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“The ‘control of nature’ is a phrase conceived in arrogance, born of the Neanderthal age of
biology and philosophy, when it was supposed that nature exists for convenience of man.”

Rachel Carson - Silent spring - (2002).
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RESUMEN

El uso masivo de pesticidas de amplio espectro en el tiempo ha generado efectos adversos
sobre organismos no blanco. Las abejas domésticas (Apis mellifera) han sido uno de los
principales organismos afectados causando gran preocupacion por su importancia ecolégica y
economica. Las péerdidas de colonias de abejas meliferas y de otros polinizadores silvestres
principalemente en Europa y Ameérica del norte han causado gran preocupacion. Las causas de
estas pérdidas aun no se conocen con certeza, pero se piensa que podria deberse a un problema
multifactorial que incluye agentes bioldgicos, mala nutricion y el uso de agentes protectores de
cultivos o pesticidas, entre otras causas. La intensa actividad de recoleccion de las abejas
meliferas las expone a pesticidas de la agricultura y xenobioticos en general.

En Chile las regiones de Valparaiso (V) y O’Higgins (V1) presentan una alta actividad
agricola, alto uso de pesticidas e importante desarrollo apicola por lo que fueron consideradas
como regiones de riesgo para la salud de las abejas. En el presente proyecto se desarroll6 una
metodologia para la determinacion de algunos de los pesticidas mas usados en estas regiones
considerando los neonicotinoides; acetamiprid y tiametoxam, el fenilpirazol; fipronil, los
halogenados; acrinatrina y clorotalonil, y los organofosforados; metidation, diazinon, dimetoato,
metamidofos, clorpirifos, profenofos, azinfos metil y cumafos. La metodologia desarrollada fue
posteriormente utilizada en la determinacion de muestras de campo.

A través de la técnica de dispersion de matriz en fase solida (MSPD) para la extraccion y
limpieza de los analitos en conjunto con cromatografia de gases acoplada a detectores
especificos de micro captura de electrones (LECD) y fotometria de llamas (FPD) se logrd
establecer recuperaciones sobre un 60% de cada unos de los pesticidas mencionados al limite de
cuantificacién (LOQ; 0,005 — 0,050 pg/g) con una desviacion estandar (RSD) <16%. Con esta
metodologia se pudo detectar 9 de los 13 pesticidas seleccionados presentes en el 65% de las
muestras. Clorpirifos y acrinatrina fueron los pesticidas mas frecuentemente encontrados en
concentraciones que varian entre <0,015 (LOQ) — 0,067 pg/g y <0,020 (LOQ) — 0,026 pg/g
respectivamente. Seguidos de diazinon encontrado exclusivamente bajo el LOQ (<0,015 ug/g).
Las altas ventas de estos plaguicidas en las regiones afectadas y sus caracteristicas de
lipofilicidad podrian estar aumentando la exposicién de las abejas de estos sectores debido a una

acumulacién de los plaguicidas en el ambiente (como por ejemplo en la cera de las colmenas).
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ABSTRACT

A method based on matrix solid-phase dispersion (MSPD) associated to gas
chromatography-flame photometric detection (GC-FPD), GC-electron capture detection (GC-
ECD) and GC-mass spectrometry (GC-MS) for confirmation purposes, was developed for the
determination of a representative group of thirteen pesticides in honeybee with particular
concern in the apicultural field (fipronil, thiamethoxam, acetamiprid, acrinathrin, metamidophos,
dimetoathe, diazinon, chlorpyrifos, methidathion, profenophos, azinphos methyl, chlorothalonil
and coumaphos). Factors influencing the extraction efficiency of MSPD were investigated and
optimized through response surface method. The use of octadecylsilyl (C18) sorbent combined
with a florisil clean-up and acetonitrile-methanol (99:1) elution was the optimal condition for the
extraction of the selected pesticides. Under this condition the recovery of pesticides at the limit
of quantification (LOQ; 0.005 to 0.050 g g ) ranged from 60 to 101% with RSDs < 16%. The
proposed method was applied to the analysis of honeybees collected in 68 field hives from areas
of great apicultural and agricultural development in central Chile. In 65% of these samples nine
different pesticides were detected. Pesticides most frequently found were chlorpyrifos (35% of
the samples, <0.015-0.067 ng g, acrinathrin (34% of the samples, <0.020-0.026 pg g*) and
diazinon (11% of the samples at values <0.015 ug g™*). The incidence of these pesticides in bees

can be related to their sales volume, use to combat the varroosis in hives and hydrophobicity.
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INTRODUCCION

Los primeros registros del uso de pesticidas datan de hace 4500 de afios atras en Sumeria con
el uso de compuestos de azufre para controlar insectos y acaros, o el uso de mercurio y arsenico
para controlar piojos de cuerpo en China 3200 afios atras. Hasta el afio 1940 era comun el uso de
productos inorganicos y derivados del petréleo para el control de pestes, o que presentaba
grandes desventajas respecto a la alta tasa de aplicacion, baja selectividad y fitotoxicidad de
estos productos. Poco después de la segunda guerra mundial (1950s) se produjeron importantes
cambios en la agricultura. La creciente necesidad de alimentar a la poblacion post guerra empezé
a aumentar el uso de técnicas de monocultivo afectando el balance natural entre los cultivos y
con esto aumentd el ataque de pestes. Pero gracias al rapido desarrollo de la industria quimica de
este periodo se pudo hacer frente a este problema mediante el uso de compuestos protectores de
cultivo lo que motivo su estudio y desarrollo. Fue durante este periodo que se inicio el
descubrimiento de potenciales insecticidas como el organoclorado DDT en Suiza y la sintesis de
los primeros organofosforados en Alemania. ElI uso del DDT, particularmente, se masificd
debido a sus propiedades contra la malaria, fiebre amarilla y tifus descubiertas por el doctor
Paule Muller (Unsworth, 2017). Sin embargo, el éxito del intensivo uso de pesticidas dejo en
evidencia grandes consecuencias. Durante el afio 1962 fue reportado por Rachel Carson en su
libro Silent Spring los problemas del abuso de pesticidas en el ambiente. Entre 1970 y 1980 se
desarrollaron herbicidas como el glifosato, piretroides de tercera generacion y el uso de sprays
con bacilus thuringiensis como insecticidas y diversos fungicidas que tenian como objetivo
mejorar su selectividad. Desde la época de los ‘90 hasta la fecha se ha concentrado la busqueda y
desarrollo de pesticidas cada vez mas especificos para los organismos que necesitan combatir
(organismos blanco) y con menores impactos sobre el medio ambiente. Durante esta época se
comenzaron a desarrollar los primeros neonicotinoides, pesticidas sistémicos usados
principalmente como recubridores de semilla, los que el 2008 alcanzaron a representar el 80%
del mercado mundial. En la actualidad, se cuestiona su efecto sobre el medio ambiente en
especial sobre los polinizadores y se baraja la posibilidad de cambiar el uso de pesticidas por el
desarrollo de organismos genéticamente modificados resistentes a plagas (Jeschke et al., 2010;
Unsworth, 2017).



A pesar de los esfuerzos por obtener compuestos mas selectivos en su objetivo, muchos de
los pesticidas utilizados hoy en dia poseen un amplio espectro de accion lo que afecta a maltiples
organismos que muchas veces no son el blanco de accién. Por otro lado, algunas caracteristicas
fisicoquimicas de estos pesticidas pueden aumentar la probabilidad de contaminar el medio
ambiente, como por ejemplo una alta lipofilicidad, alta bioacumulacion, larga vida media y/o alta
capacidad de lixiviacion. Segun Pimentel (1995) un 99,7% del compuesto activo termina en
diferentes partes del ambiente y solo un 0,3% actua sobre el cultivo. El uso masivo de pesticidas
de amplio espectro a lo largo del tiempo termina induciendo resistencia de los organismos
blanco, contaminacion de los ecosistemas y multiples efectos adversos sobre organismos no
blanco entre otros efectos no deseados. Las abejas domeésticas o meliferas (Apis mellifera), han
sido uno de los principales organismos afectados, lo que causa una gran preocupacion debido a
su importancia ecoldgica y econdmica (Wilson et al., 1980; Hassall, 1990).

Entre el 78 y el 94% de las especies de plantas florales, dependiendo de su ubicacion
geogréfica, son polinizadas por animales (Ollerton et al., 2011) volviendo a la polinizacién un
proceso esencial para mantener la biodiversidad y funcionamiento de los ecosistemas (Kremen et
al., 2007; Klein et al., 2007). Una disminucion de los polinizadores podria interrumpir las
interacciones de mutualismo entre estos y las plantas, afectando potencialmente la persistencia
de poblaciones de plantas y desencadenando efectos en cascada de pérdida de biodiversidad
(Kiers et al., 2010; Aslan et al., 2013). La diversidad de la polinizacién aumenta la respuesta
reproductiva de las plantas, mas aun los cambios experimentados por la disponibilidad de
polinizadores pueden afectar el dinamismo de las especies en los ecosistemas (Geib & Galen
2012; Lundgren et al., 2015). En el trabajo de Lundgren et al. (2016) se determind una relacion
directa entre la reduccion de la disponibilidad de polinizadores y la reduccion en la diversidad y
abundacia de plantas. Asi mismo, la polinizacion afecta positivamente la biodiversidad de

algunos cultivos de uso humano proporcionando mayor cantidad de frutos (Klein et al., 2003).

Gran parte de los cultivos en el mundo dependen de la polinizacion directa por insectos
por lo que los agricultores han utilizado a la abeja doméstica como principal polinizador cuando
los insectos no visitan naturalmente sus cultivos (Williams, 1994; Klein et al., 2007). Los Gltimos

estudios han demostrado que la presencia de una diversidad de polinizadores disponibles



aumenta considerablemente el rendimiento de produccidn de frutos en la mayoria de los cultivos.
La polinizacién con A. mellifera aumenta en un 14% el rendimiento, mientras que cuando los
cultivos son visitados por una variedad de polinizadores se pueden observar aumentos de hasta
un 41%. A pesar de esto, la practica actual de la agricultura aun no ha masificado el uso
integrado de polinizadores silvestres que suplementen la polinizacion con A. mellifera haciendo
de esta actividad una de las mas relevantes en los mercados de la apicultura (Garibaldi et al.,
2013).

En Gallai et al., 2009 se estimd que el impacto econdémico de la polinizacion con insectos
sobre la produccion de cultivos usados directamente para la alimentacion humana corresponde a
USD 181 billones, lo que ademaés corresponde al 9,5% de valor total de produccién de alimentos
humanos a nivel mundial. En Chile, la apicultura, como una rama de la agricultura, es un rubro
de importancia econdémica, no s6lo por sus productos derivados, sino que también por su rol
fundamental en la polinizacion de especies vegetales productivas. En 2013 la miel fue el
principal producto pecuario primario de exportacion, alcanzando un valor de USD 27,2 millones
para 8195 toneladas exportadas. En el caso de la polinizacién, el valor pagado por sus servicios
se estima entre USD 10 y 15 millones. EI impacto econémico de la actividad se encuentra en un
rango de USD 225 a 450 millones (Namdar-Irani, 2006), que en términos de superficie alcanza
177000 hectareas polinizadas, area que considera cultivos de almendros, manzanos, perales,
frutales de carozo, paltos y semillas de hortalizas, entre otros (Estay et al., 2013).

La actividad agricola de cultivos de uso humano conlleva en su practica el uso de
diferentes xenobidticos que se distribuyen en el medio ambiente exponiendo a las especies que
estan a su alrededor. A. mellifera es un insecto social, y por lo tanto los miembros de una
colmena se veran afectados de manera directa o indirecta por la contaminacion con pesticidas.
En una colmena las abejas recolectoras son las primeras en verse afectadas y dependiendo del
grado de toxicidad pueden morir en el campo, en el vuelo de vuelta o en la colmena misma. Es
importante notar que las muertes de las abejas recolectoras fuerzan a las abejas mas jovenes a
salir al campo antes de lo normal, alterando el funcionamiento de la colonia. Por otro lado,

aunque en general las larvas presentan la mayor sensibilidad a los pesticidas, es la pérdida de una



parte importante de las recolectoras la que podria traducirse en el colapso y la muerte de la

colmena debido a la reduccion significativa de los suministros de néctar y polen (Sanford, 1983).

Pérdida de abejas meliferas en el mundo y sindrome de colapso de colonias (CCD).

En el dltimo tiempo se ha observado un aumento en las pérdidas de colonias de A. mellifera 'y
de otros polinizadores silvestres principalmente en Europa y América del norte. Esto ha
desencadenado una gran preocupacion debido a la importancia de estos insectos, como ya se ha
puesto de manifiesto previamente. Si bien aun se desconoce la causa de estas pérdidas
inesperadas, el aumento en la mortalidad se esta atribuyendo a varios factores, incluyendo
agentes bioldgicos; como el acaro parasito Varroa destructor o el microsporidio Nosema spp.
entre otras enfermedades, mala nutricién; por los monocultivos y el uso de agentes protectores de
cultivos o plaguicidas (Berthoud et al., 2010; Ellis et al., 2010; Le Conte et al., 2010; Potts et al.,
2010; Meixner, 2010; Dainat et al., 2013). Entre 1947 y 2008, la poblacidon total de abejas de
EEUU disminuyd en un 61% (Ellis et al., 2010; Meixner, 2010). Debido al comportamiento de
hibernacion en invierno de las abejas las pérdidas fueron determinadas de acuerdo a sobrevida
post invierno (para EEUU el periodo de invierno esta determinado entre 01 de octubre hasta el
01 de abril). Durante la hibernacion las abejas domésticas quedan propensas a infecciones debido
al confinamiento por lo que es normal que sufran ciertas bajas en la poblacién. Sin embargo,
durante el periodo entre 2006 y 2014 se tuvo pérdidas de alrededor del 30% cuando las pérdidas
usuales, previas a este periodo en EEUU, variaban entre 13,2% a 17,6% (vanEngelsdorp et al.,
2007; vanEngelsdorp et al., 2010; vanEngelsdorp et al., 2011; vanEngelsdorp et al., 2012;
Spleen et al., 2013; Steinhauer et al., 2014; Lee et al., 2015). En el 2014 la pérdida promedio
post-invierno fue de 44.8%, una de las cifras mas altas de los Gltimos 7 afios (Lee et al., 2015).
Este mismo escenario se ha observado en otros paises como Canada, China, Europa, Israel y
Turquia, donde los apicultores también han reportado altas perdidas post-invierno entre los
periodos 2008-09 y 2009-10 (van der Zee et al., 2012). Las pérdidas reportadas van desde bajas;
menos del 5% (van der Zee et al., 2012) hasta pérdidas altas; de 20-50% (Mutinelli et al., 2010;
Vejsnaes et al., 2010; Brodschneider et al., 2010; Aston et al., 2010; Soroker et al., 2010;
Neumann & Carreck, 2010; Pirk et al., 2014).



La aparicion del denominado Sindrome de Colapso de Colonias (CCD, por su nombre en
inglés Colony Colapse Disorder) parece ser otro contribuyente importante en el aumento de la
mortalidad de estos insectos. Numerosos estudios cientificos se han desarrollado con el fin de
determinar sus causas, lo que ha provocado ademés un gran revuelo medidtico. A pesar de los
actuales esfuerzos cientificos, aun no es posible identificar una causa comudn en todas las
colonias afectadas, lo que parece indicar que se trata de un problema causado por multiples
factores. Una de las causas probables que se ha estudiado en el dltimo tiempo es la contribucion
de factores antropogénicos que puediesen aumentar la predisposicion de las abejas a infecciones
por agentes bioldgicos y alterar ademas su respuesta inmunologica frente a patdgenos que antes

eran facilmente combatidos (Williams et al., 2010).

El CCD se caracteriza por una rapida disminucion de la poblacion adulta (abejas obreras),
dejando las larvas y la reina pobre o completamente desatendidas. Debido a la gran complejidad
en la organizacion de la colmena, sin las abejas adultas las colonias colapsan. Es importante
destacar que durante este fendmeno en particular no se observan abejas muertas alrededor de la

colmena afectada (Farooqui et al., 2013).

En el marco del uso de abejas meliferas como polinizadoras de los cultivos de almendras en
California, en EEUU se desarroll6 un seminario para discutir las causas de la diminucién de la
sobrevida de las abejas polinizadoras. Durante éste se clasificé las causas en probables,
contribuyentes e indeterminadas. Entre las mas probables se destaco la infeccidn por parasitos,
bacterias y virus, y el déficit nutricional producto de los monocultivos. Mientras que dentro de
las causas contribuyentes se encuentran los pesticidas neonicotinoides y acaricidas internos, los
que actuarian atenuando el sistema inmunitario de las abejas, permitiendo mayor susceptibilidad
a infecciones. Finalmente, entre las causas indeterminadas se encuentra el uso de otros

pesticidas, fungicidas, entre otras causas (Staveley et al., 2014).

