraciones; B) espectros UV-vis puros.
Componentes: 1 (azul), 2 (verde), 3(rojo) y 4 (cyan).

Considerando los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio (Cid
2014 [62]), los trabajos reportados sobre la degradacion y foto-degradacion de
imidacloprid en medio acuoso por Moza y col., 1998 [63] ; Zheng y Liu 1999 [64] ; Redlich
y col., 2007 [65]; Ding y col., 2011 [66] y no acuoso por Schippers y Schwack 2008 [67] y
la modificacion de fluorescencia en funcion del tiempo de irradiacion observado en este
estudio (Figura 7A); se puede realizar el siguiente analisis de los resultados obtenidos
mediante MCR. En los perfiles de concentracion obtenidos se observa que durante los
primeros 15 segundos de la reaccion fotoquimica se genera un producto intermediario no

fluorescente (componente 3). A su vez, éste se degrada en un producto estable
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(componente 2) que muestra la absorbancia con un maximo a 270 nm y alrededor de 350
nm. Los espectros extraido por MCR-ALS para el intermedio y el compuesto estable
(Figura 8A) son muy similares a los reportados por Redlich y col. [65]; quienes aislaron los
principales productos de la fotodegradacion de imidacloprid, identificandolos mediante
FTIR, 1H" y 3C-NMR y espectros UV-vis. Los autores observaron que la degradacion
fotolitica de imidacloprid es mas rapida en medio alcalino al producir por hidrdlisis el
compuesto 1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-2-imidazolidinimina (imidacloprid desnitro), que
actia como intermediario bajo condiciones alcalinas y neutras. Posteriormente este
compuesto se degrada al producto final 1-[(6-cloro-3-piridinil)-2-imidazolidinona
(imidacloprid urea). Los espectros UV-vis obtenidos por Redlich y col. [65] , para el
intermediario imidacloprid desnitro y el compuesto estable imidacloprid urea muestran una
similitud significativa con los extraidos por MCR-ALS para los componentes 3y 2 en el
presente trabajo. Schippers y Schwack [67] , establecieron que el principal producto de la
foto-degradacién de imidacloprid en diferentes solventes fue imidacloprid desnitro,
encontrando una menor cantidad de imidacloprid urea. Sin embargo, se ha demostrado
gue la degradaciébn o foto-degradacién de imidacloprid en medio acuoso conduce
principalmente a la formacién de ambos compuestos [Ding y col., 2011 [66] ; Zheng vy Liu
1999 [64] , Moza y col., 1998 [63] ]; con la aparicion de imidacloprid urea como producto
final estable, particularmente en condiciones alcalinas [Zheng y Liu 1999 [64] ]. Ademas,
el mecanismo de foto-degradacién que se ha propuesto en todos estos trabajos es la
degradacion de imidacloprid a imidacloprid desnitro y subsecuentemente a imidacloprid
urea, lo cual concuerda con la secuencia de aparicién de compuestos obtenida mediante

MCR en este trabajo.

Por otro lado, el componente 4 mostrd un perfil de concentracion que coincide con
la fluorescencia registrada en el tiempo (méaxima fluorescencia entre 25 y 30 segundos)
(Figura 8B). Este compuesto se formaria directamente por foto-descomposicion de
imidacloprid en medio alcalino, como una reaccién secundaria a la via principal de
degradaciéon. Como se menciond previamente, Vilchez et al. [41], reportaron el
aislamiento y la identificacién del producto fluorescente de imidacloprid (Figura 6B); que
también fue reportado por Ding et al. 2011 [66], como un producto secundario de la
fotolisis de imidacloprid en medio acuoso. Asi, el componente 4 podria atribuirse al
producto fluorescente. No obstante, para afirmar con seguridad que los perfiles obtenidos
mediante MCR-ALS corresponden a los compuestos hombrados, se requeriria el uso de

técnicas de identificacion, tal como espectroscopia de masas.
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4.2 Calibracién de segundo orden utilizando fluorescencia de excitacion-emision
foto-inducida (PIF-EEM)

De acuerdo a los resultados anteriores, se seleccionaron 25 s como el tiempo de
irradiacion. La estabilidad del foto-producto con el tiempo después de la irradiacion y un
posible foto-blanqueo se evalué mediante el registro de la fluorescencia de 0 a 45
minutos, cada 5 minutos después de la irradiacion. Las intensidades de fluorescencia no
presentaron variaciones significativas en este periodo, lo que demuestra la estabilidad del
foto-producto con el tiempo y la ausencia de degradacion durante la medicion de la PIF-
EEM. De todos modos, todos las PIF-EEM se obtuvieron inmediatamente después de la
irradiaciébn de las muestras. En la Figura 9 A y B se presentan los espectros de
fluorescencia clasica y las PIF-EEM; respectivamente, obtenidas para distintas
concentraciones de imidacloprid luego de 25 s de irradiacion. Ante la posibilidad de
cuantificar imidacloprid en presencia de potenciales interferentes presentes en la miel, son
los datos de tres vias (PIF-EEM) los que permiten alcanzar tal posibilidad [49]. Dada la
caracteristica de estos datos es posible la utilizacién de los algoritmos descritos en los