La intensa actividad de recoleccion de las abejas meliferas, que aseguran la polinizacion de la
flora circundante, es el comportamiento mas relevante que las expone a pesticidas de la
agricultura y contaminantes en general. Una abeja puede hacer numerosos vuelos de recoleccion

por dia, con distancias que van entre 1,5 a 6 km mas alla de la colmena. Se ha reportado incluso



vuelos largos de hasta 10 km (Beekman & Ratnieks, 2000). Durante su actividad de recoleccién
toman considerables cantidades polen, néctar y agua que llevan de vuelta a la colmena para
constituir el alimento de almacenamiento para adultos y larvas. Es por esto que la exposicién a
productos de proteccién para cultivos podria no solo ocurrir en el lugar de recoleccion, sino que
también acumularse en la colmena, afectando tanto a las abejas adultas como a las larvas y la

reina.

En América del Sur, sin embargo, el escenario ha sido diferente, asi como en Africa y
Australia, no se han reportado casos de perdidas de colonias masivos debido a pérdidas de abejas
adultas sin causas determinadas como se ha visto en Europa y América del Norte (Neumann &
Carreck, 2010). En Chile se han reportado pérdidas debido a Varroa producto de una tardia
aplicacion del control de &caros o debido a problemas nutricionales. Ademas de un caso de
pérdidas de cientos de colonias de abejas utilizadas para la polinizacion durante el verano de
2009 lo que podria haber sido causado por intoxicacion con pesticidas debido a exposicion a
areas de intensas practicas de agricultura. Sin embargo, no ha sido reportado hasta la fecha casos
de pérdidas mayores que no estén asociados a una causa determinada o a la exposicion a zonas

de intensa actividad agricola (Vandame & Palacio, 2010; Agrochemicals.iupac.org, 2013).

Agricultura y venta de plaguicidas en la V' y VI region de Chile.

Para este estudio se seleccionaron las regiones de Valparaiso (V) y O’Higgins (V1) de Chile
por su gran actividad agricola, alto uso de pesticidas y importante desarrollo apicola (ODEPA,
2017). La superficie plantada de especies mayores de frutales en el afio 2015 para la V region
correspondi6 a 49.619 Ha mientras que la VI region 77303 Ha correspondientes al 15,72% y
24,48% respectivamente del total de frutales plantados en el pais (ODEPA, 2017). Los
principales cultivos que visitan las abejas meliferas en estas regiones son paltos, duraznos,
nectarines, citricos, almendros, castafios, damascos, cerezos, bayas, kiwis, perales, ciruelos y

manzanos (Agdev.anr.udel.edu, 2000).

A nivel nacional, durante el afio 2012 (que corresponde a la informacion obtenida del

ultimo informe publicado hasta la fecha) se vendieron casi 39 mil toneladas de plaguicidas


https://www.apidologie.org/articles/apido/full_html/2010/03/m09133/m09133.html?mb=0#R42

para uso agricola. Tan solo en la VI region se vendieron 10976 ton y 2729 ton en la V region
(Sag.gob.cl, 2012). De estos pesticidas se seleccionaron un grupo representativo de pesticidas
NO, HAL y OPP, en la tabla 1 se resumen algunos aspectos generales junto con el nimero
de ventas registrados por el SAG de cada uno de los plaguicidas seleccionados.
Adicionalmente, se incorporoé al estudio el ectoparasiticida cumafds por su aplicacion directa
en las colmenas para tratar la infeccion por varroa, plaga que a la fecha se encuentra dispersa
por todo el territorio nacional. A pesar de que no se conoce su volumen de venta fue
considerado por su aplicacion directa a los panales. Todos estos pesticidas son utilizados para
la proteccion de cultivos que pueden ser visitados por las abejas o como aplicacion directa en

el caso de la acrinatrina y cumafos para el control de enfermedades en las colmenas.



Tabla 1. Resumen de ventas registradas por SAG el afio 2012 de los pesticidas seleccionados.
La cantidad de pesticidas vendidos esta registrada en Kg o L, segun corresponda a su estado a
temperatura ambiente. Los ultimos informes de venta de plaguicidas registrados por el SAG
publicados corresponden a los del afio 2012. Ademas, se incorpor6 una clasificacion segun el
tipo de pesticida; OPP, HAL y NO, y segun su efecto; insecticidas, fungicidas o acaricidas. Los
volimenes de venta de los pesticidas en mezclas entre pesticidas y con los piretroides (PIR)
cipermetrina, deltametrina y lambda-cihalotrina también estan incluidos.

Volumen de ventas (Kg o

Compuesto activo Tipo Efecto By .
V Region VI Regidn
Clorpirifés OPP/HAL Insecticida 93850 309659
Profenofos OPP/HAL Insecticida 2468 23439
Metamidofds OPP Insecticida 34760 36509
Dimetoato OPP Insecticida 4861 14811
Diazinén OPP Insecticida 4685 66606
Metidation OPP Insecticida-acaricida 3641 48671
Azinf6s-metilo OPP Insecticida 17246 89364
Clorotalonil HAL Fungicida 16474 46930
Fipronil HAL Insecticida 5 1
Acrinatrina HAL Insecticida-acaricida 901 1688
Tiametoxam NO Insecticida 3080 3472
Acetamiprid NO Insecticida 2918 8626
Imidacloprid NO Insecticida 14065 11056
Clorpirifés / dimetoato Mezcla Insecticida/ Insecticida 4445 13059
Clorpirifos / cipermetrina Mezcla OPP/ Insecticida/ Insecticida 440 51
Tiametoxam / lambda- Mezcla NO/ PIR  Insecticida/ Insecticida 4230 10983
Acetamiprid / lambda- Mezcla NO/ PIR  Insecticida/ Insecticida 1120 117
Imidacloprid / Mezcla NO/ PIR Insecticida/ 405 550




Interaccion de pesticidas con patogenos.

Otros factores de riesgo pueden verse potenciados por la exposicion a pesticidas. La
presencia de estos compuestos ha mostrado alterar la respuesta de las abejas a enfermedades que
usualmente logran controlar con facilidad. Por un lado, el contacto de ciertos pesticidas podria
inducir una mayor probabilidad de infeccidn por patdgenos como el microporidio Nosema spp o
aumentar la carga de virus como el de la reina negra (BQCV) (Pettis et al., 2012; Doublet et al.,
2015). Fungicidas que habitualmente son considerados de baja toxicidad para las abejas son
aplicados durante la época de floracion y por ende tienen una alta exposicion para las abejas, y
algunos de ellos han mostrado aumentar las tasas de infeccion por Nosema spp (Pettis et al.,
2013). Asi mismo, pesticidas como el imidacloprid actian de manera sinérgica con este parasito,
induciendo en conjunto un aumento en la mortalidad por su infecciéon (Alaux et al., 2010). Lo
mismo ocurre con fipronil y Nosema ceranae que pueden sensibilizarse el uno al otro tras una
aplicacion secuencial (Aufauvre et al., 2012). Durante el desarrollo embrionario la exposicion a
pesticidas afecta a la susceptibilidad a Nosema spp. en la etapa adulta de las abejas (Wu et al.,
2012). Maés aun, la exposicion a NO como el clotianidin disminuye las defensas de las abejas y
permite un aumento en la replicacion del virus de las alas deforme, disminuyendo el factor
transcripcional NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas) en las células B de insectos, lo que también se observa con la exposicion a
imidacloprid (Di Prisco et al., 2013).

Métodos de cuantificacion de pesticidas en abejas.

Las propiedades quimicas y fisicas de los pesticidas pueden diferir considerablemente
dependiendo de su estructura. La presencia de heteroatomos (halégenos, fosforo, nitrégeno, etc.)
adquiere gran relevancia a la hora de detectar estos pesticidas. Por otro lado, las diferencias en la
volatilidad de los compuestos también es clave para algunas técnicas de andlisis de pesticidas. En
la tabla 2 se presentan valores para algunas de las propiedades fisicoquimicas de los pesticidas
seleccionados en este estudio. Estas diferencias en las propiedades dificultan la posibilidad de
desarrollar un método uUnico para medicion de distintos tipos de pesticidas, o métodos

multiresiduos. A pesar de esto, estos metodos son altamente necesarios hoy en dia para regular el



uso de quimicos como los pesticidas en diferentes industrias. Los niveles maximos de residuos (o
tolerancias) han sido establecidos en la mayoria de los paises para regular la presencia de
pesticidas en alimentos, agua de consumo y matrices ambientales con el fin de evitar impactos
adversos en la salud publica. El impacto de los pesticidas sobre el medio ambiente puede causar
diversos efectos tanto en el ecosistema como en los mismos cultivos de uso humano, por lo que
existe un gran namero de laboratorios involucrados en la supervision de los niveles maximos de
residuos y/o en la identificacion y cuantificacién de los residuos de pesticidas en matrices
ambientales. En este contexto el desarrollo de métodos para la cuantificacion de residuos de

pesticidas ambientales es un area en permamente progreso (Barker, S. A., 2007).

Tabla 2. Resumen de las propiedades fisicoquimicas de plaguidas seleccionado. Se detallan las
caracteristicas fisicoquimicas de solubilidad en agua a 20°C, logP como mediada de lipofilicidad
(@ 20°C y pH 7) y la presion de vapor a 25°C como medida de volatilidad (PubChem Substance
and Compound databases).

Compuesto activo Solubilidad (mg/L) logP Presion de vapor (mPa)
Acrinatrina 0 6,300 0.0000440
Clorotalonil 1 2,940 0,076
Clorpirifos 1 4,700 1,430
Coumafos 2 4,130 0,013

Fipronil 4 3,750 0,002
Diazinon 60 3,690 11,970
Acetamiprid 2950 0,800 0,000173
Tiametoxam 4100 -0,130 0,0000066
Metamidofos 200000 -0,790 2,300

Usualmente, los métodos para la determinacion de cantidades traza de pesticidas volatiles
0 semi-volatiles se basan en el uso de cromatografia gaseosa (GC) en combinacion con
detectores especificos, como el detector de nitrogeno-fosforo (NPD), fotométrico de llama
(FPD), detectores altamente sensibles como el detector de captura de electrones (ECD) o bien en
conjunto a espectrometria de masas (MS) con fines confirmatorios (Lehotay, 2005 b). La
popularidad de la GC asociada a los detectores ya mencionados, se basa en su mayor selectividad
y resolucién respecto a la cromatografia liquida (LC), buena precision, amplio intervalo

dinamico de concentraciones y elevada sensibilidad.
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Cabe sefalar que una vez que se han establecido los requerimientos de calidad analiticos
(limite de deteccién y cuantificacion, exactitud, precision, sensibilidad, selectividad) para un
método, es necesario también lograr algunos beneficios practicos (alto rendimiento de muestras,
robustez, facilidad de uso, bajo costo y mano de obra, minimo uso de disolvente y generacién de
residuos, bajo riesgo ocupacional y ambiental, pequefias necesidades de espacio, y materiales).
Varios métodos disefiados para determinar multiples residuos se han mejorado en el tiempo, sin
embargo, es dificil lograr alcanzar resultados de alta calidad para un gran rango de pesticidas y

ademas alcanzar los beneficios practicos mencionados anteriormente.

La determinacion de residuos en abejas es un problema analitico desafiante debido a que
éstas poseen un alto contenido en &cidos grasos los que son co-extraidos con los analitos
interfiriendo con los instrumentos de medicion. Durante la preparacion de las muestras previo al
analisis, un procedimiento comun es la extraccién con solventes organicos tal como el hexano
(Garcia et al., 1996; Garcia et al., 1995), diclorometano (Menkissoglu-Spiroudi et al., 2000)
(Fernandez et al., 2001 a) o acetato de etilo (Rathi et al., 1997), para luego remover potenciales
interferentes, a través de un paso de limpieza, antes de empezar el analisis cromatografico
(Garcia et al., 1996; Menkissoglu-Spiroudi et al., 2000); Fernandez et al., 2001 b). A pesar de
esto, los problemas asociados a la presencia de lipidos co-extraidos puede persistir, lo que afecta
principalmente al inyector y columna capilar del instrumento, deteriorandola y conllevando a
pérdidas en eficiencia (Gillespie et al., 1991). Para lo cual es necesario la aplicacion de métodos
de extraccion de los analitos y limpieza de interferentes que permitan el analisis de una muestra

mMAs pura respecto a presencia de interferentes.

Métodos para extraccién y limpieza

Diferentes procesos para la extraccion de pesticidas desde abejas han sido reportados entre
lo cuales se incluyen extraccion solido liquido (SLE) con diferentes solventes (Fernandez et al.,
2001 b; Charlton & Jones, 2007; Walorczyk & Gnusowski, 2009; Kiljanek et al., 2016),
variaciones del método de QUEChERS (Walorczyk & Gnusowski, 2009; Kiljanek et al., 2016),

cromatografia de permeacion en gel (Rossi et al., 2001; Charlton & Jones, 2007), extraccién en
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fase solida (SPE) (Charlton & Jones, 2007), microxtraccion en fase solida (Fernandez et al.,
2001 b) y MSPD (Barker, 2007).

El método de QUEChERS (por su nombre en inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged,
and Safe), que provee resultados de alta calidad de manera rapida, facil y poco costosa, ha sido
validado para mas de 200 pesticidas (Lehotay et al., 2005 b), incluso en matrices de alto
contenido graso (Lehotay et al., 2005 a). EI método de QUEChERS tiene varias ventajas sobre
otros métodos de tratamiento: altas recuperaciones (>85%), logradas para un amplio rango de
polaridad y volatilidad de pesticidas; alto rendimiento de muestras (10-20 muestras en 30 a 40
minutos); poco uso de solvente y produccion de desechos; bajo uso de personal sin capacitacion
extensiva; poco equipamento o0 espacio necesario; robusto, debido a que la extraccion remueve

los acidos organicos; econdmico y minima exposicién del operario a solventes.

Brevemente, este método utiliza un solo paso de extraccién con acetonitrilo (ACN) desde la
muestra tamponada convenientemente. Se aplica un efecto de “salting out” y retencion de agua
desde la muestra, usando sulfato de magnesio anhidro (MgSOa), lo que ademéas induce la
particion liquido-liquido. Para la etapa de limpieza se usa una extraccion dispersiva en fase
sOlida, utilizando una amina primaria secundaria (PSA) y/o un adsorbente octadecilsililo (C18)
para remover los &cidos grasos de los componentes y MgSQOa anhidro para reducir el agua
remanente en el extracto. Luego los extractos pueden ser analizados por LC y GC combinados
con MS para determinar un amplio rango de pesticidas, alcanzando limites de cuantificacion
(LOQ) <10 ng/g usando GC-MS. El método QUEChERS ha sido empleado en la preparacion de
muestras de abejas previo a la determinacion de pesticidas NO y OPP, ya sea mediante LC o0 GC,
con recuperaciones comprendidas entre 60 y 120% vy limites de deteccion entre 1 y 10 ng/g
(Kamel et al., 2010; Wiest et al., 2011; Tapparo et al., 2013).

Otro método para extraer pesticidas desde tejidos vegetales y animales es la MSPD. Este
método a sido escasamente propuesto para la extraccion de pesticidas desde abejas para analisis
cromatografico (Fernandez et al., 2002; Totti, et al., 2006; Morzycka, 2002; Lozowicka, 2013).
La principal ventaja de este método es que logra simultanea y efectivamente la extraccion de los

analitos de interés y la limpieza del extracto. Lo que constituye una ventaja al disminuir el
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numero de etapas de la metodologia y por ende el error experimental que cada procedimiento
agrega al error total del método. La aplicacion de MSPD en la determinacién de muestras solida
ricas en grasa y pigmentos como los tejidos animales puede reducir el tiempo de analisis,
aumentar el rendimiento, acortar el tiempo de respuesta, reducir el uso de solventes y la
producciéon de residuos, y eliminar la formacién de emulsiones que se observan en las
extracciones clasicas, mientras se provee de resultados iguales o mejores que los metodos
tradicionales. En este método la muestra se coloca en un mortero que contiene un material de
soporte tal como la silica derivada de C18. El soporte sélido y la muestra son mezclados
manualmente usando el mortero. De esta manera, la base sélida de silica irregular sirve como un
abrasivo que promueve la ruptura de la arquitectura general de la muestra, induciendo lisis de las
células y otras estructuras. Los estudios muestran que la muestra se distribuye sobre la superficie
del material sélido aumentando el area de superficie de la muestra disponible para extraccion
(Barker et al., 2000 a y b) (Barker et al., 1993); (Barker et al., 1989). EI material mezclado se
empaca en una columna adecuada, la que puede contener silica, florisil o carbon activo (GCB),
entre otros, con el fin de eliminar interferentes por adsorcién. Los analitos son entonces eluidos
secuencialmente con distintos solventes. MSPD ha sido igualmente empleada en un método para
la determinacion de residuos de pesticidas en abejas mediante GC, utilizando florisil como
dispersante-abrasivo, en una columna con C18 para limpieza y ACN para la eluciéon de los
analitos (Lozowicka B. 2013). Las recuperaciones reportadas estan entre 70 y 120% con limites
de deteccion entre 3 y 40 ng/g. También se ha reportado su uso para determinar distintos
compuestos activos en abejas mediante LC-MS. En este caso, los autores mencionan el uso de
C18 como dispersante-abrasivo, sin fase de limpieza adicional y el uso de diclorometano-
metanol para la elucion de los analitos con recuperaciones entre 60 y 99% vy limites de deteccidn
(LOD) de 6 a 80 ng/g (Totti et al., 2006).

Meétodos de deteccion

Para la determinacion de pesticidas en abejas se ha empleado QUEChERS en conjuto con
GC y LC acoplada a detectores de MS y MS/MS (Amulen et al., 2017; Kiljanek, et al., 2017) y
GC acoplada a detectores especificos como captura de electrones (GC-ECD), obteniendo limites

de cuantificacion entre 0,200 — 0,696 ng/g para pesticidas HAL (Amulen et al., 2017). Por otro
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lado, MSPD ha sido utilizada en conjunto con LC acopada a detector de MS y MS/MS en
tandem con limites de cuantificacion de 0,8 ng/g (Fernandez et al., 2002; Totti et al., 2006;
Garcia et al., 2017) ademas de acoplada a detectores especificos (Lozowicka, 2013) con limites
de deteccion varibales menores a 10 ng/g. Si bien las técnicas cromatograficas acopladas a
detectores MS/MS tienen bajos limites de deteccion y permiten identificar con certeza los
analitos de interés, estas son de alto costo en equipamiento y requieren de personal especializado
para su utilizacion. Por otra parte, las técnicas cromatogréficas asociadas a detectores
especificos, si bien presentan menor certeza en la identificacion de los compuestos, pueden ser
efectivamente utilizadas como métodos de screening para grandes nimeros de muestras, tienen
bajos limites de deteccidn y con una certeza de identificacion significativa en aquellas de alta
especificidad en la deteccion (como GC-FPD). Ademés, gracias a su menor costo de
equipamento y menor dificultad de uso se vuelven una buena alternativa para la réapida

determinacion de ciertos pesticidas de amplio uso.

En el presente estudio se propone la utilizacién de GC asociada a detectores especificos de
micro captura de electrones (GC-UECD) y GC-FPD para la determinacion de un grupo

representativo de pesticidas volatiles de los grupos HAL, OPP y NO.

Determinacion de pesticidas neonicotinoides por cromatografia gaseosa

En principio, debido a que los pesticidas NO tienen baja volatilidad, la cromatografia de
gases podria ser descartada como método de deteccion. Sin embargo, en la literatura se ha
descrito que es posible medir los pesticidas neonicotinoides imidaclorpid, clotianidin vy
tiametoxam a través de algunos de sus compuestos de degradacion volatiles generados ya sea por
hidrélisis en medio béasico (Navalén et al., 1997), por oxidacién (Ko et al., 2014) o uso de
productos derivatizantes para obtener compuestos volatiles (Schwartz et al., 2000; Li et al.,
2012). Por ejemplo, la hidrélisis de imidacloprid en medio basico a 85°C, durante 15 minutos,
permitio su deteccion mediante GC-MS obteniendo un peak estable por al menos 24 h y con ello
su determinacion en vegetales mediante esta técnica (Navalon et al., 1997). Por otra parte, en
trabajos realizados en el Laboratorio de Quimica Analitica de Contaminantes Organicos y

Elementos Traza, donde se desarrollo el presente proyecto; se ha observado que la foto-
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degradacion de imidacloprid con radiacion UV en medio basico genera productos que serian
volatiles y por lo tanto susceptibles de ser determinados con GC. Esta reaccion es mucho mas
rapida que la hidrolisis comdn y por lo tanto podria ser una alternativa como etapa previa a la

cromatografia.

De acuerdo con los antecedentes expuestos y considerando que tanto los HAL como OPP
son medidos a través de GC, se propone el desarrollo de una metodologia Unica para determinar
un grupo seleccionado de pesticidas OPP, HAL y NO, en abejas mediante tratamiento de las
muestras por MSPD o QUEChERS y posterior deteccion a través de GC asociada a detectores
especificos. Esta metodologia luego sera utilizada para determinar el estado de exposicion de
apiarios de la V' y VI regidén a plaguicidas potencialmente riesgosos para la salud apicola; datos
que luego seran correlacionados con caracteristicas y el volumen de venta de estos plaguicidas y

con la presencia de infeccion por N. ceranae.
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HIPOTESIS

Las abejas de apiarios ubicados en la V y VI region de Chile presentan
contaminacion por plaguicidas de los grupos organofosforados, halogenados y/o neonicotinoides
que son utilizados para el control de plagas en la produccidn agricolas de estas regiones.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de un grupo representativo de pesticidas organofosforados,

halogenados y neonicotinoides, en muestras de abejas de la VV y VI region de Chile

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Desarrollar un método para la determinacion de los plaguicidas neonicotinoides; acetamiprid
y tiametoxam, el fenilpirazol; fipronil, los halogenados; acrinatrina y clorotalonil, y los
organofosforados; metidation, diazinon, dimetoato, metamidofos, clorpirifos, profenofos,
azinfos metil y cumafds, en abejas, mediante cromatografia de gases y deteccion por captura

de electrones o fotometria de llama.

2. Evaluar los métodos MSPD y QUEChERS como tratamiento de muestras para extraer y
concentrar los citados plaguicidas desde abejas, para su posterior determinacion mediante

cromatografia de gases y deteccidn por captura de electrones o fotometria de llama.

3. Determinar los compuestos antes detallados en muestras de abejas recolectadas en apiarios

ubicados en diferentes comunas de la VV y VI regiones.

4. Establecer posibles relaciones entre la presencia de los plaguicidas en las abejas y la de
diferentes cultivos ubicados en las proximidades de los apiarios y con la presencia de

infeccion por Nosema ceranae.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A

Tubos de ensayo 15 mL

Tubos de centrifuga de propileno co-polimero de 30 mL con tapa rosca, Naglene
Micropipetas 20 — 100 pL y 100 — 1000 pL

Estandares analiticos

Los estandares analiticos de los pesticidas; Clorotalonil, Clorpirifos, Tiametoxam, Fipronil,
Profenofos, Acetamiprid, Acrinatrina, Metamidofos, Dimetoato, Diazinon, Metidation, Azinfos-
metil, Coumafds, se obtuvieron de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA vy todos tienen una
pureza > 98%. Los patrones internos; Trifenifosfato y Pentacloronitrobenceno fueron obtenidos
desde Aldrich y tienen una pureza > 99%. El protector de analito a-gluconolactona fue obtenido

de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA y tiene una pureza > 97%.

Reactivos

Hidroxido de Sodio obtenido de MERCK con una pureza > 99%

Sufato de Magnesio anhidro para anélisis; EMSURE® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) con una pureza > 96%

Acetato de Sodio anhidro para analisis, EMSURE® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) con una pureza > 99%

Columnas de limpieza para extraccion en fase sdlida (SPE); Clean-up® Silica (15 mL, 2
g); Clean-up® GCB no poroso (6 mL, 0.5 g) y Enviro-clean® florisil (15 mL, 2 g) y sorbente
Selctrasorb® C18 para dispersion de matriz en fase solida (MSPD) fueron obtenidos de UCT
(Bristol. PA, USA).
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Solventes

Acetonitrilo para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) de pureza > 99,9%

n- Hexano para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) de pureza > 98%.

Acetato de etilo para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK
(Darmstadt, Alemania) de pureza > 98,9%.

Metanol para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) de pureza > 99,8%.

Agua calidad nanogrado

Acetona para GC-UECD LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt, Alemania) de

pureza > 99.9 %.

Equipos

Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890B equipado con un detector de micro
captura de electrones; inyeccion automatica y una columan capilar HP-5 (30mx0.32 mm i.d.,
0.25 um espesor de pelicula). Como gas portado se utilizé argén-metano (99.995%).

Cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 Series 11 equipado con detectores de captura
de electrones y de fotometria de llamas y una columa capilar BPX5 (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25
um espesor de pelicula). Se utiliz6 como gas portador helio y como gas auxiliar nitrogeno
(ambos 99.995%).

Dos rotavapores marca Heidolph con bafios termoregulados OB2001 y WB2000; y
regulador automatico VV2000.

Dos sonicadores ISOLAB Laborgerédte GmbH y EIma TRANSONICDIGITAL.

Ultracentrifuga HERMLE Labortechnik GmbH modelo Z216MK.

Balanza analitica Precisa 40SM — 200A.

Balanza de precision modelo precisa 4000C.

Vortex

Molinillo para café marca Sindelen modelo Mol-165
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METODOS

Desarrollo de método cromatogréfico.
Soluciones stock

Se prepararon soluciones stock de 1000 pg/L en ACN para los plaguicidas seleccionados
y a partir de estas se prepararon las soluciones de concentraciones requeridas para cada

experiencia en el mismo solvente o en acetona.

Meétodo cromatogréafico para organofosforados

Se utiliz6 las soluciones estandar preparadas en ACN para determinar los tiempos de
retencion y optimizar la separacion cromatografica de los 8 plaguicidas OPP seleccionados;
metamidofos (0,015 pg/mL), dimetoato (0,015pg/mL), diazinon (0,045ug/mL), clorpirifos
(0,045ug/mL), metidation (0,045 pg/mL), profenofos (0,045 pg/mL), azinfos-metil (0,150
ug/mL), cumafés (0,075 ug/mL) y el patron interno trifenilfosfato (TFF) (0,100 pg/mL) para

eliminar las diferencias producidas por el efecto de la inyeccion manual.

Para la determinacion de los pesticidas organofosforados se uso un cromatégrafo de gases
(Agilent Hewlet-Packard 5890 Serie Il) equipado con GC-FPD. Para la separacion analitica de
los compuestos se empled una columna capilar BPX5 de 30 m, fase de fenil polisilfenileno -
siloxano con un diametro interno de 0,25 mm y 0,25 um de espesor de pelicula. Se inyecté 1 pL
de estandar que contenia los ocho compuestos y TFF como patrén interno, en modo sin division
con 1,5 minutos de tiempo de acumulacion, 250°C temperatura del inyector y 280°C del
detector. Como gas transportador se utilizd helio extra puro (99,995% de pureza) a un flujo de
1,8 mL/min y nitrégeno como gas auxiliar. Para la llama se utiliz6 hidrogeno y una mezcla de
aire sintético instrumental (21 + 2% O> + N2). El programa de temperatura que permitio una
correcta resolucion de los compuestos fue el siguiente: una temperatura inicial de 70°C que se
mantuvo durante 2 minutos para luego ser aumentada a 25°C por minuto hasta los 250°C, luego
una segunda rampa de 50°C por minuto hasta 320°C la que se mantuvo durante 7 minutos

obteniéndose un programa de aproximadamente 18 minutos de duracion.
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Metodo cromatogréafico para halogenados y neonicotinoides

Se utilizé soluciones estdndar preparadas en ACN para determinar los tiempos de
retencidn y optimizar la separacion cromatografica de los 2 plaguicidas NO; tiametoxam (0,050
ug/mL) y acetamiprid (0,200 pg/mL), 3 HAL; clorotalonil (1,0 pg/mL), fipronil (0,025 pg/mL) y
acrinatrina (0,100 pg/mL) y los 2 OPP, que también contienen cloro, clorpirifos (0,025 ug/mL) y
profenofos (0,075ug/mL), y el patrén interno pentacloronitrobenzeno (PCNB) (0,1 pg/mL).

Para la determinacion de los pesticidas mencionados se usé un cromatdgrafo de gases
(Agilent technologies 7890B) equipado con un detector de HECD. Para la separacion analitica de
los estos compuestos se emple6 una columna capilar HP-5 de 30 m, fase (5% fenil)-
metilpolisiloxano, didmetro interno de 0,32 mm y 0.25 um de espesor de pelicula. Se inyect6 2
pL de estdndar que contenia los compuestos y PCNB como patrén interno, en modo sin division
con 1 minuto de tiempo de acumulacion, 250°C temperatura del inyector y 320°C del detector.
Se utilizd una mezcla de argon-metano al 99,995% de pureza como gas transportador. El
programa de temperatura que permitio una correcta resolucion de los compuestos fue el
siguiente; se inicié con 120°C por 1 minuto, luego fue llevado a 190°C a 15 °C por minuto e
inmediatamente se llevd a 230°C a 8°C por minuto, finalmente, se llevd a 280°C a 20°C por
minuto donde se mantuvo por 6 minutos obteniéndose un programa de aproximadamente 20

minutos.

Degradacion de neonicotinoides para determinacion por GC.

Soluciones de imidacloprid, acetamiprid, tiametoxam y clotianidin de 40 pug/mL en ACN
se sometieron a tres procesos de degradacion; foto-degradacion por irradiacion con luz uv,
hidrolisis en medio basico asistida con bafio termorregulado y con microondas, para generar
productos de degradacion detrminables a través de cromatografia gaseosa. La fotodegradacion se
realizd con una lampara uv de 254 nm, exponiendo las soluciones a intervalos de 2 minutos entre
2 y 18 minutos. La hidrélisis en medio basico de 0,04 M de NaOH se realizé usando un bafio
termorregulado a 85 °C en intervalos de 5 minutos entre 15 a 50 minutos (adaptacién de Navalon

et al. (1997). La hidrolisis en el mismo medio con la asistencia de microondas fue a 200 W
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durante 5 minutos. La condicion de este ensayo se optimizd a través de una respuesta de
compromiso de un disefio experimental Doheler con 7, 5y 3 niveles para la potencia (140 -

200W), el tiempo (2-7 minutos) y la concentracion de NaOH (0,2 — 0,6 M), respectivamente.

Meétodos de extraccion de pesticidas.

QUECHERS

Se utilizaron abejas blanco (ver detalles en seccion recoleccién de muestras) para
determinar el rendimiento de extraccion del método de QUECHER descrito en Kiljanek et al.
(2017) modificado como sigue. A 1 g de muestra previamente fortificada con los patrones en un
tubo falcon de 15 mL se le agregd 10 mL de agua nanogrado, 10 mL de ACN con 1% de acido
acetico glacial y 3 mL de n — hexano, la mezcla se homogeneiz6 con la ayuda de vortex durante
30 segundos. Luego sobre esto se agrego 4 g de MgSOs4, 1 g de NaCl y 1 g de NaOAc y se
homogeneiz6 con vortex durante 1 minuto para luego centrifugar durante 15 minutos a 1160 rcf.
Se separd el sobrenadante en otro tubo y se le agregd 350 g de PSA y 1 g de MgSOa, se
homogeneiz6 nuevamente con vortex durante 1 minuto para luego centrifugar durante 15
minutos a 1160 rcf. Se colectan 7 mL del sobrenadante los que fueron llevados a sequedad con

un rotavapor y se reconstituyé en 0,5 mL de ACN.

Dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

Se utilizaron abejas blanco (ver detalles en seccion recoleccién de muestras) para
determinar el rendimiento de extraccion del método MSPD. A 1 g de homogeneizado de abejas
previamente fortificada con los patrones se le agregaron 2 g de C18 como fase adsorbente-
dispersante y con ayuda de un mortero de vidrio se mezcld durante 5 minutos hasta obtener una
mezcla semi seca. La mezcla se incorpor6 en una columna desechable pre-llenada con 2 g de
florisil como co-sorbente y se cubri6é con lana de vidrio silanizada. La columna preparada fue
sometida a una etapa de lavado con 10 mL de n-hexano los que fueron descartados. Luego los
analitos fueron eluidos con 12 mL de una mezcla de ACN con 1% de metanol. Posteriormente se

llevd a sequedad usando un rotavapor a 50°C y se reconstituy6 en 1 ml de acetona para lo cual
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fue necesario afadir un paso de sonicacion en orden de desprender los residuos que quedan
adheridos a las paredes del balon, y uno de centrifugacion 5 minutos a 21380 rcf previo al

andlisis cromatografico para evitar incorporar particulas al sistema de inyeccion.

Optimizacion de MSPD

Con abejas blanco (ver detalles en seccion recoleccion de muestras) se probd en primer
lugar la eficiencia de limpieza de matriz de tres co-sorbentes contenidos en columnas pre-
llenadas con estos: 2 g silica, 0,5 g carbon grafitizado (GCB) o 2 g florisil. Se utilizé 1g de
abejas blanco fortificadas con 0,1 pg/g de los plaguicidas. Las columnas de silica y florisil
fueron pre lavadas con 10 mL de n-hexano y eluidas con 15 mL de ACN, mientras que la
columna de GCB fue directamente eluida con 15 mL de una soluciéon de ACN con 10% MeOH.
La evaluacion se realiz6 a través de GC-UECD.

Una vez seleccionado el co-sorbente en MSPD (florisil) y empleando C18 como disgregante,
se optimizd la etapa de elucion mediante un disefio de experimentos de compuesto central,
considerando como factores experimentales el volumen del solvente de elucion (entre 10 y 20

mL) y el porcentaje de metanol en este (entre 0 y 10 % v/v) (tabla 3).

Tabla 3. Disefio de compuesto central empleado para la optimizacion de la elucion en MSPD.
Los valores entre paréntesis represetan al valor codificado de los dos factores experimentales
optimizados.

Experimento VVolumen solvente elucion / mL Contenido de metanol / % v/v
1 12 (-1) 2 (-1)
2 18 (1) 2(-1)
3 12 (-1) 8(1)

4 18 (1) 8 (1)
5 10 (-1,41) 5(0)
6 20 (1,41) 5(0)
7 15 (0) 0(-1,41)
8 15 (0) 10 (1,41)
9 15 (0) 5(0)
10 15 (0) 5(0)
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Evaluacion de la respuesta cromatografica en presencia de protector de analito y

matriz y obtencion de parametros analiticos.