puntos 3.6.1.2, 3.6.1.3 y 3.6.1.4 para la construccion de calibracién de segundo orden.
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Figura 9: a) Espectros de fluorescencia clasica y b) de fluorescencia de excitacion-
emision de imidacloprid a distintas concentraciones registrados luego de 25
segundos e irradiacién (para b: 0,05 pg/mL imagen superior, 0,25 pg/mL imagen
inferior)
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Si bien el contenido de azucares y agua representa cerca del 95% de la miel, el
5% restante estd4 representado por una gran variedad de compuestos tales como
aminodcido libres, proteinas, acidos fendlicos, flavonoides, pigmentos, etc. Por otra parte,
esta misma composicion puede variar en la miel de una misma colmena dependiendo de
la estacion del afio, el clima y las condiciones geogréficas del sector. Esto la convierte en
una matriz bastante compleja de tratar al momento de la determinacién de contaminantes
organicos como los insecticidas neonicotinoides. La gran mayoria de métodos reportados
sobre la determinacion de estos compuestos en miel es utilizando cromatografia liquida
[68—73], previa extraccion y limpieza de los extractos de manera exhaustiva. Sin embargo,
estos procedimientos requieren periodos de tiempo importantes e implican la utilizacién de
grandes cantidades de solvente. Como alternativa la utilizacion de datos de tres vias
asociados a calibracion de segundo orden presenta ventajas significativas, tales como la
resolucion de sefiales analiticas sin el uso de la cromatografia, determinar las
concentraciones de los compuestos de interés a partir de sefiales de fondo complejas que
presentan componentes no calibrados, o que se conoce como la ventaja de segundo
orden [45]. De esta manera se puede subsanar la gran variabilidad que se puede
encontrar en las muestras de miel, disminuyendo de una manera considerable el tiempo

de medicién y los solventes utilizados para su determinacion.

La construccién del modelo de calibrado de segundo orden utilizando las PIF-EEM
se realiz6 mediante U-PLS de acuerdo a lo descrito en 3.6.1.4. La figura 10 muestra la
grafica de la suma de cuadrados de los residuos (PRESS) en funciéon del nimero de
componentes extraidos (Validacion cruzada), que permite seleccionar el numero de
componentes adecuados para describir los datos; y la regresion entre valores nominales y
predichos por el modelo (autoprediccion). Los pardmetros analiticos de la curva de

calibracion obtenida se presentan en la tabla 2.
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Figura 10: A) Suma de cuadrados de los residuos en funcién del nameros de
componentes para el modelo U-PLS de los PIF-EEM. B) Regresion entre valores
nominales y predichos por el modelo para 4 componentes.

Tabla 2: Parametros analiticos para la curva de calibrado correspondiente al modelo
U-PLS de los PIF-EEM de imidacloprid.

Parametro Valor
N° componentes 4
RMSEC (ug/mL) 0,002
REP relativo (%) 1,6

R (ymed.v/sypred.) 0,9996
RMSEcv 0,005
REPcv relativo (%) 3,8

LOD promedio (ug/mL) 0,006
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El RMSEcv, como medida de la capacidad de un modelo para predecir las
muestras que no fueron utilizadas para construirlo durante el procedimiento de validacién
cruzada, muestra un buen ajuste dentro del modelo de calibracion, por lo que la
calibracion desarrollada es Gtil para predecir las concentraciones contenidas en la curva
de calibracion, presentando un error relativo de predicciébn en la validacion cruzada
aproximadamente del 4%. Por otro lado, al realizar la auto-prediccion de muestras de
calibrado se obtuvo el valor de RMSEC de 0,002 ug/mL correspondiente a un error
relativo de 1,6% en la prediccion de las muestras, siendo un valor completamente

aceptable.

El limite de deteccion promedio calculado sin interferente, en medio acuoso y sin
considerar una pre-concentracion previa fue de 6 ng/mL. Este fue similar al informado por
Araujo y col. (2012) [43] para un método desarrollado con la misma base de generacién
de fotoproducto fluorescente de imidacloprid con un sistema FIA y fluorescencia clasica
(5,32 ng/mL). Por otra parte, fue menor al informado por Gao y col. (2014) [74] utilizando
cromatografia liquida de alta eficiencia (60 ng/g), asi como al obtenido por Ettiene y col.
(2012) [75] utilizando cromatografia micelar elecrocinética (215 ng/mL) . Sin embargo, es
mayor al obtenido por Sanchez-Bayo y col. utilizando cromatografia liquida de ultra alta
eficiencia (0,021-0,039 ng/uL) [76].

Este tipo de calibracion puede ser empleada en la determinacion de imidacloprid
en miel, pero la baja concentracion en la que podria encontrarse y la gran complejidad de
las muestras, con un numero importante de fluor6foros potencialmente interferentes y muy
dificiles de resolver aln con esta herramienta, hace casi ineludible realizar un pre-
tratamiento de las muestras, con el objetivo de concentrar y/o disminuir la presencia de

los interferentes.

4.3 Tratamiento de las muestras de miel

Al obtener la PIF-EEM de una muestra diluida de miel se observaron sefiales
asociadas a diferentes compuestos presentes en esta y que se superpondrian a la sefial

de imidacloprid, tal como se aprecia en la figura 11.
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Figura 11: PIF-EEM de muestra de miel multifloral al 10% p/v en agua.