Con el fin de evaluar el efecto del protector de analito y de la matriz sobre la respuesta
cromatografica de los distintos pesticidas, soluciones de estos se prepararon a las
concentraciones detalladas en la tabla 4, tanto en medio de a-gluconolactona a 4 mg/mL, como
en medio de un extracto de abeja blanco obtenido por la metodolgia MSPD optimizada. Estas
mismas soluciones se emplearon para determinar la selectividad del método cromatogréfico al
comparar sus cromatogramas con el obtenido para un extracto blanco sin fortificar con los

analitos.

Tabla 4. Concentraciones utilizadas para evaluar el efecto del protector de analito y de la
matriz sobre la respuesta cromatografica. Junto con los compuestos activos se inyectd TFF a
0,100 pg/mL cuando fue inyectado en GC-pECD PCNB a 0,100 pg/mL en GC -FPD como
patron interno.

Tipo Compuesto activo Concentracion (ug/mL)
Metamidofos 0,015
Dimetoato 0,015
Diazinon 0,045
OPP Clorpirifos 0,045
Metidation 0,045
Profenofos 0,045
Azinfos-metil 0,150
Cumafos 0,075
NO Tiametoxam 0,050
Acetamiprid 0,200
Clorotalonil 1,000
Clorpirifos 0,045
HAL Fipronil 0,025
Profenofos 0,045
Acrinatrina 0,100
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Por otra parte, para evaluar los pardmetros analiticos de linealidad, sensibilidad analitica
y limite de cuantificacion (LOQ) se prepararon curvas de calibrado de los pesticidas en presencia
de un extracto de abejas blanco obtenido mediante MSPD, en diferentes intevalos de
concentracion dependiendo de la respuesta cromatografica de cada compuesto Entre 0,01 y 0,18
pg/mL para clorpirifos, fipronil, acetamiprid, metamidofos, dimetoato, diazinon, y metidation,
entre 0,02 y 0,036 pug/mL para tiametoxam Yy acrinatrina, entre 0,04 y 0,72 pug/mL para azinfos
metil y cumafds y entre 0,1 y 0,6 pg/mL para clorotalonil). La sensibilidad analitica y linealidad
se obtuvieron con todo el intervalo de concentraciones, mientras que el LOQ se obtuvo sélo con

las menores concentraciones.

La linealidad fue evaluada por el pardmetro (Sb /b) x 100, donde Sb es la desviacion
estandar de la pendiente y b es la pendiente. La sensibilidad analitica fue determinada como la
razén (S Y/x I b), donde S Y/x es el error estdndar de la estimacion. El limite de cuantificacion
desde la regresion (rLOQ) se obtuvo como 10 (S Y/x / b)) [(n-2) / (n-1)] 1/2; donde n es el numero
de pares de puntos (en este caso los cuatro de menor concentracion). Ademas, el limite de
cuantificacién del método (mMLOQ) se obtuvo fortificando abejas blanco meliferas en el nivel
inferior del rango lineal y sometiéndolo al método de preparacion de la muestra (diez veces el

error estandar de la sefial obtenida para cinco extractos).

Evaluacion de la recuperacién, precisién y reproducibilidad de las medidas

cromatograéficas.

Muestras de abejas libres de pesticidas (ver detalles en seccion recoleccién de muestras)
fueron fortificadas a tres niveles y las recuperaciones de los pesticidas fueron determinadas
mediante el método MSPD-GC optimizado. Los niveles de fortificacion se determinaron segun
el LOQ de cada pesticida, siendo éste el primer nivel, tres veces el LOQ el segundo y cinco
veces el tercero. Todos los andlisis se realizaron en triplicado con el fin de evaluar la precision
del método en su totalidad (MSPD-GC).

Para la evaluacion de la reproducibilidad de las medidas cromatogréaficas y la estabilidad de

los compuestos en presencia de la matriz en funcion del tiempo, un extracto de abeja blanco
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tratada mediante MSPD fue fortificado a tres veces el LOQ para la metodologia y fue inyectada
en ambos sistemas cromatograficos por ocho dias distintos durante un periodo de dos semanas.

Se determind la variacién de las medidas en el tiempo a través de la estandarizacién de los datos
obtenidos segun la siguiente formula: z = %, donde xi correspondiente a la razén entre el area

del patron sobre el area del patron interno de cada medicion, x correspondiente al promedio de
las 8 mediciones y SD a la desviacion estandar de estas mediciones. El promedio de los valores
asi estandarizados tiene media igual a cero y SD igual a 1. Se considera como desviacion

aceptable de los valores si estos no superan 2 veces SD.
Anélisis de las muestras
Recoleccion de muestras de abejas

Se recolectaron muestras de abejas desde apiarios ubicados en las regiones VI 'y V en el
mes de noviembre de 2015 y 2016, respectivamente; desde los sectores que se muestran en la
figura 1. Para la VI region se recolectaron muestras desde cuatro sectores situados en
Chimbarongo (8 colonias de 2 apiarios), Codegua (4 colonias de 2 apiarios), Peumo (8 colonias
de 2 apiarios) y Rengo (12 colonias de 3 apiarios), con un total de 32 colonias. Mientras que para
la V regidén los sectores de muestreo fueron Concén-Quintero, Quillota, Catemu-Panquehue y
Casa Blanca; en cada uno de los cuales se tomaron muestras de 3 colonias desde 3 apiarios
distintos, con un total de 36 colonias. En la V region los sectores de Quintero y ConCon como de
Cantemu y Panquehue fueron considerados como una sola localidad de muestreo debido a su
cercania. La informacion de las muestras se resume en la tabla 5. Ademas, se recolecto un tercer
grupo de muestras proviente de 3 colmenas ubicadas en el Instituto de Ciencias de la Facultad de
Medicina de la Universidad del Desarrollo, correspondiente a un sector no agricola por lo que se
considera que la cantidad de xenobidticos posibles son muy inferiores a respecto de las colmenas

que estan ubicadas alrededor de areas cultivables pudiendo ser utilizadas como muestras blanco
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Cada colonia se consider6 como un individuo y en cada una de ellas se recolectaron entre 50 y
70 abejas percoreras (recolectoras) que vuelven de sus actividades de recoleccion, prefiriéndose
horas de la mafiana y sectores especificos como la entrada de la colmena. Las abejas fueron
eutanaziadas en etanol 70% Yy transportadas al laboratorio donde fueron homogeneizadas en un
molinillo para café marca Sindelen modelo Mol-165, alicuotadas de a 1 g y almacenadas a -
20°C. Junto al muestreo se realiz6 una encuesta a los apicultores para estimar la presencia de
pesticidas en los cultivos aledafios a los apiarios, ademéas de otras caracteristicas como presencia

de infeccion por Nosema spp o Varroa.

s Panquehue
Quinteror swCanteniu .

. i Codegud
+ Quillota &

ConCons

Pcuwmeo, , Rengo

+Casablanca

Chimbarongo

Figura 1. Mapas de la V y VI region de Chile. Se muestran los sectores donde se recolectaron
abejas para determinar la presencia de pesticidas.

En la tabla 5 se detalla el nimero de muestras por lugar de recoleccion ademas de las
infecciones por Varrroa o N. ceranae informadas por los apicultores. La presencia de Nosema
ceranae se verificO mediante recuento de esporas en el microscopio y amplificacion de su
material genético a través de PCR en tiempo real (Martinez et al., 2012), procedimientos
llevados a cabo por los colaboradores del grupo del Laboratorio de Biomedicina de la

Universidad del Desarrollo.
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El analisis de estas muestras fue realizado en duplicado mediante el método MSPD-GC-
FPD/ECD optimizado, empleando una una curva de calibrado preparada en matriz y
considerando la razon de areas entre las sefiales cromatogréficas de los analitos y la del patron

interno.

Tabla 5. Detalle de muestreo por sector y sobre la infeccién por Nosema y varroa. La infeccién
por Nosema fue confirmada mediante PCR en tiempo real mientras que la infeccion por varroa
fue determinada mediante la informacion otorgada por los apicultores.

. Numero de  Infeccion por Infeccion
Region Sector Lugar
muestras N. ceranae por varroa
Chimbarongo La Cu.esta S 0 0
La Vifa 3 1 0
Codegua La Punta 4 1 4
VI

Peumo Los 8 2 0
Rengo Las 8 0 8
Las 4 0 0
ConCon/ Las 3 0 0
. Mantagua 3 0 0

Quintero i
Camino 3 1 0
Quillota Lq_ROJas 6 0 0
Hijuelas 3 0 0

\
Catemu/ Los 8 0 0
Huertos 3 0 0
Panquehue

Santa 3 0 0
Casablanca Vinilla 6 0 0
Vinilla 3 0 0
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Confirmacion de la presencia de pesticidas mediante GC-MS

Para la verificacion de la presencia de los pesticidas mas encontrados en las muestras, se
utilizé un cromatdgrafo de gases acoplado a espectrometro de masas (GC-MS) marca Thermo
ISQ. El programa utilizado para la separacion cromatografica fue el siguiente; 70° C por 5
minutos; luego una primera rampa hasta 190°C a 15° por minuto, seguido de una segunda rampa
a 8°C por minuto hasta 230°C y una tercera rampa hasta 240°C a 20°C por minuto donde se
queda por 6 minutos. La columna utilizada fue una HP-5 de 30 m de largo 0,25 pum de diametro.
Las temperaturas de la linea de transferencia y de la fuente de iones fueron de 250°C y 200°C
respectivamente. Se inyectd 1 puL de 10 muestras seleccionadas para la verificacion de los
pesticidas encontrados ademas de 1 yL de un estandar de 1 pg/mL de los principales pesticidas
encontrados. En la tabla 6 se resumen los tiempos de retencion y las relaciones masa carga

utilizados por pesticida.

Tabla 6. Tiempos de retencion y relacion carga masa para los compuestos confirmados por GC-
MS. Siete de los pesticidas mas detectados fueron confirmados a través de GC-MS. Clorpirifos y
acrinatrina requirieron un tercer fragmento para la verificacion de los compuestos.

Compuesto Tiempo retencion Relacion masa carga fragmentos principales
activo (minutos) (m/z)
Metamidofos 10,7 94; 96
Clorotalonil 16,6 266; 264
Diazinon 15,9 179; 137
Clorpirifos 17,9 97; 199; 197
Fipronil 18,8 77; 213
Acetamiprid 20,6 59; 126
Acrinatrina 22,3 93; 181, 208
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RESULTADOS

1. Desarrollo de un método para la determinacion de los plaguicidas organofosforados,
halogenados y de neonicotinoides seleccionados, en abejas, mediante cromatografia de
gases y deteccidn por captura de electrones o fotometria de llama.

Mas alla de su relevancia debido a los efectos negativos hacia la abeja melifera los
pesticidas seleccionados presentan una amplia variedad de hidrofobicidad y volatilidad (ver
tabla 2) lo que influye en la respuesta en GC y la determinacion de los niveles de residuos.

1.1. Determinacion de pesticidas organofosforados por cromatografia gaseosa y
fotometria de llama.

El programa optimizado (ver detalles en seccion métodos) permitio una buena resolucion de
los ocho OPPs analizados en 14 minutos aproximadamante. Para evitar la adsorcion de los
pesticidas sobre el sistema de entrada (inserto) y obtener sefiales cromatogréaficas para todos ellos
fue necesario incorporar el protector de analito gluconolactona a una cocentracion de 4 mg/mL.
Como se obseva en la figura 2 b, sin la presencia del protector de analito algunos compuestos no
presentaron sefial cromatografica (dimetoato, azinfos-metil y cumafds); mientras que al estar
presente (figura 2 a) se obtuvieron picos cromatograficos bien definidos para todos los
compuestos. Este efecto de “respuesta cromatografica mejorada” se produce cuando el protector
(o componentes de la matriz) ocupa los sitios activos del sistema de entrada, reduciendo asi las

interacciones del analito y aumentando su transferencia a la columna cromatografica.
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Figura 2. Cromatogramas obtenidos en GC-FPD de los compuestos organofosforados con el
programa cromatografico optimizado descrito. En a las sefiales corresponden a metamidofos?
(0,015 pg/mL), dimetoato? (0,015ug/mL), diazinon® (0,045ug/mL), clorpirifos* (0,045ug/mL),
metidation® (0,045 pg/mL), profenofos® (0,045 pg/mL), azinfos-metil’ (0,150 pg/mL), cumafos®
(0,075 pg/mL) y trifenilfosfato” (TFF) utilizado como patrén interno a una concentracion de
0,100 pg/mL en solvente con a gluconolactona a 4 mg/mL como protector de analito. En b no se
uso el protector de analito por lo que no se observan todas las sefiales.
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1.2. Determinacion de halogenados y neonicotinoides por cromatografia gaseosa y micro
captura de electrones.

El programa optimizado (ver detalles en seccion métodos) permitio separar correctamente
tanto los plaguicidas HAL; clorotalonil, fipronil y acrinatrina, como los NO tiametoxam y
acetamiprid y dos de los OPEI programa optimizado (ver detalles en seccion métodos) permitio
separar correctamente tanto los plaguicidas OHH; clorotalonil, fipronil y acrinatrina, como los
NO tiametoxam y acetamiprid y dos de los OPP que igualmente tienen cloro en su estructura
(clorpirifos y profenofos) en 16 minutos aproximadamente, tal como se observa en la figura 3.
Sin embargo, tiametoxam Yy acetamiprid mostraron picos minimos o con cola. Esto
probablemente se deba a interacciones con el sistema de inyeccion, con la columna o a la
descomposicion térmica parcial de ambos compuestos. Ademas de las sefiales asociadas a los
analitos, se observaron sefiales adicionales que fueron atribuidas a impurezas de los patrones y/o
de los reactivos empleados detectadas debido a la sensibilidad del detector. Por otra parte, en el
caso de este detector la presencia del protector de analito, junto con incrementar la sefal,
empeoro la linea base; lo que se deberia al ingreso al sistema de impurezas de los reactivos
utilizados y/o de los patrones de pesticidas, siendo observados entonces en este detector

altamente sensible.
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Figura 3. Cromatograma obtenido en GC-uECD de los compuestos halogenados y
neonicotinoides con el programa cromatografico optimizado descrito. Las sefiales
corresponden a clorotalonil! (1,0 pg/mL), clorpirifos? (0,025 pg/mL), tiametoxam®
(0,050 pg/mL), fipronil* (0,025 pg/mL), profenofos® (0,075ug/mL), acetamiprid® (0,200
pg/mL), acrinatrina’ (0,100 pg/mL) y pentacloronitrobenzeno” (PCNB) a 0,1 pg/mL
utilizado como patrdn interno.

1.3. Degradacion de neonicotinoides para determinacion por GC.

La determinacion de plaguicidas NO a través de cromatografia de gases no es usual debido a
su baja volatilidad. La sefial de los compuestos imidacloprid y clotianidin no son detectables a
las concentraciones esperables en muestras de campo y las de los NO tiametoxam y acetamiprid
son detectables, pero poco simétricas, tal como se observa en la figura 3. La hidrolisis basica o
fotodegradacion de estos compuestos a productos mas volatiles se consider6 como una posible

alternativa para mejorar su respuesta cromatografica. Sin embargo, ninguno de estos procesos

32



permitio obtener limites de cuantificacion suficientemente bajos para la determinacion del
imidacloprid y clotianidin a través de GC con detectores especificos. Por otro lado, las sefiales de
acetamiprid y tiametoxam no mostraron mejoras en el tamafio o simetria del peak (datos no
mostrados), manteniéndose los limites de deteccidn similares a los obtenidos sin ser tratados. Sin
embargo, estos valores fueron lo suficientemente bajos en GC-UECD para hacer aplicable el

método en el andlisis de muestras reales con bajas concetraciones de ambos compuestos.

2. Evaluar los métodos MSPD y QUEChERS como tratamiento de muestras para extraer
y concentrar los plaguicidas desde abejas, para su posterior determinacion mediante

cromatografia de gases y deteccion por captura de electrones o fotometria de llama.

2.1. Preparacion de muestra.

Después de probar los métodos MSPD y QUEChERS, se determind continuar con el primero
ya que se obtuvieron cromatogramas con menos interferentes. (datos no mostrados). Por otro
lado, MSPD permite realizar la extraccion de los analitos y limpieza de la muestra en una sola
etapa lo que ayuda a disminuir el error de la metodologia La figura 4 detalla las etapas del

tratamiento de las abejas mediante este método.
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Figura 4. Diagrama del método utilizado para extraccion y
limpieza. Imagen adaptada del esquema general de MSPD en
Barker (2007).

Las fases evaluadas para la co-extraccion en MSPD fueron tres co-sorbentes usados
usualmente para el tratamiento de muestras para cromatografia gaseosa: columnas con 2 g de
silica, 0,5 g de carbon grafitizado (GCB) o 2 g florisil. Inicialmente, se emplearon 15 mL de
disolvente con polaridad creciente para la elucién (acetato de etilo, acetato de etilo-metanol y
ACN). Para la combinacién C18-GCB, las mayores recuperaciones se obtuvieron con acetato de
etilo y acetato de etilo-metanol. Sin embargo, incluso con estos solventes, algunos compuestos
no excedieron el 50% de recuperacion. Se obtuvieron extractos incoloros y un residuo que era
insoluble en acetona con los tres disolventes de elucion evaluados. En el caso de las
combinaciones C18-silica y C18-florisil, la recuperacion aumentd a medida que aumentaba la
polaridad del disolvente, alcanzando 60-80% para los pesticidas con ACN. En ambos casos, se
obtuvo un extracto amarillo claro debido a pigmentos no adsorbidos por silice o florisil y un
pequefio residuo amarillo insoluble en acetona, que se elimind por ultracentrifugacion antes del

analisis cromatogréafico. Sin embargo, florisil mostré extractos con menos interferentes y por ello
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la MSPD con C18 como sorbente y florisil como co-sorbente se selecciond para una mayor
optimizacion. Se empled la deteccion a través de GC-UECD para esta determinacion ya que
presenta menor especificidad que el detector FPD y evidencidé mejor la presencia de
interferentes. En la figura 5 se muestran los cromatogramas en GC-UECD obtenidos para las tres

fases probadas.
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Figura 5. Cromatogramas en GC-UECD obtenidos empleando distintos co-sorbentes en
el tratamiento de abejas mediante MSPD. En negro GCB, violeta silica y rojo florisil.
Las concentraciones utilizadas fueron de 0,08 pg/mL fipronil? y acrinatrina®, y 0,1
ug/mL para clorpirifost y profenofos®. Se utilizo pentacloronitrobenzeno™ (PCNB) a 0,1
pg/mL como patrén interno.

En una segunda etapa se optimiz6 el volumen de disolvente de elucion (10 - 20 ml) y
porcentaje de metanol en este solvente (0 - 10% v/v en ACN) en la MSPD, mediante el método
de superficie de respuesta, considerando un disefio de compuesto central y respuesta mdaltiple.
Los pesticidas afectados por estos factores en el intervalo experimental estudiado fueron fipronil,
acritatrina, metamidofos y azinfos metil; mientras que los otros compuestos tuvieron una
recuperacion mayor o igual al 90% para todo el intervalo experimental. Por lo tanto, solo los
plaguicidas afectados por los factores experimentales se incluyeron en la optimizacion de

respuesta multiple, donde la deseabilidad parcial para cada plaguicida se obtuvo mediante la
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maximizacion de su recuperacion (unilateral, peso = 1, impacto = 3). En la figura 6 se muestra la
superficie de respuesta donde se observa que el valor 6ptimo se encuentra en los valores menores
0 iguales a 15 mL de eluyente con un minimo porcentaje de metanol (deseabilidad cercana a 1).
La condicion finalmente seleccionada fue de 12 mL de ACN con un 1% de metanol, lo que

permitio obtener recuperaciones superiores al 70% y cromatogramas mas libres de interferencias.

Deseabilidad 15| L ——
- 00 12|
W 0.1 09 -}
Wl 0.2 . 06 !
0,3 |
0,4 % 0'3:
W 05 2 0
06 * .03
o
oo %
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Figura 6. Gréfico de superficie de respuesta de la optimizacién de MSPD
con C18-Florisil (% MeOH y volumen de elucion) para extraccion de los
plaguicidas fipronil, acrinatrina, metamidofos y azinfos-metil. Las
condiciones se optimizaron cuando su valor de deseabilidad se acerca a 1
siendo este valor que se muestra en rojo la condicion éptima. En este caso se
obsevan dos sectores con deseabilidad de 1 en ambos extremos de la
superficie de respuesta.

2.2. Determinacion de caracteristicas analiticas de la metodologia MSPD-
GC/FPD/ECD.

En la figura 7 se observa como los patrones detectados con GC-FPD presentan un area
considerablemente menor cuando estan en solvente (figura 7 a) que cuando estan en presencia
de la matriz (figura 7 b). Como ya se menciond previamente, este efecto de “respuesta
cromatografica mejorada” se produce cuando componentes de la matriz ocupan los sitios activos

del sistema de entrada, reduciendo asi las interacciones del analito y aumentando su transferencia
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a la columna cromatogréafica. Los plaguicidas metamidofos, dimetoato, azinfos-metil y cumafos
son los mas afectados por este fendmeno, siendo los de mayor y menor polaridad de los
organofosforados estudiados respectivamente. Debido a este efecto de proteccion de los analitos
por presencia de la matriz las caracteristicas analiticas de la metodologia fueron determinadas

usando una curva de calibrado preparada en matriz.
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Figura 7. Efecto de incremento de sefial generado por la matriz. En a se muestra un
cromatograma en GC-FPD en solvente, donde solo se observan 5 de los 8 pesticidas (Las sefiales
y concentraciones corresponden a las de la figura 2). En b se muestra un cromatograma en
presencia de matriz donde se pueden distinguir los 8 pesticidas estudiados.
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A partir de las curvas de calibracion en matriz de cada compuesto se obtuvo la
sensibilidad analitica, la linealidad (Tabla 7) y el LOQ (Tabla 8). La variacién de la pendiente
(Sr (b)) medida como indice de linealidad fue igual o inferior al 10% en todos los pesticidas, con
una sensibilidad que varia entre 0,008 y 0,035 pg/mL. Por otro lado, con excepcién de
clorotalonil, los limites de cuantificacion del modelo de regresion (rLOQ) de los pesticidas
fueron iguales o inferiores a 0,050 pg/g lo que asegura su cuantificacion al nivel de traza

mientras que los limites de cuantificacion del método (mLOQ) se mantuvieron bajo los 0,091
Ho/g.

Tabla 7. Parametros de linealidad y sensibilidad analiticas para el método MSPD-
GC/FPD/ECD. Siendo R el coeficiente de correlacion de linealidad, b la pendiente, Sb la
desviacion estandar de la pendiente, Sy/x el error estandar de la estimacion, S la sensibilidad en
pg/mL y Sr (b) la linealidad.

Deteccion Compuesto R b Sb S yIX S Sr (b)
GC-uECD Clorotalonil 0,9800 0,454 0,046 0,006 0,014 10
Tiametoxam 0,9897 6,081 0,392 0,097 0,016 6,5
Fipronil 0,9883 17,026 1,177 0,145 0,009 6,9

Acetamiprid 09826 17,219 145 0,179 0,010 8,5
Acrinatrina 0,9872 6,561 0,537 0,154 0,023 8,2

GC-FPD Metamidofos 09723 32,692 3,515 0,433 0,013 10,8
Dimetoato 0,9889 21,041 1411 0,174 0,008 6,7
Diazinon 09745 21,731 2,236 0,275 0,013 10,3

Clorpirifos 0,9891 17,434 1,163 0,143 0,008 6,7
Metidation 0,9851 18,469 1,444 0,178 0,010 7,8
Profenofos 0,9863 23583 1,765 0,217 0,009 7,5
Azinfos-metil ~ 0,9897 4,679 0,339 0,164 0,035 7,2
Cumafos 0,9890 7,569 0,507 0,250 0,033 6,7

1 S(sensibilidad)= Sy/x /b; Sr (b) (linealidad) = sb /b.
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Tabla 8. Limite de cuantificacion para el método MSPD-GC/FPD/ECD. Siendo R el coeficiente
de correlacion de linealidad, S y/x el error estandar de la estimacion, b la pendiente, y LOQ en

Hg/g %

Deteccion Compuesto R S yIXx b rLOQ mLOQ
GC-uECD Clorotalonil 0,9928 0,026 0,856 0.140 0,164
Tiametoxam 0,9992 0,004 4,041 0.010 0.010
Fipronil 0,9971 0,014 13,180 0.010 0.023

Acetamiprid 0,9499 0,039 8,519 0.040 0.047
Acrinatrina 0,9954 0,015 5,765 0.020 0.020

GC-FPD Metamidofos 0,9991 0,013 22,208 0.005 0.007
Dimetoato 0,9977 0,013 13,562 0.008 0.016

Diazinon 0,9896 0,036 18,036 0.015 0.015

Clorpirifos 0,9896 0,022 11,013 0.015 0.017

Metidation 0,9853 0,031 12,907 0.015 0.028

Profenofos 0,9910 0,033 17,522 0.015 0.010

Azinfos-metil 0,9636 0,154 6,516 0.050 0.050

Cumafos 0,9978 0,018 5,046 0.025 0.091

De esta forma se optimiz6 una metodologia que permite la extraccion de los plaguicidas
seleccionados y la limpieza suficiente de la matriz para su determinacion usando GC acoplada a
detectores especificos. Las figuras 8 y 9 muestran la comparacion de los cromatogramas de una
muestra blanco y una fortificada, obtenidos para GC-UECD y GC-FPD, respectivamente. No se
observo interferencia cromatografica de la matriz en los tiempos de elucion de cada compuesto
en GC-FPD (Figura 8). Sin embargo, en GC-UECD (Figura 9) se observo co-elucion de
clorotalonil y clorpirifos con interferencia de matriz y coelucion parcial de acetamiprid, las que
fueron mas evidentes debido a la menor selectividad y mayor sensibilidad en GC-UECD que la
deteccion GC-FPD. Sin embargo, la determinacion de clorpirifos fue realizada por GC-FPD,
donde este problema no estaba presente, mientras que acetamiprid tuvo una resolucion suficiente
con la interferencia de la matriz para llevar a cabo su determinacién. La determinacion de

clorotalonil posterior carecid de certeza.

2rLOQ: 10*((Sy/x / b) * gl); mLOQ: 10* SD
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Figura 8. Cromatogramas en GC-FPD obtenidos para una muestra de abeja blanco tratada con
MSPD (negro) y una fortificada (rojo). Los pesticidas determinados fueron metamidofos® (0,015
pg/mL), dimetoato? (0,015ug/mL), diazinon® (0,045ug/mL), clorpirifos* (0,045ug/mL),
metidation® (0,045 pg/mL), profenofos® (0,045 pg/mL), azinfos-metil” (0,150 ug/mL) y cumafos?
(0,075 pg/mL) junto con trifenilfosfato” (TFF) utilizado como patrén interno a una concentracion
de 0,100 pg/mL.
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Figura 9. Cromatogramas en GC-uECD obtenidos para una muestra de abeja blanco tratada
con MSPD (negro) y una fortificada (rojo). Los pesticidas determinados fueron clorotalonil® (1,0
pg/mL), clorpirifos? (0,025 pg/mL), tiametoxam® (0,050 pg/mL), fipronil* (0,025 pg/mL),
profenofos® (0,075ug/mL), acetamiprid® (0,200 pg/mL), acrinatrina’ (0,100 pg/mL) vy
pentacloronitrobenzeno”™ (PCNB) a 0,1 pg/mL utilizado como patrén interno.
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2.3. Evaluacion de la recuperacion y precision de la metodologia MSPD-GC/FPD/ECD.

La recuperacion promedio al LOQ vari6 entre 60 a 101% con RSD < 16%; mientras que
para la concentracion intermedia varié de 67 a 140%, con RSD comprendido entre 2 y 16%
(Tabla 9). Las recuperaciones mas bajas se obtuvieron para los compuestos con hidrofobicidad
intermedia (dimetoato, diazindn, metidation) en la concentracion mas baja enriquecida. Con solo
algunas excepciones particulares, estos valores estdn de acuerdo con la guia SANCO de la
Comision Europea (12571/2013) que estipula valores de recuperacion en el rango de 70% a
120% con DSR < 20% (SANCO, 2016). Lo que indicaria un desempefio aceptable del método
para todos los plaguicidas. Por otra parte, las determinaciones de clorotalonil y acetamiprid
fueron afectadas por interferentes de la matriz que Ilevaron a su sobreestimacion en algunas de

las muestras (5 LOQ y 3 LOQ respectivamente).

Tabla 9. Evaluacion de la recuperacion y precision del método MSPD-GC/FPD/ECD a tres
niveles de concentracion. En la tabla se muestra el promedio (x), la desviacion estdndar de 3
réplicas (SD) y el coeficiente de variacion o desviasion estandar relativa (RSD) para tres niveles
que corresponden al limite de cuantificacion (1LOQ), tres veces el LOQ (3LOQ) y cinco veces el
LOQ (5LOQ).

1LOQ 3LOQ 5L0Q

Compuesto activo X SD RSD X SD RS X SD RSD
Clorotalonil 96 8 8 84 4 5 207 34 16
Tiametoxam 80 10 13 86 2 2 89 14 15
Fipronil 85 5 6 76 7 10 9 11 11
Acetamiprid 96 7 8 140 16 11 102 17 17
Acrinatrina 79 3 4 68 2 3 97 5 5
Metamidofos 95 8 9 74 8 11 88 3 4
Dimetoato 66 8 12 83 11 13 81 8 10
Diazinon 66 6 9 67 1 1 71 2 3
Clorpirifos 75 9 12 77 12 16 77 1 1
Metidation 60 5 9 78 3 4 81 5 6
Profenofos 75 5 6 80 12 14 70 3 4
Azinfos-metil 101 4 4 102 11 11 78 6 7
Cumafos 80 13 16 79 11 14 95 6 6
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2.4. Determinacion de reproducibilidad de las medidas cromatogréficas en el tiempo.

Con el objetivo de evaluar la reproducibilidad de las medidas cromatogréficas y la
estabilidad de los compuestos en presencia de la matriz estudiada, una muestra de abeja blanco
fortificadas a tres veces el LOQ obtenido para la metodologia tratada mediante MSPD fue
inyectada en ambos sistemas cromatograficos por ocho dias distintos durante un periodo de dos
semanas. En ambos detectores y para todos los pesticidas se obtuvo un valor de z menor o igual a
|2| (ver seccién métodos) durante el tiempo evaluado, lo que demuestra una respuesta
cromatografica relativamente constate y que los compuestos son estables en la matriz en el
periodo evaluado. Como ejemplo se muestra en la figura 10 el caso de clorpirifos con el detector
de HECD (Figura 10 a) y con el detector FPD (Figura 10 b), el resto de los resultados para cada

compuesto se encuentran en la seccién anexo 1.
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Figura 10. Graficos de control calidad de inyeccién en el tiempo para clorpirifos. En a se

muestra los resultados de 8 inyecciones para el detector de LECD y en b del detector de FPD.
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Finalmente, el método MSPD-GC-FPD/ECD se comparO favorablemente en sus
caracteristicas analiticas con los reportados en trabajos previos sobre la determinacion de
pesticidas en abejas meliferas mediante cromatografia de gases o liquidos y diferentes métodos
de extraccion. Esta comparacion se resume en la tabla 10. Para un nivel de fortificacion
comparable, las recuperaciones y la desviacion estandar relativa para el método propuesto son
similares a las informadas en la literatura. También se observan valores similares de LOQ. Si
bien el detector FPD no se usa ampliamente, los limites de cuantificacion obtenidos con él fueron
similares a los obtenidos con otros detectores, siendo por lo tanto una alternativa en la
determinacion de los pesticidas evaluados en abejas. Ademas, el presente trabajo incluye la
determinacion de la acrinatrina en las abejas, un acaricida de amplio uso en colmenas contra la
varroosis. Solo uno de los trabajos informados también ha incluido este piretroide (Walorczyk et
al., 2009).
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Tabla 10. Comparacién del método propuesto en este trabajo con otros reportados en literatura
para determinar pesticidas en abejas.

Rango de recuperacién %

Comp_uesto Tratamiento d_e , muestra/ (\Valor de fortificacion) LOQ Referencia
activo Deteccion
/RSD
200 70-120% 0.001-0.010 Kilianek et
pesticidas QUEChERS /LC-MS/MS, GC- (0.010 pg g-1) ug g-1 aIJ 2016
multiclase MS/MS RSD < 20% b
Extraccion solido liquido, 70-120% Walorczyk
150 precipitacion a baja temperatura (0.050 ug g-1) &
E]ejr t'::clg 22 de acidos grasos y SPE RSD < 20% No informado Gnusowski,
dispersiva / GC-MS/MS 2009
11 Extraccién Soxhlet - 51- 99% 1'51 ?Egt[)f)]a' Charlton &
fungicidas  Cromatografia de permeacién (0.010 pg bee-1) Jones, 2007
en gel/ GC-MS RSD 2- 35%
- 0, _
150 (0.0 107_(()) ;g/o 1) 0.005 ?1'050 Lozowicka,
pesticidas ~ MSPD / GC-NPD, GC-ECD WU HES HEE 2013
. RSD < 20%
multiclase
12 70-110%
incecticidas MSPD / GC-NPD (0.010-1,000 pg g-1) 0.020-0.120  Morzycka,
. RSD < 8% pg g-1 2002
multiclase
18 Extraccion solido liquido 56-201%
insecticidas micro extraccion en fage sélida/ (0.050 pg g-1) 0.001-0.010  Fernandez
-120, -
OPP GCNPD RSD 1-12% ng g-1 etal., 2001
29
Insecticidas - cién solido liquido, en 80-96%
OPPy . . quico, (0.300-0.400 pg g-1) 0.001- 0.400 Rossietal.,
carbamato  U1e"ra diatomea, GPC / GC- RSD 6-20% 1 2001
. NPD, GC-ECD 0 He &
61-99%
6 pesticidas ADL (0.200 pg g-1) 0.004- 0.090  Totti etal.,
multiclase MSPD /LC-API-MS RSD 8-14% ug g-1 2006
18 76-98%
insecticidas i (0.010 pg g-1) 0.030-0.430  Fernandez
OPP MSPD/LC-MS RSD 10-12% ng g-1 etal., 2002
12
. 60 — 101%
r?weuslttllcclgiz MSPD / GC-FPD, GC-LECD (0.005-0.050 pg g-1) 0.005- ?f‘r’o Este trabajo
RSD 6 — 16% He g
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3. Determinar los pesticidas evaluados en muestras de abejas recolectadas en apiarios

ubicados en diferentes comunas de la V' y VI regiones.