Los interferentes se asociaron por una parte a compuestos polifenélicos (acidos
fendlicos y/o flavonoides), con longitud de onda de excitacion en el intervalo de 265 a 335
nm y emision entre 358 a los 426 nm, como reporta Rodriguez Delgado y col., 2001 [77] ;
y a productos de la reaccion de Maillard, principalmente furfural e hidroximetilfurfural, que
tienen maximos de emision a los 440 y 425 nm respectivamente al ser excitados a 360
nm, reportado por Kulmyrzaev y Dufour, 2002 [78] y Birluez Aragon y col., 1998 [79] . A
pesar de que es factible la utilizacién de calibracién de segundo orden para cuantificar
imidacloprid en presencia de interferentes, la disminucién o eliminacion del solapamiento
producido conlleva una mejor capacidad de predicciéon y disminuciéon en el limite de
deteccion del método; siendo deseables limites menores a los niveles maximos de
residuos europeos para imidacloprid (50pg/g en miel) Comisién europea EC pp 839/2008
[80] .

4.3.1 SPE sobre columnas de intercambio aniénico y cationico (MAX y MCX)

La fase Oasis MAX contiene el co-polimero de N-vinil pirrolidona divinil benceno
para interacciones hidrofébicas de distinta afinidad y una amina cuaternaria de carga
positiva permanente para intercambio aniénico. Por su parte la fase Oasis MCX contiene
el mismo co-polimero y un grupo sulfonato de carga negativa permanente para

intercambio catidnico.
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Existen varios reportes acerca de los valores de pKa del imidacloprid, siendo los
mas confiables los mencionados por Chamberlain y col. 1996 [81], (1,56 y 11,12 para las
especies ImiHz* / ImiH y ImiH / Imi"). Considerando esta informacion sobre la especie en la
gue se encontraria imidacloprid en funcion del pH, se evalué la posibilidad de retenerlo y/o
eluirlo en forma selectiva desde las fases MAX y MCX controlando las condiciones de
carga y elucién de acuerdo a lo descrito en 3.6.4.1. Se predijo la concentracion de
imidacloprid en las fracciones eluidas desde ambas columnas, utilizando las PIF-EEM
mediante el modelo de calibracion antes descrito. El resultado de la prediccion se resume
en la tabla 3, mientras que en la figura 12 se muestras las PIF-EEM obtenidas.

Tabla 3: Valores de concentracién de imidacloprid predichos en las fracciones

eluidas desde las columnas MCX y MAX (Se cargaron 0,25 ug y se disolvieron en un
volumen final de 1 mL)

Valor predicho en ug/mL (% recuperacion)

Carga-Elucion-Elucién MCX (SO3") MAX (N *) Interpretacion

CA-EN <LOD 0,155 (62%) MCX: ImiHz* fuertemente retenido, ImiH retencion
débil eluye con MeOH

MAX: Por repulsion se pierde parte en la carga

(ImiH2*) y parte es eluido con MeOH (ImiH).

CA-EN-EB <LOD - MCX: ImiHz* fuertemente retenido no pudo ser
eluido en medio MeOH bésico.

CN 0,260 (104%) 0,220 (88%) MCX y MAX: ImiH es retenido en ambas fases por
interacciones débiles, luego es eluido con MeOH.

CN-EB <LOD - Eluido en la etapa anterior
CN-EA - <LOD Eluido en la etapa anterior
CB-EN 0,190 (76%) 0,271 (108%) MCX y MAX: ImiH es retenido en ambas fases por

interacciones débiles, luego es eluido con MeOH.

CB-EN-EA - <LOD Eluido en la etapa anterior

Cdédigo para el medio de carga y elucion: CA: carga medio HsPO4 4% pH 2; CN: carga medio
neutro pH 7 buffer fosfato; CB: carga medio NH3z 5% pH 10; EN: elusién con metanol; EB: elusion

medio metanol con NHz 5%; EA: elusién medio metanol con HzPOa4 4%.
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Figura 12: PIF-EEM de imidacloprid obtenidos luego de cargar el compuesto en
medio neutro (A y C) y basico (B y D) y eluirlo con metanol desde columnas MAX (A
y B) y MCX (C y D) (Se cargaron 0,25 ug y se disolvieron en un volumen final de 1
mL)

Las pruebas anteriores indicaron que imidacloprid es retenido y se puede eluir con
MeOH desde ambas fases sOlo cuando se carga en medio neutro y basico. Ello
demuestra que tanto en el medio neutro como basico imidacloprid no tiene carga,
mientras que en medio acido estaria cargado positivamente, lo que es coincidente con los
valores de pKa reportados por Chamberlain y col [81]. De esta forma en las Oasis MAX

parte del compuesto seria eluido durante la carga en medio acido y parte se eluye
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posteriormente con metanol; mientras que en las Oasis MCX hay una retencion casi

irreversible, ya que no se observé el compuesto aln eluyendo con metanol + NHs.

Se propuso el uso de estas columnas para eliminar los interferentes presentes en
la miel considerando los supuestos de que: En medio neutro los &cidos fendlicos podrian
ser retenidos por afinidad de carga (sobre MAX) o eliminarlos por repulsion (sobre las
MCX); y los compuestos polifenolicos neutros mas hidrofébicos serian retenidos por
afinidad tipo Van der Waals con el divinil benceno y los mas polares por atraccion dipolo-
dipolo. Un lavado posterior con hexano-DCM permitiria eliminarlos antes de la elucion
final de imidacloprid con metanol.