3.1. Anaélisis etanol de muestreo.

1 mL del etanol 70% usado para el muestreo de abejas fue llevado a sequedad con corriente
de nitrégeno y luego redisuelto en 1 mL de acetona para ECD. 1 pL del extracto redisuelto en
acetona fue analizado a traves de los programas de GC-UECD y GC-FPD optimizados descritos
en la seccidon de métodos para detectar residuos de pesticidas que pudiesen haber sido extraidos
durante el tiempo de recoleccion. Los pesticidas de este estudio no fueron encontrados en el

etanol de muestreo (datos no mostrados).

3.2. Analisis de las muestras recolectadas mediante MSPD-GC.

Utilizando el método desarrollado se determinaron los pesticidas en las muestras de abejas
desde los apiarios seleccionados en la V region, los resultados se resumen en la tabla 11. Se
analizaron 36 muestras de las cuales un 58% present6 al menos uno de los pesticidas estudiados,
19% mostraron sefiales para dos pesticidas y 3% para tres. El promedio de pesticidas
encontrados fue de 1 y la moda 0, siendo 3 el maximo de pesticidas encontrados lo que se
observé en una Unica muestra perteneciente a Casa Blanca. Concon-Quintero junto con Canemu-
Panquehue fueron las localidades que mostraron mas incidencias, en cada localidad se observd
que el 67% de sus muestras mostraron al menos un pesticida mientras que en Quillota y Casa

Blanca se observo un 44 y 56% respectivamente
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Tabla 11. Concentracion promedio en pg/g de los pesticidas en las muestras de la V region. Los
resultados marcados como ND son aquellos bajo el LOD del método y con < indica detectado a
un valor bajo el LOQ. Para los plaguicidas metamidofos, fipronil, acetamiprid, metidation,
dimetoato, azinfos-metil y profenofos no se encontraron concentraciones detectables en ninguna
de las muestras.

ID muestra Localidad  Fipronil ~ Acetamiprid  Acrinatrina  Metamidofos  Diazinon Clorpirifos

CGMK 1 ConCon ND ND ND ND ND ND
CGMK 2 ConCon ND ND ND ND ND ND
CGMK 3 ConCon ND < 0,035 < 0,020 ND ND ND
CMPJ 1 ConCon ND ND < 0,020 ND ND <0,015
CMPJ 2 ConCon ND ND < 0,020 ND ND ND
CMPJ 3 ConCon ND ND < 0,020 ND ND ND
QCMC 1 Quintero < 0,005 ND < 0,020 ND ND ND
QCMC 2 Quintero ND ND ND ND ND ND
QCMC 3 Quintero ND ND ND < 0,005 ND ND
CHJF1 Catemu ND ND ND ND ND ND
CHJF 2 Catemu ND < 0,035 ND ND ND ND
CHJF 3 Catemu ND ND ND ND ND ND
CCGG1 Catemu ND ND < 0,020 ND ND ND
CCGG 2 Catemu ND ND ND ND ND ND
CCGG 3 Catemu ND ND < 0,020 ND <0,015 ND
PSLC1 Panquehue ND ND <0,020 ND ND ND
PSLC 2 Panquehue ND 0,100 < 0,020 ND ND ND
PSLC 3 Panquehue ND ND < 0,020 ND ND ND
CVGC1 Casa Blanca ND ND < 0,020 ND ND ND
CVGC 2 Casa Blanca 0,008 0,057 < 0,020 ND ND ND
CVGC3 Casa Blanca 0,018 ND 0,026 ND ND ND
CVNA1 Casa Blanca ND ND ND ND ND ND
CVNA2 Casa Blanca ND ND 0,024 ND ND ND
CVNA3 Casa Blanca ND ND ND ND ND ND
CVOAl Casa Blanca ND ND ND ND ND ND
CVOA2 Casa Blanca ND ND ND ND ND ND
CVOA3 Casa Blanca ND ND ND ND ND ND
QRIP1 Quillota ND ND ND ND ND ND
QRIP2 Quillota ND ND ND ND ND ND
QRIP3 Quillota ND ND ND ND ND ND
QRLS1 Quillota ND ND ND 0,007 ND ND
QRLS2 Quillota ND ND ND < 0,005 ND ND
QRLS3 Quillota ND ND ND < 0,005 ND ND
QRLA1 Quillota ND ND ND ND ND ND
QRLA2 Quillota ND ND ND ND ND ND
QRLA3 Quillota ND ND < 0,020 ND ND ND
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En las muestras de la V region se encotraron 6 de los 13 pesticidas estudiados de los
cuales acrinatrina fue el mas frecuentemente detectado (42% de las muestras), seguido por
acetamiprid y metamidofos en 11%, firponil en 8, y tanto diazinon como clorpirifos en 3%.
Acrinatrina se presentd entre valores bajo el LOQ (0,020 pg/g) y los valores cuantificables entre
0,024 — 0,026 ng/g. Metamidofos fue encontrado entre 0,005 y 0,007 pg/g, fipronil vario entre
0,005 y 0,018 pg/g y acetamiprid entre 0,020 y 0,100 pg/g. Diazinon y clorpirifos fueron
detectados una Unica vez bajo el LOQ (0,015 pg/g) en las localidades de Catemu y ConCon
respectivamente. Los datos se ven resumidos en las figuras 11y 12.
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Figura 11. Distribucion de pesticidas encontrados
por localidades de V region. Se presentan el nimero
de pesticidas encontrados por cada sector. De mas
claro a mas oscuro se observa la cantidad de muestras
sin pesticidas, con 1 pesticida, con 2 y 3 pesticidas en
ese orden, para las localidades de ConCon-Quintero,
Cantemu-Panqguehue, Casa Blanca y Quillota.
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Figura 12. Cantidad de muestras positivas por pesticida
respecto del total de muestras de la V region. La parte
mas oscura de la barra representa la cantidad de muestras
que evidenciaron la presencia de los pesticidas fipronil,
acetamiprid, acrinatrina, metamidofos, diazinon vy
clorpirifos. Entre paréntesis se muestra el rango de
concentraciones encontradas para cada pesticida salvo el
caso de diazinon y clorpirifos que fueron encontrados
una unica vez.

En el caso de la VI region (tabla 12), de las 32 muestras analizadas un 75% presento al
menos uno de los pesticidas estudiados, 38% mostraron sefiales para dos pesticidas, 13% para 3
y 3% para 4. Tanto el promedio como la moda de cantidad de pesticidas encontrados fue de 1
compuesto. En Chimbarongo y Codegua se encontrd al menos un pesticida en la totalidad de las

muestras mientras que en Peumo fue el 63% y en Rengo el 58%.
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Tabla 12. Concentracion promedio en pg/g de los pesticidas en las muestras de la VI region.
Los resultados marcados como ND son aquellos bajo el LOD del método y con < indica
detectado a un valor bajo el LOQ. Para los plaguicidas metamidofos, fipronil, acetamiprid,
metidation, dimetoato, azinfos-metil y profenofos no se encontraron concentraciones detectables
en ninguna de las muestras.

ID muestra Localidad  Clorotalonil Tiametoxam Acrinatrina  Diazinon Clorpirifos Cumafés

CLC1 Chimbarongo <0,200 ND ND <0,015 ND ND
CLC2 Chimbarongo ND ND ND ND 0,067 ND
CLC3 Chimbarongo ND ND <0,020 ND <0,015 ND
CLC4 Chimbarongo <0,200 ND <0,020 <0,015 <0,015 ND
CLC5 Chimbarongo ND ND < 0,020 <0,015 0.016 ND
CLV1 Chimbarongo ND ND < 0,020 ND <0,015 ND
CLV2 Chimbarongo ND ND <0,020 <0,015 <0,015 ND
CLV3 Chimbarongo ND <0,010 ND ND <0,015 ND
CPF1 Codegua ND ND ND ND <0,015 ND
CPF2 Codegua 0,647 ND ND ND <0,015 ND
CPT1 Codegua ND ND ND ND <0,015 ND
CPT2 Codegua 1,262 ND <0,020 ND <0,015 ND
PQG2 Peumo ND ND ND ND ND ND
PQGA Peumo ND ND ND ND <0,015 ND
PQGB Peumo ND ND ND ND ND ND
PQGC Peumo ND ND ND ND <0,015 ND
PQP3 Peumo ND ND ND ND ND ND
PQPA Peumo ND ND ND ND <0,015 ND
PQPB Peumo ND ND ND <0,015 ND ND
PQPC Peumo ND ND ND <0,015 <0,015 ND
RNC1 Rengo ND ND ND ND <0,015 ND
RNC2 Rengo ND ND ND ND ND ND
RNC3 Rengo ND ND ND ND <0,015 ND
RNC4 Rengo ND ND ND ND <0,015 ND
RNE1 Rengo ND ND ND ND <0,015 ND
RNE2 Rengo ND ND <0,020 ND <0,015 ND
RNE3 Rengo ND ND ND ND ND ND
RNE4 Rengo ND ND ND ND <0,015 0,027
RNV1 Rengo ND ND ND ND ND ND
RNV2 Rengo ND ND ND ND ND ND
RNV3 Rengo ND ND ND ND <0,015 ND
RNV4 Rengo ND ND ND ND ND ND
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Clorpirifos fue uno de los mas frecuentemente detectado, estando presente en un 69% de
las muestras, con valores cuantificables que varian entre 0,015 a 0,067 pg/g este ultimo
encontrado en la localidad de Chimbarongo. El siguiente plaguicida mas detectado fue el
organohalogenado acrinatrina que pudo ser detectado en un 22% de las muestras con valores bajo
el nivel de cuantificacion de la metodologia propuesta (0,020 ug/g). Lo mismo sucedié con el
organofosforado diazinon que se detecto bajo el nivel de cuantificacion (0,015 pg/g) en un 19%
de las muestras. Finalmente, en una muestra proveniente de Rengo pudo ser detectado una
concentracion cuantificable de cumafds con un valor cercano a los 0,027 pg/g. Los datos se ven

resumidos en las figuras 13 y 14.
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Figura 13. Distribucion de pesticidas encontrados por localidades de
VI region. Se presentan el nimero de pesticidas encontrados por cada
localidad. De mas claro a mas oscuro se observa la cantidad de
muestras sin pesticidas, con 1 pesticida, con 2 y 3 pesticidas en ese
orden, para las localidades de Chimbarongo, Codegua, Peumo y
Rengo.
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Figura 14. Cantidad de muestras positivas por pesticida
respecto del total de muestras de la VI region. La parte
mas oscura de la barra representa la cantidad de muestras
que evidenciaron la presencia de los pesticidas acrinatrina,
diazinon, clorpirifos, y cumafos. Entre paréntesis se
muestra el rango de concentraciones encontradas para
cada pesticida salvo el caso de acrinatrina, diazinon y
cumafos que fueron encontrados una Unica vez.

Tanto clorpirifos como diazinon son recomendados para la proteccion de cultivos de
almendras y frutales como vides, citricos y manzanas entre otros, por lo que es probable que
hayan sido utilizados para proteger los cultivos de frutales de la VI regidn, que representan gran
parte de la superficie cultivada de esta region. Mientras que la acrinatrina y cumafds son

acaricidas utilizados directamente en apicultura para el control del acaro Varroa destructor.
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Finalmente, el tiametoxam es un neonicotinoide que ha sido ampliamente relacionado con las

pérdidas de colonias a nivel mundial ya que presenta toxicidad para Apis mellifera.

El pesticida clorotalonil pudo ser detectado en un 13% de las muestras encontrandose valores
entre LOQ (0,200 pg/g) y 1,262 pg/g. Sin embargo, los picos asociados a este pesticida en las
muestras se encontraron en tiempos de retencion con mayor variabilidad que el resto de los
compuestos y con mayor interferencia por parte de la matriz, por lo que su deteccion es poco
confiable. EI método MSPD-GC-FPD o GC-puECD optimizado permitié eliminar parte
importante las interferencias de la matriz en la cromatografia, lo que a su vez le da mayor certeza
a la identificacién de los compuestos basada en sus tiempos de retencion. Sin embargo, dado que
esto no es confirmatorio de la identidad de los analitos, los resultados determinados por el
método propuesto tienen que ser verificados a través de una técnica confirmatoria tal como LC o

GC acoplada a un detector de masas.

En términos generales (al considerar ambas regiones) los pesticidas mas encontrados fueron
clorpirifos y acrinatrina (35% y 34% de las muestras, respectivamente) (figura 15). Clorpirifos
es usando habitualmente para la proteccion de citricos, mientras que la acrinatrina se aplica
directamente a las colmenas para tratar el acaro parasito varroa destructor que actualemtne se
encuentra presente en todo el territorio nacional. El tercer compuesto méas frecuentemente
encontrado fue diazinon (11% de las muestras) que se usa par la proteccién de citricos, manzanos

entre otros.
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Figura 15. Principales plaguicidas encontrados en muestras de la V y VI
region en porcentaje respecto al total encontrado. Se analizaron 68 muestras
de las cuales 44 presentaron al menos un plaguicida. EI maximo de
plaguicidas encontrados por muestra fue de 4.
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3.3. Confirmacion por GC-MS

En las figuras 16 y 17 se muestran los cromatogramas en GC.MS obtenidos para la solucién
patron y una de las muestras seleccionadas para verificacion. No todos los pesticidas pudieron ser
verificados puesto que el GC-MS utilizado presenta limites de deteccién mas altos que nuestro
método. Los compuestos presentes en muestras que presentaban concentraciones por sobre el
limite de cuantificacion de GC-MS fueron detectados. En el caso de metamidofos no se pudo
hacer la verificacion puesto que no se obtuvo sefial del estandar inyectado. Por otro lado, en el
caso de la acrinatrina se pudo observar que existe una interferencia de un compuesto que esta

coeluyendo que esté interfiriendo con la deteccidn de este compuesto.
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Figura 16. Cromatogramas en GC-MS obtenidos para una soluciéon de estandares. Los
pesticidas de la solucion fueron inyectados a una concenracion de 1 ppm de metamidofos,
clorotalonil, diazinon?, clorpirifos?, fipronil®, acetamiprid* y acrinatrina®. Entre las sefiales 3
y 4y %y 5 se muestran dos sefiales inespecificias que pueden corresponer a una
contaminacion.
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Figura 17. Cromatogramas en GC-MS obtenidos para una muestra de abeja. Los pesticidas
encontrados en esta muestra fueron diazinon® y clorpirifos?. Diazinon fue determinado en la
metodologia propuesta a una concentraciéon mayor al limite de deteccion (0,015 ug/g)
mientras que clorpifiros fue determinado a 0,078 ug/g.
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DISCUSION

Sobre la metodologia propuesta.

El uso de la técnica de MSPD utilizando florisil como co-sorbente y una mezcla de ACN con
1% metanol como eluyente, permitié una efectiva recuperacion de una variedad de compuestos
con diferentes propiedades fisicoquimicas, que podrian eventualmente encontrarse juntos en una
matriz ambiental como las abejas. La determinacion en GC-FPD de los pesticidas con
caracteristicas mas extremas en polaridad (metamidofos, dimetoato, azinfos metil y cumafés) se
vid favorecida por el uso de protectores de analito, como la a-gluconolactona, y la presencia de
matriz. Algunos de estos compuestos incluso no fueron detectados sin la presencia de este
protector o la matriz. El uso de acetona de alta pureza (para uso en ECD) fue un determinante en
eliminar sefiales interferentes en la linea base cuando se mide en con este detector. En los
cromatogramas registrados al usar el sistema GC-uECD fue comun ver dos sefiales que aun no
han podido ser detectado su origen. Se esta analizando la posibilidad de que sean sefiales
provenientes de algin sistema interno del cromatografo que no ha sido cambiado tal como

valvulas de gas transportador o incluso el mismo gas transportador.

La hidrolisis en medio basico y la fotodegradacion de los pesticidas neonicotinoides
imidacloprid y clotinanidin no permitieron aumentar la sensibilidad ni bajar los limites de
cuantificacion en GC para ser aplicable en mediciones de muestras ambientales. Por lo que se
trabajo solamente con los pesticidas acetamiprid y tiametoxam, cuyas sefiales cromatograficas en
medio de solvente no fueron simétricas, pero si en medio de matriz, favorecida por el efecto
protector de analito. Ademas, ambos compuestos presentaron un rango de linealidad aceptable y
limites de deteccion suficientemente bajos para permitir su determinacidén en muestras de campo.
Finalmente, el uso de fotodegradacion mostré generar muchos mas foto-productos de los

pesticidas que los métodos de hidrolisis basica en especial el asistido por microondas.