Si bien los resultados en las columnas Oasis MAX y MCX eran prometedores para
la separacion del imidacloprid desde la miel ya sea cargando en medio neutro o basico, al
aplicarlo en presencia de esta, segun el procedimiento descrito en 3.6.4.1., se siguieron
observando las interferencias antes vistas en los PIF-EEM. Ademads, estas columnas
generaron blancos con fluorescencia significativa que enmascaraba completamente la
fluorescencia del analito a concentraciones menores a 0,1 ug/ml, por lo que finalmente

fueron descartadas para realizar el tratamiento de las muestras.

4.3.2 Particién L-L

Se consider6 la opcion de realizar una particién liquido-liquido para la separacién
del compuesto de la matriz, siguiendo el procedimiento descrito en 3.6.4.2. De acuerdo a
la prediccion de concentracion realizada con los diferentes algoritmos ensayados, la
extraccion del compuesto disuelto en un medio acuoso basico utilizando diclorometano
fue cuantitativa, tal como se resume en la tabla 4; ya que en este medio y tal como se
discutio previamente, el imidacloprid se presentaria en forma neutra lo que favorece su
paso al medio hidrofébico. Sin embargo, al realizar este procedimiento para muestras de
miel diluida se observo la presencia una importante sefal fluorescente solapada con la
sefial del analito, como se pueden apreciar en las correspondientes PIF-EEM (figura 13);
ademas de producirse una incorrecta separacion de las fases debido a la formacion de

una emulsion.
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Tabla 4: Valores promedio (n=3) de la concentracion de imidacloprid predicha por los
algoritmos quimiométricos luego de aplicar distintos tratamientos a muestras con
0,25 pg de imidacloprid disueltos en 5 ml de solucion 5% de NHs; o conteniendo

ademas 1

g de miel.

Tipo tratamiento  Valor nominal (ug/ml)

Prediccién concentracién imidacloprid (ug/ml)

U-PLS-RBL MCR-ALS PARAFAC

Muestra acuosa

PLL 0,100 0,105 0,130 0,100
PLL-Diat. 0,250 0,232 0,210 0,186
PLL-Diat-GBC 0,250 0,241 0,181 0,131
Muestra miel

PLL-Diat 0,250 0,134 0,131 0,128
PLL-Diat-GBC 0,250 0,216 0,335 0,195

(Condiciones de prediccién. Muestra acuosa: U-PLS: 4 componentes; 2 RBL. MCR-

ALS: 2 componentes. PARAFAC: 2 componentes. Presencia de miel:
componentes; 2 RBL. MCR-ALS: 2 componentes. PARAFAC: 3 componentes).
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Figura 13: PIF-EEM para (A) 1 g de miel y (B) 0,25 pg de imidacloprid disueltos en
solucion 5% NH3 extraidos con diclorometano y redisueltos en un volumen final de

2,5 ml.
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4.3.3 Particion L-L soportada sobre tierra de diatomeas

Si bien la particion L-L con diclorometano permitié una extraccion cuantitativa de
imidacloprid desde muestras a pH basico, la formacion de una emulsién dificil de romper
al aplicarla con muestras de miel represent6 su principal limitante. Por evitar la emulsion
se considero el uso de columnas de tierra de diatomeas como soporte para este tipo de
extraccion, ya que ademas se ha reportado su uso en la determinacion de imidacloprid en
cera de abejas [82]. El procedimiento seguido se describe en la seccién 3.6.4.3. Tal como
se observa en la tabla 4, la recuperacion estuvo comprendida entre un 75 y 92% de
acuerdo a lo predicho por los diferentes algoritmos empleados. Al realizar el
procedimiento en presencia de miel se observé la presencia de la sefial correspondiente a
polifenoles muy solapada con la del analito (figura 14), lo que demostré que la particion
soportada sobre tierra de diatomeas, al igual que la particion normal, resulté ser poco
selectiva. Esta interferencia qued6 de manifiesto por la incapacidad de los algoritmos de

predecir correctamente la concentracion del analito en las muestras con miel (Tabla 4).
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Figura 14: PIF-EEM para (A) 0,25 pg de imidacloprid en 5 ml de solucién 5% NHs y
(B) en la misma solucidon conteniendo 1 g de miel extraidos con diclorometano sobre
soporte de tierra de diatomeas y redisueltos en un volumen final de 2,5 ml.
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4.3.4. Particion L-L soportada en tierra de diatomeas y SPE sobre carbon grafitizado
(DiatLLE-SPE)

Teniendo como objetivo la reduccion de la sefial asociada a los polifenoles, se
realizd, posterior a la particion liquido-liquido soportada en tierra de diatomeas, una
extraccion en fase sélida con columnas de carbon grafitizado. Dada las caracteristicas de
este: Afinidad por compuestos organicos polares y no polares al utilizarse bajo
condiciones de fase inversa; se considerd la posibilidad de eluir de forma selectiva
imidacloprid desde esta fase mediante el uso de un solventa de polaridad media y
controlando el volumen. Luego de multiples pruebas de condiciones y solventes,
finalmente se utilizé el procedimiento descrito en 3.6.5.4. (6 ml de mezcla de
diclorometano-hexano 1:1).Los resultados obtenidos para la prediccion de las
concentraciones para muestras en solvente se pueden observar en la tabla 4. De los tres
algoritmos evaluados, solamente UPLS-RBL realizd una prediccién mas certera. Al aplicar
el procedimiento en muestras de miel se observé nuevamente una sefal asociada a

polifenoles (Figura 15); sin embargo esta resulté menos extensa en el intervalo espectral,
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Figura 15: PIF-EEM para (A) 0,25 pg de imidacloprid en 5 ml de soluciéon 5% NHs y
(B) en la misma solucion conteniendo 1 g de miel extraidos con diclorometano sobre
soporte de tierra de diatomeas y redisueltos en un volumen final de 2,5 ml.

permitiendo una mejor prediccion del compuesto.
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Los resultados de las predicciones en muestras de miel sometidas a este
procedimiento se pueden apreciar en la tabla 4. Las recuperaciones predichas segun
UPLS-RBL y PARAFAC fueron de 86% y 78% respectivamente; mientras que MCR-ALS
no logra discriminar de buena forma la sefial del analito, sobrestimando su concentracion
(134%). Considerando que este fue el tratamiento que permitié obtener extractos con

menor interferencia, fue el que finalmente se selecciono.
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4.4 Estudios sobre la induccion fotoquimica de fluorescencia de imidacloprid en

presencia de matriz

Una vez seleccionado el método de tratamiento de muestra se realiz6 el estudio de
la induccion fotoquimica de fluorescencia de imidacloprid en presencia de matriz obtenida
con este procedimiento (4.3.4) y su relacién con los resultados obtenidos en tampoén
fosfato solo (punto 4.1).

Tal como se aprecia en la figura 16 Se observé la misma disminucion de la
absorbancia a 270 nm que en medio de tampdn solo, asociado a la foto-degradacién del
imidacloprid. El analisis de esta informacion espectral mediante MCR-ALS, usando las
restricciones de no-negatividad (concentraciones y espectros de los componentes deben
ser positivos) y de clausurA, indicé la presencia de cuatro componentes (% carencia de
ajuste 2,34 %), cuyos espectros puros y comportamiento frente a la creciente irradiaciéon
fueron similares a los obtenido en tampo6n solo: Imidacloprid (componente 1) se degrada
rapidamente al intermediario no fluorescente (componente 3) y subsecuentemente al
producto final (componente 2). El fotoproducto fluorescente (componente 4) se genera por
degradacion directa de imidacloprid de forma paralela a la via principal de degradacion,

alcanzando su maximo entre los 25 y 35 segundos; tal como se puede observar en la

figura 17.
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Figura 16: A) Espectros UV-vis de una solucion de imidacloprid a 5 ug/ml en medio
del extracto obtenido luego del tratamiento de muestra (PLL-diat-SPE-GCB) e
irradiado a 254 nm desde 0 a 80 segundos. B) Variacién del maximo de absorbancia
a medida que aumenta el tiempo de irradiacién a longitud de onda caracteristica de
imidacloprid (270 nm) y a aumento de sefial de absorbancia (350 nm).
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Figura 17: Perfiles calculados mediante MCR-ALS para cuatro componentes
obtenidos con el analisis de los espectros UV-vis de soluciones de imidacloprid en
matriz irradiadiadas a 254 nm desde 0 a 80 segundos A) espectros UV-vis puros; B)
concentraciones. Componentes: 1 (azul), 2 (verde), 3(rojo) y 4 (cyan)

Considerando que la generacién del foto-producto en funcion del tiempo fue similar
en ausencia y presencia de la matriz, y con el fin de obtener un modelo de calibrado de
segundo orden a partir de esta informacion, se obtuvieron los espectros de fluorescencia
clasica en funcion del tiempo de irradiacion en medio de tampdn, segun el procedimiento
descrito en 3.6.2. Los perfiles de fluorescencia clasica versus tiempo de irradiacion para
dos concentraciones distintas de imidacloprid se presentan en la figura 18. En ella se
observa claramente la aparicibn y subsecuente degradacion del foto-producto
fluorescente a medida que aumenta el tiempo de irradiacién. Cabe mencionar que para la
obtencion de estos espectros tanto la irradiacion como la lectura de fluorescencia se hizo
en celdas de 700 uL de cuarzo, lo que probablemente explica la disminucién en el tiempo
de generacion del fotoproducto (15 a 20 segundos), en comparacion a lo observado
previamente al irradiar en capilares de vidrio (seccion 4.1), en los cuales hay menor

penetracion de la radiacion UV, a pesar de su bajo grosor (0,25 mm).
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Figura 18: Perfiles de fluorescencia clasica versus tiempo de irradiacidon para una
concentracion de A) 0,025 pg/mL y B) 0,25 pg/mL.

Dada la caracteristica de los datos de tres vias asi generados, se consider6 como
buena alternativa la determinacion de imidacloprid en matriz miel mediante la construccion
de una curva de calibracién de segundo orden utilizando fluorescencia clasica-tiempo de
irradiaciéon. Ademas se seleccion6 MCR-ALS como algoritmo para la prediccién de las
concentraciones ya que se ajusta a las caracteristicas de estos datos, donde se puede

producir un desplazamiento del maximo de emisién en el tiempo de irradiacion.