La verificacion del método fue realizada a través de un GC-MS. Solo aquellos compuestos
que tenian las mayores concentraciones de las muestras que se seleccionaron pudieron ser

pesquisadas por este equipo. Los limites de deteccion de esta técnica no fueron determinados
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para los compuestos estudiados, pero se estima que podrian ser mayores a la del método
propuesto por lo que es posible que varios de los pesticidas estudiados podrian no haber sido
detectados. Mé&s alla de eso, se pudo determinar la presencia de un compuesto que esta
coeluyendo con acrintrina lo que podria estar arrojando una sobreestimacion de los valores
detectados para este pesticida. Seria recomendable por un lado repetir la verificacion con un
sistema de mayor sensibilidad y, por otro lado, se podria modificar el programa para tratar de
separar el coeluyente de la acrinatrina para asi poder determinar el porcentaje real de muestras
contaminadas con este pesticida. Esto ultimo podria ser facilmente alcanzable con una
modificacion del programa cromatografico haciendo mas lenta la Gltima rampa para aumentar la

separacion cromatografica de ambos peaks.

Toxicidad aguda por exposicion a pesticidas en A. mellifera.

La mayoria de los plaguicidas seleccionados para este estudio presentan una alta toxicidad
en abejas y larga persistencia en el medio ambiente por lo que fueron considerados como
riesgosos para nuestra poblacion apicola. En la tabla 13 se resume las dosis letales medias
(LDso) publicadas para la mayoria de los pesticidas seleccionados, la toxicidad de cada uno varia
dependiendo de su aplicacion (oral o de contacto). En general, el fipronil y los NO presentan una
alta toxicidad para las abejas generando una alta mortalidad con dosis muy bajas (en el orden de
ng por abeja). A pesar de tener un mismo modo de accion la toxicidad de los NO es variable. Por
ejemplo, tiametoxam y acetamiprid presentan toxicidades muy diferentes. Tiametoxam presenta
una alta toxicidad tanto oral como de contacto mientras que acetamiprid presenta una toxicidad
casi 3000 veces menor. Estas diferencias podrian deberse tanto a diferencias estructurales como
de los metabolitos que generan cada uno en las abejas. Hasta ahora es conocido que los
metabolitos del acetamiprid no presentan mayor toxicidad por lo que cualquier mecanismo que
los produzca corresponderia a un mecanismo de desintoxificacién. Mientras que uno de los
principales metabolitos del tiametoxam es el clotianidin, metabolito y pesticida propiamente tal
que presenta una alta toxicidad para las abejas. Esto sucede con otros neonicotinoides como el
imidacloprid por lo que es considerado como una de las causas de la alta toxicidad de estos

pesticidas a las abejas (Ilwasa et al., 2004).
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Por otro lado, pesticidas de alto uso agricola como el clorpirifos presentan también toxicidad
para las abejas. Dependiendo de la forma de aplicacion estos pesticidas pueden formar
verdaderas nubes toxicas que han desencadenado muertes masivas de abejas recolectoras en
especial en la época del florecimiento. Por esta razon, en muchas partes de Europa se ha limitado

el uso de estos pesticidas en las épocas de mayor riesgo, obteniéndose resultados variables.

Tabla 13. LDsg de los pesticidas seleccionados a las 48h en pg/abeja oral y de contacto. Todos
los datos fueron obtenidos de la Pesticide Properties Database (PPDB) de la Universidad de
Hertfordshire. Solo cumafés fue obtenido de Sanchez-Bayo & Goka, 2014, donde no se
especifica el numero de horas.

Compuesto activo LD50 oral L D50 contacto
Clotianidin - -
Metidation - > 0,130
Profenofos - 0,095

Azinfés-metilo - 0,420
Fipronil 0,004 0,006
Imidacloprid 0,004 0,081
Tiametoxam 0,005 0,024
Diazinon 0,090 0,130
Diazinén 0,090 0,130
Metamidofos > 0,220 -
Clorpirifos 0,250 0,059
Acrinatrina 0,770 0,084
Acetamiprid 14,530 8,090
Cumafos 20 4,600
Clorotalonil > 63 > 101

En diferentes partes del mundo se han hecho determinaciones de residuos de multiples
pesticidas tanto en abejas como en sus subproductos; miel, cera o polen, asi como también en los
sectores que rodean a los apiarios. Clorpirifos es uno de los pesticidas mas frecuentemente
detectado en abejas a concentraciones que varian entre 1 y 10 ng/g (Mullin et al., 2010) o incluso
hasta 180 ng/g (Wiest et al., 2011). La LDso oral de clorpirifos corresponde 0,250 pg/abeja o

aproximadamente 2,5 ug/g, /10 de la LDso corresponderia entonces a 250 ng/g, concentracion
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mucho mayor que las habitualmente encontradas para este pesticida. Esta misma situacion se
presenta para varios de los pesticidas seleccionados. Salvo excepciones las concentraciones
encontradas no suelen superar el limite de residuos permitido para cada region y estan muy por

debajo de las LDso.

En nuestro estudio se analizaron los resultados considerando un peso de 0,10 g por abeja.
Con esto se compar0 las concentraciones medias y maximas encontradas con los datos de LDsg
de contacto y oral a las 48h para los pesticidas encontrados. Para todos los casos las
concentraciones medias encontradas fueron mucho menores que las LD50 tanto de contacto
como oral (figura 18). La concentracion mas alta encontrada no supera los 0,010 pg/abeja

mientras que las LD50 para la mayoria de los casos estan sobre los 0,1 pg/abeja.

Concentracion maxima
Concentracion media

Tiametoxam - I 1.D50 oral ug/abeja contacto
- LD350 oral ug/abeja oral
s .
Fipronil

Compuesto activo

/\cetamiprld _
Metamidofos
Diazinon
Acrinatrina

Clorpirfos — ==

0. ()UO 0. 005 0. O]U 0, 1 10

Concentracion en ugfabeja

Figura 18. Concentracion maxima y media encontradas en las muestras
comparados con LDso. Para metamidofos solo se encontré LDsg oral,
mientras que para todo el resto se tienen los valores de LDso oral y de
contacto tras 48 horas de la aplicacidn. Las concentraciones maximas y
medias de tiametoxam, cumafos, y diazinon se consideraron como el
LOD ya que no fueron econtradas concentraciones a valores
cuantificables.
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Los resultados obtenidos corroboran lo descrito en la literatura sobre la baja exposicién de las
abejas a concentracion letales en campo. A pesar de esto, hay una preocupacion creciente por los
efectos que puede tener la exposicidn cronica a concentraciones subletales de la mayoria de los
pesticidas encotrados. Se vuelve importante entonces considerar los efectos que pudiesen tener
dosis subletales, consideradas como /10, Y/s0 0 incluso /100 de la LDso, y como la exposicion a
estas dosis por periodos prolongados afecta no solo la sobrevida de las abejas, sino que su

comportamiento individual y social.

Los NO vy el fipronil difieren de los insecticidas clasicos en que estos se aplican como
recubrimiento en las semillas y se vuelven sistémicos en la planta, es decir, se distribuyen en toda
la planta pudiendo ser detectados en el polen y néctar mucho después del periodo de
florecimiento (Cutler et al., 2007). En consecuencia, las abejas pueden estar expuestas a ellos por
largos periodos de tiempo (exposicion cronica). Los estudios de cultivos con semillas tratadas
con estos pesticidas no han demostrado tener efectos negativos sobre las abejas meliferas, sin
embargo, algunos estudios que establecen el efecto de exposicion crénica con dosis subletales de
pesticidas en abejas si muestran algunos efectos sobre las abejas (Nguyen et al., 2009).

Varios pesticidas de amplio uso tanto NO como OPP y HAL afectan tanto a la mortalidad
como a la sobrevida de las abejas adultas y larvas (Wu et al., 2011; Zhu et al., 2014; Lu et al.,
2014; Yang et al., 2008). Més all4 de los efectos en la sobrevivencia de estos insectos también se
han logrado establecer claros cambios en su comportamiento. El aprendizaje y la memoria son
aspectos que ayudan a la abeja en sus tareas de recoleccion de alimento en la navegacion desde y
hacia la colmena, en la deteccion de las flores por su olor (aprendizaje olfatorio) y la
memorizacion de estos olores, localizacion de fuentes de alimentos, entre otras funciones que se
han visto alteradas por la exposicion a bajas dosis de pesticidas en el tiempo (Decourtye et al.,
2003; El Hassani et al., 2008; Aliouane et al., 2009). Por otro lado, también se ha visto
interferencias en los procesos de orientacion y demoras en el tiempo de retorno a la colemna
(Bortolotti et al., 2003; Ramirez-Romero et al., 2005; Yang et al., 2008; Decourtye et al., 2010)
el reconocimiento de polen, néctar y agua entre otros productos clave para el funcionamiento de

la colmena (El Hassani et al., 2008; Démares et al., 2016).
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El blanco de la mayoria de estos pesticidas es el SNC de los insectos por lo que no es raro
observar que pequefias dosis de ciertos pesticidas alteran la movilidad de las abejas impidiendo
acciones béasicas como caminar y volar, o incluso inducen sintomas como caidas, movimientos
descoordinados, hiperactividad y temblores, (Lambin et al., 2001; Nauen et al., 2001; Guez et
al., 2001; Medrzycki et al., 2003; Colin et al., 2004). Esto afecta la capacidad de las abejas no
solo de desplazarse, sino que de comunicarse con el resto de la colmena. Es conocido que las
abejas se comunican a través de distintos patrones de vuelo que indican la locacién de fuentes de
alimento entre otras cosas (Dornhaus & Chittka, 2004).

Maés aun la reproduccion de las abejas también se ve afectada; efectos adversos en la
produccion y el desarrollo de las larvas, problemas durante la eclosion y posterior desarrollo en
abejas y otros polinizadores, bajas en la produccién de reinas o de los zanganos, entre otros
fendmenos que alteran la correcta reproduccion de estos insectos (Decourtye et al., 2010;
Decourtye et al., 2005; Abbott et al., 2008; Tasei et al., 2000; Tasei et al., 2001; Gregorc & Ellis,
2011).

El fipronil junto a los neonicotinoides se consideran como una de las causas probables del
CCD (Stokstad, 2012). Estudios del efecto de dosis subletales (/100 LD50) de fipronil en la abeja
melifera africanizada muestran que se producen varios dafios de tipo fisiologicos, lo que podria
causar un comportamiento anormal y posiblemente muerte (Roat et al., 2013). Al igual que el
imidaclorpid y el clotianidin, el firponil induce comportamientos que reducen la eficiencia del
vuelo (como quedarse mucho tiempo en la misma fuente de alimento) (EI Hassani et al., 2005;
2009).

Cabe sefialar que existen ciertas discrepancias entre los resultados de estudios de exposicién
cronica a pesticidas en terreno y laboratorio (Henry et al., 2012). En Cutler et al. (2007) por
ejemplo, no se observaron efectos colaterales en abeja melifera cuando eran expuestas a canola
crecida de semillas tratadas con cloatianidin, lo mismo sucedio para imidacloprid administrado
en suplementos de sacarosa (Faucon et al., 2005), en semillas de maravilla (Schmuck et al.,
2001) o maiz tratadas (Nguyen et al., 2009). De la misma manera no se observo efectos

negativos con el tratamiento con tiacloprid a las dosis permitidas (Schmuck et al., 2003). En el
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estudio de Decourtye et al. (2010) se propone que esta clara discrepancia entre los estudios de
campo Y laboratorio podria deberse a la capacidad de las abejas de cambiar su comportamiento
en respuesta a la percepcion de pesticidas, lo que disminuiria la cantidad de pesticidas
recolectados cuando se hacen los estudios fuera del laboratorio.

Maés alld de los NO y el fipronil, los OPP se han visto implicados en incidentes de
envenenamiento de abejas (Fletcher et al., 2003; Kamler et al., 2003). Los residuos de OPP se
detectan frecuentemente en matrices de colmenas de abejas meliferas, pero como no sobrepasan
los limites permitidos se sugiere que no estan directamente involucrados en las pérdidas de
colmenas (Mullin et al., 2010; Chauzat et al., 2011; Wiest et al., 2011; Cutler et al., 2014; Al
Naggar et al., 2015). Sin embargo, es necesario considerar la posibilidad de que se encuentren
interactuando con otros estresores, 0 en combinaciéon entre ellos, pudiendo comprometer el

bienestar de las abejas o la colmena (Cornman et al., 2012).

Modo de accion de pesticidas seleccionados

Es raro encontrar exposicion a un solo pesticida en las abejas; ya que generalmente estan
expuestas a diversos insecticidas, fungicidas y acaricidas, entre otros; por lo que sus efectos
pueden ser aditivos (Mullin C. A., 2010; Chauzat M. P., 2011; Wiest et al., 2011; Amulen et al.,
2017; Darko et al., 2017; Garcia et al., 2017; Ghini et al., 2004; Kiljanek et al., 2017; Orso et al.,
2016; Tong et al., 2016). Los pesticidas pueden presentar un efecto aditivo cuando ambos ejercen
su efecto sobre un mismo blanco celular; mientras que pueden tener efectos sinérgicos cuando

ejercen su efecto sobre blancos distintos.

Los neonicotinoides y el fipronil son pesticidas relativamente nuevos que se usan a gran
escala a nivel mundial (Pisa et al., 2015), son altamente persistentes y tienden a acumularse en
los suelos y sedimentos (Bonmatin, 2015), asi como también en los tejidos grasos de seres vivos.
Los NO son derivados de la nicotina e imitan la accion de la acetilcolina (Ach), que es uno de los
principales neurotransmisores excitatorios en el sistema nerviosos central (SNC) de los insectos.
Bajo condiciones fisioldgicas normales luego de que la Ach es liberada por la célula presinaptica

se une a los receptores colinergicos (AchR) y activa un canal cationico intriseco. La apertura del
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canal resulta en una depolarizacion de la célula postsinaptica principalmente debido a la entrada
de ion sodio (Na*). La accion sinaptica de la Ach se termina cuando la enzima acetilcolinesterasa
(AchE) hidroliza rapidamente la Ach. Los NO por su parte activan los AchR, pero no son
sensibles a la degradacion de la AchE por lo que la activacion persiste (Anexo 2). Esta activacion
persistente desencadena una sobreestimulacién de las sinapsis colinérgicas y resulta en la

hiperexcitacion, convulsiones, paralisis y muerte del insecto (Bloomquist, 2009).

Los OPP presentan estructuras quimicas diversas con un amplio rango de propiedades
fisicoquimicas y una actividad toxicologica primaria; la inactivacion de la AchE. Este proceso
bloquea la degradacion del neurotransmisor Ach lo que provoca un aumento de su concentracion
generando la hiperexcitacion del SNC. Esto se traduce en grandes descargas del potencial de
accion provenientes de un mismo estimulo. En insectos los efectos de los OPP estan ligados al
SNC donde todas las sinapses colinérgicas estan localizadas. La reactivacion de la AchE se
puede lograr a través de una hidrélisis en agua, sin embargo, puede tomar varias horas e incluso
dias lo que hace que la accion de los OPP, si bien es mas lenta que la accion de los PIR, sea
persistente (Anexo 2.) (Bloomquist, 2009).

El fipronil es un fenilpirazol que, asi como los neonicotinoides, presenta una alta
toxicidad aguda para las abejas meliferas. Interfiere con la funcion de los canales ligados a acido
y amino butirico (GABA) interrupiendo el flujo normal de iones cloruro (CIY) a traves de su
unién a los canales de CI ligados a GABA. En dosis suficientes causa una excitacion neuronal
excesiva, paralisis severa y muerte. Fipronil tiene una afinidad mayor por los canales de CI
regulados por GABA de insectos que los de mamiferos (Gunasekara et al., 2007) (Anexo 2). La
uniéon de fipronil a los receptores de GABA induce una hiperpolarizacion de los cuerpos
pedunculados (o corpora pedunculata) que estan ubicados en varias partes del cerebro de la
abeja y son relevantes para la modulacion del aprendizaje, memoria y percepcion sensorial
(Schéfer & Bicker, 1986; Narahashi et al., 2007; EI Hassani et al., 2009; Aliouane et al., 2009;
Bernadou et al., 2009).

La acrinatrina es un HAL aplicado directamente en las colmenas para el control de varroa

un acaro parasito que se encuentra diseminado practicamente en todo el territorio nacional
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(Lesser, 1998). Corresponde a un PIR fluorado que afecta el sistema nervioso de los acaros de
una manera similar que otros miembros de la familia de los PIR, blogueando la sefial nerviosa a
través de la prolongacion de la apertura de los canales de ion Na" (Anexo 3) (Dekeyser, 2005).
La intoxicacion por PIR resulta de sus potentes efectos en la generacidon del impulso nervioso
tanto en el SNC como en el sistema nervioso periferico (SNP). Bajo condiciones normales las
neuronas poseen un voltaje transmembrana de — 60 mV al interior. El impulso nervioso o
potencial de accion consiste en una despolarizacién transiente que esta dirigida por una entrada
de iones Na* seguido por una repolarizacion debida a la salida de ion potasio (K*). Estos flujos
de iones ocurren debido a la apertura y cierre de canales iGnicos que se encuentran en la
membrana de los nervios. El potencial de accion se propaga por el axon hasta que llega al
terminal nervioso donde estimula la liberacién de transmisores quimicos. La apertura prolongada
de los canales de Na" causan los efectos de hiperexcitacion de las células postsinapticas
(Bloomquist, 2009).