4.5, Calibracion de segundo orden para fluorescencia clasica-tiempo

La curva de calibracién se realizd6 mediante el procedimiento descrito en 3.6.6. La
figura 19 muestra la grafica de la suma de cuadrados de los residuos (PRESS) en funcién
del nimero de componentes extraidos (Validacion cruzada), que permite seleccionar el
namero de componentes adecuados para describir los datos; y la regresion entre valores
nominales y predichos por el modelo (autoprediccion). Los parametros analiticos de la

curva de calibracién se presentan en la tabla 5.
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Figura 19: A) Suma de cuadrados de los residuos en funcién del nameros de
componentes par el modelo U-PLS de los espectros de fluorescencia vs tiempo de
irradiacién. B) Regresién entre valores nominales y predichos por el modelo para 2
componentes.

Tabla 5: Parametros analiticos para la curva de calibrado correspondiente al modelo
U-PLS de los los espectros de fluorescencia vs tiempo de irradiacién de imidacloprid.

Parametro Valor
N° componentes 2
RMSEC 0,007
REP relativo (%) 4,9

R 0,9917
RMSEcv 0,009

REPcv relativo (%) 6,2

LOD promedio 0,005 ug/mL

40



El modelo de calibrado presentd un error relativo de prediccion menor al 5% y de
la validacion cruzada menor al 7%, siendo mayores que al usar los PIF-EEM. Sin
embargo, son valores aceptables para el intervalo de concentraciones estudiadas. Debido
a ciertos inconvenientes producidos durante el trabajo, estas medidas se registraron
utilizando un voltaje de 680 V en el foto-multiplicador, lo que produjo un aumento del
ruido, afectando a las sefiales de concentracibn mas baja, lo que daria cuenta del
aumento del RMSEcv.

El limite de deteccién promedio obtenido sin interferentes y en medio acuoso fue
de 0,005 ug/ml, obteniéndose una sefial bien definida en bajas concentraciones, como se
puede observar en la figura 18.

4.6 Evaluacion de recuperaciéon patrones sometidos a DiatLLE-SPE

La evaluacion de la recuperacién de imidacloprid desde una solucién acuosa
sometida a DiatLLE-SPE se realiz6 segun el procedimiento descrito en 3.6.7. Se observé
la aparicion de sefales superpuestas al analito, las cuales pueden ser asociadas a
residuos de las columnas utilizadas en el tratamiento de muestra, no obstante el algoritmo
quimiométrico fue capaz de diferenciarlas perfectamente, obteniendo una recuperacion
promedio del 101% (Tabla 6). Los perfiles de las muestras de recuperacion se muestran

en la figura 20.

Tabla 6: Prediccién mediante MCR-ALS de la recuperacién de soluciones acuosas de
imidacloprid sometidas a DiatLLE-SPE y medidas de fluorescencia vs tiempo
irradiacién (Pto. 0,050: 2 componentes; Pto. 0,100: 3 componentes; Pto. 0,200: 2
componentes). Intervalo utilizado: 383-460 nm.

Concentracién nominal Concentracion predicha Recuperacion

[ug/mL] [ug/mL] [%0]

0,050 0,051 102

0,100 0,104 104

0,200 0,191 96
Recuperacion promedio 101
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Figura 20: Perfiles de las muestras de recuperacion de soluciones acuosas de
imidacloprid sometidas a DiatLLE-SPE y medidas de fluorescencia vs tiempo
irradiacién. A)0,050 ug/mL; C)0,100 ug/mL; D)0,200 ug/mL; perfiles obtenidos por
MCR-ALS para las muestras de recuperacion de soluciones acuosas de imidacloprid
sometidas a DiatLLE-SPE y medidas de fluorescencia vs tiempo irradiaciéon. B)0,050
ug/mL; D)0,100 ug/mL; F)0,200 ug/mL.

4.7 Andlisis set de validacion

Se prepar6 un set de validacion que permitiese evaluar la capacidad predictiva del
modelo de segundo orden de fluorescencia clasica-tiempo. El procedimiento utilizado para
ello esta descrito en la seccion 3.6.8. Tal como se presenta en la Figura 21, a pesar de la
presencia de la sefial de la matriz de miel, fue factible observar el decaimiento de la

fluorescencia del compuesto en funcién del tiempo de irradiacién. Por el contrario, en los
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PIF-EEM para imidacloprid en presencia de miel se lograba de manera muy parcial

distinguir la sefial del fotoproducto, debido al importante solapamiento de las sefales.
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Figura 21: Perfiles de contorno de fluorescencia clasica-tiempo de irradiacion y
superficie 3-D para muestras de 1 g de miel tratada y fortificada con 0,03 pg/g (Ay
C)y 0,25 pg/g (B y D) de imidaclorpid.