El clorotalonil por su parte es un fungicida que es clasificado por su modo de acciéon como
“multisitio”. Este reacciona en las células a través de la subtitucion del CI” por los grupos
sulfihidrilos del glutation y otros tioles de bajo peso molecular lo que inhibe la oxidacion de la
glucosa fuertemente y por ende interfiere con la cadena respiratoria de los hongos (Vincent &
Sisler, 1968).

Como se menciona anteriormente, la mayoria de estos estudios consideran la exposicion a un
solo pesticida cuando en la realidad la exposicion de las abejas es a maltiples pesticidas ademas
de otros factores como agentes bioldgicos, cambios climéticos, mala nutricién, etc. Los efectos
toxicos de mezclas de pesticidas en abejas estan siendo cada vez mas estudiados (Pilling et al.,
1993; Gill et al., 2012; Johnson et al., 2013). La combinacion de pesticidas clorpirfos,
clorotalonil y cumafos han mostrado poseer efectos negativos sinérgicos (Zhu et al., 2014). Los
estudios en terreno del imidacloprid junto con el OPP cumafos han mostrado que disminuyen el
aprendizaje olfatorio y la formacién de memoria en abejas (Williamson et al., 2013 a). Las
mezclas de algunos acaricidas también han mostrado tener efectos sinérgicos entre ellos lo que
también ocurre cuando son incorporados en conjuntos con algunos fungicidas, dependiendo de la

manera en que interactian con los mecanismos de detoxificacion de las abejas. Mas aun, los
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efectos con otros xenobidticos tal como pesticidas naturales, antibioticos y productos de la
formulacion de algunos pesticidas supuestamente “inertes” también han sido estudiados
encontrandose diferentes efectos por si mismos o0 en combinacion con pesticidas (Johnson et al.,
2013).

En nuestro estudio las mezclas que ocurrieron con mas frecuencia fueron de clorpirifos
con acrinatrina y acetamiprid con acrinatrina. En la primera mezcla clorpirifos inhibe la enzima
AchE mientras que la acrinatrina inhibe el cierre de los canales de sodio. En la segunda mezcla el
neonicotinoide acetamiprid de baja toxicidad simula la accion de la aceticolina en las neuoronas
postsinapticas. De acuerdo a esto, en ambos casos los pesticidas actan sobre blancos distintos
por lo que, aungue no esta descrito, podria observarse un efecto sinérgico en la toxicidad de estos

pesticidas usados en conjunto.

Mas aln la presencia de algunos componentes llamados “inertes” de la formulacion de los
pesticidas ha mostrado tener una toxicidad mayor incluso que los mismos pesticidas.
Habitualmente en la formulacion de los pesticidas tan solo un 50% corresponde al compuesto
activo, sin embargo, muy pocos estudios sobre la toxicidad de los pesticidas a las abejas han

considerado los otros componentes de la formulacién (Johnson et al., 2013).

Relacion con volumen de ventas y caracteristicas fisicoquimicas

Como se menciona anteriormente el pesticida mas frecuentemente encontrado en las muestras
fue clorpirifos. Este es uno de los plaguicidas mas vendidos en las dos regiones consideradas en
el estudio, con un total de 400 toneladas para el afio 2012 (ultimo registro disopnible del SAG).
Este pesticida es utilizado principalmente para la proteccion de cultivos citricos y paltos ambos
cultivos presentes en en las regiones estudiadas y que podrian ser visitados por las abejas.
Ademas, la aplicacién por aspersién puede generar la diseminacion del compuesto hacia otras
fuentes de néctar de las abejas, lo que explicaria igualmente su alta frecuencia de aparicién en las
muestras. Estos hechos y ser considerado como de alto riesgo por poseer alta toxicidad tanto
aguda como cronica subletal para las abejas hacen de este compuesto un componente de riesgo

para estos insectos. Por otra parte, uno de los principales metabolitos del clorpirifos, el clorpirifos
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oxon, ha sido considerado como de alto riesgo por poseer una toxicidad ain mayor que su
compuesto parental y estar involucrado en multiples cambios en el comportamiento de las abejas
a concentraciones subletales (Williamson et al., 2013 b). Por lo que la metabolizacion de
clorpirifos podria ser una de las principales vias de intoxicacion para las abejas expuestas a este

pesticida.

El periodo de vida de una abeja obrera durante primavera-verano varia entre las 4 a 5
semanas lo que reduce significativamente la exposicion a pesticidas encontrados en el medio
ambiente. Sin embargo, en invierno este se extiende hasta por seis meses debido a la hibernacion,
momento en el que aumenta la exposiscion a los pesticidas que se puedan encontrar dentro de la
colmena, principalmente acumulados en el polen y la cera. Clorpirifos presenta una alta
lipofilicidad por lo que es factible que se encuentre acumulado en estructuras como la cera de las
colmenas. En este sentido cabe sefialar que la cera de las colmenas ha mostrado contener una
gran cantidad de pesticidas que pueden generar diferentes efectos no deseados en las abejas.
Ademaés de la lipoficidad de los pesticidas que les permite acumularse en matrices lipidicas como
la cera y la reultilizacion de esta por parte de los apicultores también propicia la acumulacion de

diferentes compuestos; lo que podria ser un factor contribuyente al deterioro de la salud apicola.

El segundo pesticida mas frecuentemente encontrado es la acrinatrina, acaricida ampliamente
utilizado para tratar las infecciones por varroa. Este pesticida se encuentra en altas
concentraciones en la cera de las colmenas y tiene una toxicidad oral y de contacto considerable
para las abejas. Hasta la fecha no se han encontrado estudios que determinen los efectos que
pudiera tener la aplicacion constante de bajas dosis de este pesticida sobre las colmenas. Sin
embargo, ha sido encontrado tanto en la cera de las colmenas como en la miel por lo que podria
pensarse que las abejas estan expuestas de manera cronica a dosis considerables de este y otros

pesticidas que podrian tener efecto sobre el comportamiento de estos insectos.

Entre los pesticidas analizados, los més frecuentemente encontrados (clorpirifos, acrinatrina y
diazinon) también presentan una elevada lipofilicidad (Tabla 2). Por un lado, su capacidad de
almacenarse en los tejidos grasos de la abeja podria ser una de las razones de por que es mas

frecuente encontrarlos en estos insectos o en la cera de las colmenas, haciendo no solo que las
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abejas recolectoras estén en contacto, sino que la colmena en general. El prolongado tiempo de
permanencia de clorpirifos en los cultivos, arboles y el medio ambiente (considerado como muy
persistente en plantas y suelos); tal como se observa en la Tabla 14, hacen que las abejas tengan
mas posibilidades de encontrarlo en sus vuelos de recoleccion, aun varios dias después de su
aplicacion. En relacién las ventas, tanto clorpirifos como diazinon se encuentran entre los mas
vendidos para ambas regiones (Tabla 14). Metamidofos también presenta un gran volumen de
venta para ambas regiones; sin embargo, fue detectado en un bajo nimero de muestras. La baja
lipofilicidad y rapida degradacion de este compuesto podria evitar que las abejas tengan contacto
con él y por lo tanto no ser detectado en las muestras. Lo mismo ocurre con el clorotalonil que
tiene una rapida degradacion en planta y una lipofilicidad media. Por otro lado, se podria estar
sobrestimando el uso de pesticidas a través de las ventas registradas en SAG; puesto que no
explicaria directamente la aplicacion de pesticidas en el periodo estudiado (Tabla 14).

Tabla 14. Resumen de los volumenes de venta de plaguidas y sus tiempos de degradacion. Se
detallan los tiempos de degradacion en campo, en plantas y en agua en dias y los volimenes de
venta antes presentados para ambas regiones estudiadas.

Compuesto T hidrolisis T degcampo T deg planta Ventas V Ventas VI
Clorpirifos 26 21 247 93.850 309.658
Diazinon 138 18,4 9,6 4.685 66.606
Clorotalonil 30 44 55 16.474 46.930
Metamidofos 5 4 2,8 34.760 36.509
Acetamiprid 500 3 6,3 2.917 8.626
Tiametoxam 500 39 3,2 3.080 3.472
Acrinatrina 500 22 2,6 901 1.688
Fipronil 500 65 3,3 5 1
Coumafos - 24 122 - -

La degradacion de los pesticidas en el medio ambiente puede incluir igualmente su
metabolizacion en las mismas abejas. Se concoce que la produccion de ciertos metabolitos en las
abejas también podria ser una via importante de intoxicacion de estos insectos con los pesticidas
originales. Metabolitos provenientes de pesticidas como imidacloprid o clorpirifos podria ser
potencialmente mas toxicos que el compuesto parental, volviendo de suma importancia su

deteccion en las abejas ademas de la determinacion de sus efectos (lwasa et al., 2004,
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Williamson et al., 2013 b). Més adn la rapida metabolizacidn de estos compuestos en las mismas

abejas podria estar impidiendo su determinacion por el método planteado.

Apis mellifera como bioindicador de contaminacion ambiental

Debido a los habitos de recoleccion de néctar por parte de las abejas (recorren alrededor de
5 kms en torno a la colmena), la deteccidn de pesticidas en ellas permite evaluar la situacion
temporal inmediata sobre la presencia de estos compuestos en los sectores aledafios a los
apiarios. Esto permite generar un sondeo de los principales plaguicidas aplicados en esa zona, los
gue eventualmente podrian considerarse un riesgo tanto para las mismas abejas como para otros

polinizadores.

Maés alla de la contaminacion en el momento de la aplicacion se ha observado que entre un
80-90% del compuesto activo de los pesticidas no es retenido en el cultivo al cual fue aplicado
llegando féacilmente al suelo o aguas que puedan estar contiguas a la zona de aplicaciéon (Sur &
Stork, 2003; Morrissey et al., 2015; Long & Krupke 2016). Ademas del medio que rodea a las
abejas las mismas colmenas también llegan a ser una fuente importante de contaminacion. Las
abejas recolectoras vuelven a las colmenas contaminadas de pesticidas o con productos de
recoleccion contaminados que se los pasan a las abejas obreras las cuales a su vez lo traspasan al

interior de la colmena.

En Mullin et al.,, 2010 se detectaron un promedio de 6.5 pesticidas por colmena en
diferentes localidades de Canada siendo gran parte de ellos NO. Entre las muestras de cera y
polen el 60% contenia al menos un pesticida sistémico y casi el 50% contenia acaricidas de uso
interno como el cumafds, y el fungicida de amplio uso clorotalonil. En el polen recolectado por
las abejas se encontro clorotalonil en concentraciones de hasta 99 pg/g y otros insecticidas como
clorpirifos e imidacloprid junto con algunos fungicidas y herbicidas a niveles de 1 pg/g. La
mayoria de las colmenas y muestras de cera estructurales (98%) estaban contaminadas con
cumafds y clorotalonil, llegando a encontrar concentraciones maximas de 94 pg/g de cumafos.
En promedio se encontraron 6 incidencias de pesticidas por muestra y un maximo de 39. En la

abejas adultas y larvas se encontraron menores incidencias de pesticidas excepto de aquellos
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relacionados con abejas muertas como el fipronil a concentraciones letales de 3,1 pg/g. Al
contrario de lo que sucede con el polen y la cera la cantidad de residuos de pesticidas
encontrados en abejas es generalmente menor. Incluso aquellos pesticidas encontrados en mas
altos niveles correspondian a niveles mucho menores que el LD50, y por lo tanto no explicaban
directamente las altas tasas de mortalidad encontradas. Clortalonil fue encontrado en niveles 100
veces menor en abejas que en polen o cera lo que también habla se su rapida biotransformacion y
la importancia de la determinacion de metabolitos. La biotransformacion y répida excrecion
también puede explicar la falta general de residuos de pesticidas sistémicos en abejas los que si
se han encontrado de manera constante polen y miel independiente de la temporada de muestreo
(Lu et al., 2015).

El polen constituye otra fuente de contaminacion. Este al ser almacenado en las celdas se ve
contaminado producto de la gran cantidad de pesticidas que se acumulan en la cera (Bogdanov et
al., 2004). La cera presenta, cominmente, las concentraciones mas altas de pesticidas. Por otro
lado, el polen, principal fuente proteica en la alimentacion de las abejas, también es una fuente
importante de toxinas en la colmena (Chauzat, 2006; Long & Krupke, 2016) Estudios han
mostrado que el polen presenta una gran cantidad de PIR, OPP y algunos fungicidas, como por
ejemplo clorotalonil que ha sido encontrado en concentraciones promedio de 4400 ng/g (Pettis et
al., 2013). Los contenidos del floema en la planta son traspasados al polen y al néctar pudiéndose
encontrar pesticidas incluso dias después de la aplicacion y donde ademas pueden permanecer
por meses para luego ser usados para alimentar tanto a larvas como a la reina (Barker et al.,
1980; Waller et al., 1984; Byrne et al., 2014). Asi mismo, el agua como también abejas muertas
por exposicion a pesticidas pueden llegar a ser fuentes de contaminacion por pesticidas
constituyendo un riesgo para las otras abejas (Robinson et al., 1984; Gunasekara, 2007). Sin
embargo, la metabolizacion de pesticidas como los NO en las abejas es un proceso que solo toma
algunas horas por lo que su deteccion incluso analizando abejas muertas por contaminacién

aguda de pesticidas puede ser nula (Chauzat et al., 2009; Tapparo et al., 2012).

Por lo que las abejas y mas aun sus subproductos pueden ser utilizados como indicadores de

contaminacion ambiental. Especialmente la cera que por sus caracteristicas de polaridad presenta
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mayor acumulacién de pesticidas lipofilicos, lo que podria entregar informacién de la

contaminacion expuesta por largos periodos de tiempo del sector donde estan ubicados.
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CONCLUSIONES

El uso de dispersion de matriz en fase sélida, utilizando la mezcla de sorbente/co-sorbente
C18 vy florisil, asociado a GC-FPD/ECD permitio la extraccion y determinacion simultanea de
una variedad de plaguicidas halogenados, organofosforados y neonicotioniodes desde una matriz
de alta complejidad como las abejas meliferas. El uso del detector FPD, infrecuentemente usado
para la determinacion de pesticidas en abejas, mostrd ser comparable con detectores de alta
sensibilidad como el detector de ECD, por lo que se posiciona como una alternativa viable para
la determinacion de multiples pesticidas organofosforados en abejas.

Por otro lado, la aplicacién del método optimizado permitio la deteccion de nueve de los
trece plaguicidas estudiados, en abejas recolectadas en la V' y VI region de Chile. Si bien las
concentraciones de los pesticidas determinadas en las abejas en este estudio podrian considerarse
como de “bajo riesgo” para estos insectos, debido a que ninguna sobrepasa la LDso, se debe tener
en cuenta que los efectos agudos no son el real problema al que nos estamos enfrentando. La
LDso como medida de riesgo de un pesticida para las abejas es una determinacién impresisa del
riesgo real que estos presentan. La exposicion crdnica a dosis subletales generadas por la
acumulacién de estos pesticidas en el ambiente ha mostrado ser la causa el real dafio que se esta
causando. Consecuentemente las actividades de reutilizacion de cera que causan la acumulacion
de pesticidas en las colmenas sostienen la exposicion en el tiempo, con los mencionados efectos
negativos que esto acarrea.

Considerando los diferentes factores y las multiples relaciones entre estos que pueden
afectar a las colmenas, como por ejemplo el uso inadecuado de pesticidas, se hace imperioso
replantearse las précticas tanto en la agricultura como en la apicultura; de modo que se cautele
por la salud de un organismo tan relevante para el medio ambiente. Mas aln es preciso extender
la atencion a aquellos polinizadores silvestres que no estan bajo el alero protector de la
humanidad y que se estan viendo afectados por estos mismos fendmenos. La disminucion o
pérdida de estos organismos podria conllevar a peligrosas desetabilizaciones del ecosistema ain
mas relevantes que las pérdidas de abejas domésticas. Es necesario tomar en consideracion su

proteccidn a la hora de usar productos de proteccion en la agricultura y otros rubros.
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ANEXO

1. Gréficos control de blancos fortificados
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2. Modo de accion de Neonicotinoides, Organofosforados y Fenilpirazoles
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Figura 1. Modos de accion de neonicotinoides, fipronil y organofosforados. En a un
esquema que resume el modo de accién de NO y OPP. La unién de los NO a los
AchR permite la entrada persistente de iones Na*, causando un potencial excitatorio
postsinaptico persistente que se traduce en la hiperexcitacion de la célula
postsinaptica. Por su parte los OPP acttan a través del bloqueo de la accién de la
enzima AchE impidiendo la degradacién de la Ach generando una acumulacion de
este neurotrasmisor excitatorio. En b un esquema del modo de accion de
fenilpirazoles como el fipronil. La union de fipronil a los canales de CI” provoca un

bloqueo convulsante que se traduce en neuroexcitacion.

(Bloomquist, 2009).
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3. Modo de accién de Piretroides
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Figura 2. Modo de accion de la acrinatrina. La acrinatrina bloquea la inhibicion de los
canales de Na* permitiendo que siga entrando lo que resulta en un potencial excitatorio
postsinaptico. La sinapsis neuromuscular de los insectos, que usa glutamato (Glu) como
neurotransmisor, es un blanco especialmente importante para los PIR. Imagen adaptada
de (Bloomquist, 2009).
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