Debido al arreglo matricial de estos datos: filas correspondientes a tiempos de
irradiacion (perfiles de concentracion “C”) y columnas a emision a diferentes A (espectros
de emision “S”); estos son particularmente adecuados para ser analizados mediante MCR
al ubicar las matrices adyacentes en el mismo plano (extension matricial) en vez de
formar un arreglo de tres vias. Esto permite a MCR analizar datos que hayan perdido la
trilinearidad en uno de sus modos, como efectivamente sucedié en este caso debido a las
modificaciones y diferencias en el tiempo de generacion del fotoproducto entre las
muestras de calibracién y las del set de validacion. Por ello se utilizé6 una extension de
matriz en modo columna, equivalente a un “apilamiento” en la dimensién del tiempo, ya

gue los espectros mantienen su forma en la dimension espectral.
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A pesar de tener una curva de calibracion construida desde los 0,025 hasta los
0,25 pg/mL, se decidié reducir el rango de concentracion en las muestras del set de
validacién y de prueba, debido a que por las concentraciones de imidacloprid encontradas
en polen y néctar (1 a 8,6 ng g'y de <1 a 51 ng mL*? , respectivamente (EFSA, 2012
[17])), se considerd poco probable encontrar concentraciones mayores a estos valores en
miel. Por ello la concentracion maxima para la validacion se limité a un valor 3 veces el
limite de residuos méaximo permitido de imidacloprid en miel, respecto a la legislacién en
la Union Europea (0,050 pg/g; Regulacion (EC) No. 396/2005 [30]). Los resultados de las
predicciones de las concentraciones para el set de validacion se presentan en la Tabla 7.
La regresion lineal entre los valores nominales y los predichos y el test de region eliptica
de confianza conjunta (EJCR) y se presentan en la figura 22.

Tabla 7: Concentraciones (ug/g) predichas para muestras del set de validacion
mediante MCR-ALS. Figuras de mérito para el set de validacion.

Muestra Anadido Predicho
V1 0,030 0,040
V2 0,045 0,040
V3 0,060 0,051
V4 0,080 0,091
V5 0,110 0.107
V6 0,135 0.134
Recuperacion promedio (%) 103
RMSEP (ug g ) 0,007
REP (%) 9.6
y'ugg™ 0,001
LOD =3.3yY(ugg?) 0,005
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Figura 22: A) Regresién lineal de valores nominales versus valores predichos:
(Cpredicha=0,972*Cnominai+0,0003); R=0,974. B) Test de region eliptica de confianza
conjunta (EJCR) para set de validacioén.

La recuperacién promedio fue de 103% con un error de prediccién relativo de
9,6%; valores considerados como adecuados dada la complejidad de las muestras y el
nivel de concentracion. Por otra parte, el test de EJCR (Figura 22B) no mostré diferencias
significativas (95% confianza) entre los valores nominales. Sin embargo la amplitud de la
elipse muestra que existe dispersién en los datos estudiados, lo que se confirma en la
regresion del las concentraciones nominales versus las concentraciones predichas (figura
22A), las que presentan un R de 0,974. Por otra parte, el limite de deteccion promedio
obtenido de 0,005 ug/g fue el mismo que el obtenido para el calibrado en solvente

cumpliendo el estdndar de ser inferior al limite de residuos maximo europeo.

4.8 Andlisis set de prueba

Se realizé el analisis del set de prueba de acuerdo al procedimiento descrito en
3.6.9 para evaluar la capacidad predictiva del modelo de segundo orden de fluorescencia
clasica-tiempo asociado a la recuperacion con el tratamiento elegido para de las muestras
de miel (DiatLLE-SPE). Los resultados de las predicciones para el set de prueba se
presentan en la tabla 8. La regresion lineal entre los valores nominales y los predichos y el

test de region eliptica de confianza conjunta (EJCR) y se presentan en la figura 23.
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Tabla 8: Concentraciones (ug/g) predichas para muestras del

mediante MCR-ALS. Figuras de mérito para el set de prueba.

set de prueba

Muestra
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7

P8

Recuperacion promedio (%)
RMSEP (ugg %)

REP (%)

yiugg™

LOD =3.3yY(ug g ?)

Afadido

0,030

0,060

0,070

0,080

0,090

0,110

0,120

0,135

Predicho

0,036

0,048

0,108

0,072

0,103

0,101

0,150

0,114

107

0,019

22,5

0,001

0,005
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Figura 23: A) Regresion lineal de valores nominales versus valores predichos:
(Cpredicha=0,9013*Crominai+0,0132); R?=0,688. B) Test de regién eliptica de confianza
conjunta (EJCR) para set de prueba.

La recuperacion promedio fue de 107%; sin embargo, el error de prediccion
relativo para este set (22,5%) fue mayor que para el set de validacion; atribuible a que en
este caso se incluye como fuente de error todo el procedimiento de extraccion. Si bien el
test de EJCR (Figura 23B) no mostro diferencias significativas (95% confianza) entre los
valores nominales y los predichos; la amplitud de la elipse da cuenta de una dispersion
importante asi como el valor del coeficiente de correlacion (R = 0,688) en la regresion
correspondiente (Figura 23A). La alta variabilidad y complejidad de la matriz, un
considerable solapamiento de la sefal del analito y la baja concentracién a determinar son
las causas de esta dispersion. Al igual que para el set de validacion se obtuvo un limite de
deteccién de 0,005 ug/g. Cabe puntualizar en este sentido que la gran mayoria de los
trabajos que utilizan calibracidon multivariada lo hacen con muestras relativamente simples
y/o con una matriz constante, como son muestras farmacéuticas, aguas o en alta
concentraciones del analito a analizar [83-85], por lo que una alta dispersién y un alto
error relativo de prediccion era esperable y dada las condiciones en las que fue realizado

el andlisis, dichos valores pueden ser considerados aceptables.

4.9 Muestras reales

El método desarrollado fue aplicado en el analisis de un grupo de tres muestras de
miel artesanales mono y multifloral. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 9.

Los perfiles de MCR-ALS se presentan en la figura 24.
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Figura 24: Perfiles obtenidos por MCR-ALS de las muestras de miel
sometidas a DiatLLE-SPE y medidas de fluorescencia vs tiempo
A)Multifloral ; B)Multifloral fortificada con 0,050 ug de imidacloprid.
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Tabla 9: Concentraciones (ug/g) predichas para muestras de miel artesanal sin
fortificar y fortificadas a 0,05 ug/g mediante MCR-ALS.

Miel Sin fortificar Muestral Muestra2  Promedio (%)
Quillay <LOD 0,067 0,071 0,069 (138)
Ulmo <LOD 0,061 0,049 0,055 (110)
Multifloral  <LOD 0,058 0,061 0,060 (120)

Se puede observar que no se detect6 la presencia de imidacloprid en ninguna de
las muestras analizadas sin fortificar. Para la miel de ulmo se obtuvo una recuperacion
promedio de 110%, mientras que para multifloral y de quillay fue de un 120% y 138%,
respectivamente para las muestras fortificadas. Considerando el error de prediccién de
21% obtenido en el analisis del set de prueba descrito en 4.7, se puede considerar que la
miel de ulmo y la multifloral no muestran presencia del compuesto. En contraparte la
concentracion de predicha para la miel de quillay muestra una recuperacion del 138%, lo
que sobrepasa el error de prediccién, por lo que se puede considerar la presencia de
imidacloprid en esta miel. No obstante esta concentracién se encuentra bajo el limite de
deteccién del método vy, por lo tanto, bajo el limite de residuos maximos permitidos para la

Union Europea [30].
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5. CONCLUSIONES

La utilizacién de fluorescencia foto-inducida en el tiempo; asociada a resolucién
multivariada de curvas con minimos cuadrados alternantes (MCR-ALS); demostro ser un
método adecuado para la determinacion de imidacloprid en muestras de miel, en
presencia de interferentes (compuestos polifendlicos y furfurales). Sin embargo, el error
relativo de prediccion de 22,5% alcanzado con MCR-ALS indica que persisten
compuestos interferentes que dificultan la prediccion del analito en la matriz debido al
gran solapamiento espectral y a las bajas concentraciones a determinar. Cabe hacer notar
que a pesar de estar constituida en mas de un 95% por azlcares y agua, la miel es una
matriz de alta complejidad debido a la presencia de compuestos polifendlicos y productos
de la reaccion de Maillard (furfural, hidroximetilfurfural y furosina) que presentan
fluorescencia. La concentracién de estos constituyentes en la miel es variable y depende
de la flora accesible a las abejas, la madurez del producto, su exposicibn a altas
temperaturas y a la luz. Ademas, en el caso de miel artesanal no procesada se incluyen
cantidades variables de cera, polen e inclusive partes de abejas. El limite de deteccion
obtenido mediante esta metodologia (0,005 ng/g) permite la determinacién de imidacloprid
en muestras de miel, tanto comercial como artesanal, bajo el limite de residuos permitidos
para imidacloprid en miel en la Unién Europea (0,050 ng/g), sin embargo, debido al alto
error relativo de predicciéon, el método es mas adecuado como metodologia de screening

gue como metodologia cuantitativa.

Por otro lado, los estudios sobre la induccién fotoquimica de la fluorescencia de
imidacloprid en tampdn y en presencia de la matriz mediante MCR-ALS, mostraron que es
probable que la formacién del producto fluorescente en ambos casos se produzca en
forma paralela a la ruta principal de foto-degradacion del imidacloprid en medio béasico, sin

embargo es necesaria la utilizacion de técnicas de identificacion para confirmarlo.

La particion liquido-liquido soportada sobre columnas de tierra de diatomeas y
limpieza mediante extraccién en fase soélida sobre carbdén grafitizado (DiatLLE-SPE),
demostr6 ser un método adecuado para la extraccion de imidacloprid en muestras de miel
presentando una recuperacion promedio del 98%. No obstante la extraccion no fue
selectiva, observandose la presencia de interferentes (compuestos polifendlicos y

furfurales) los cuales, gracias a la calibracion multivariada de segundo orden, pudieron ser

50



matematicamente modelados y removidos para la cuantificacién. Esto muestra que la
utilizacion de perfiles de datos de segundo orden asociados a calibracion multivariada es
una poderosa herramienta analitica, permitiendo la cuantificacion de bajas
concentraciones de imidacloprid en muestras de miel de composicién variable que

presentaban una alta superposicion de sefiales.

El método desarrollado se aplicé sobre muestras de miel artesanal, tanto multi
como homofloral (ulmo y quillay), obteniéndose concentraciones bajo el limite de
deteccion del método, por lo que no se observa la presencia de imidacloprid en ninguna

de las muestras estudiadas.
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