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RESUMEN

La miel es un alimento con un alto valor agregado, cuya composicion depende de
su origen boténico y caracteristicas fisicoquimicas del suelo cercano a las colmenas.
Los suelos pueden contener contaminantes organicos e inorganicos dependiendo
de las actividades antropogénicas en ellos. Se ha descrito que los contaminantes
se pueden transportar a las colmenas a través de la interaccion de las abejas con
el aguay las plantas en contacto con el suelo, o mediante el transporte de particulas
del suelo a las colmenas. La identificacion del origen geografico de la miel es
informacion que puede ayudar a consumidores y productores a evitar que las abejas
estén expuestas a los contaminantes que pueden estar presentes en areas de

alimentacion o a seleccionar la miel de &reas con menos riesgo de contaminacion.

El objetivo de este estudio fue determinar contaminantes organicos presentes en

miel y suelos cercanos a colmenas ubicadas en el sur de Chile.

Para este estudio, se realiz6 un muestreo de suelos y mieles de Temuco y Valdivia,
un area caracterizada por una productividad de miel alta y variada. Las muestras se
caracterizaron por métodos estandarizados (pH, contenido de carbono orgéanico,
contenido de metal, etc.). Para la extraccién de contaminantes organicos del suelo
se evalu6 una metodologia de ultrasonido. Para el analisis de las muestras se
utilizaron dos técnicas: Cromatografia de gases con detector de microcaptura
electronica (GC-UECD) y analisis de muestra directa - tiempo de vuelo -
espectrometria de masas (DSA-TOF-MS). Para el andlisis DSA-TOF-MS, se
obtuvieron extractos acuosos de suelo y miel. Los resultados de la caracterizacion
del suelo mostraron un pH que fluctu6é entre 4,56 y 6,57, con alto contenido de
carbono orgéanico. Los espectros m/z obtenidos mediante la técnica DSA-TOF-MS
de extractos acuosos informaron la presencia de contaminantes organicos del tipo
organofosforado en al menos tres sectores de muestreo. Se determinaron los limites
de deteccién y cuantificacion para clorpirifos, que fueron 25,4 pg/L y 26,3 ug/L,

respectivamente. A partir de los resultados obtenidos, es posible concluir que la



técnica DSA-TOF-MS permite mostrar la presencia de contaminantes en la miel de
los sectores muestreados, y que el método de extraccion con ultrasonido es una
técnica simple y de bajo costo, la cual permite la cuantificacion de contaminantes
organicos por GC-uECD.

Se pudo constatar que existe una transferencia de los contaminantes organicos
entre suelo, abeja, colmena y miel, como es el caso del pesticida organofosforado
clorpirifos, de vida media mayor a 60 dias, el cual se encontr6 tanto en los extractos
de suelo como miel y ademas fue detectado en los extractos de suelo por GC-UECD.
Otro de los contaminantes identificados por DSA-TOF- MS es el fungicida
fenhexamida, de vida media de 1 dia en condiciones aerobias el cual sélo fue

encontrado en los extractos de miel.



SUMMARY

Honey is a food with a high added value, whose composition depends on its
botanical origin and physicochemical characteristics of the soil near the hives. Soils
can contain organic and inorganic pollutants depending on the anthropogenic
activities in them. It has been described that pollutants can be transported to hives
through the interaction of bees with water and plants in contact with the soil, or by
transporting soil particles to hives. ldentifying the geographic origin of honey is
information that can help consumers and producers avoid exposing bees to
contaminants that may be present in feeding areas or selecting honey from areas

with less risk of contamination.

The objective of this study was to determine organic pollutants present in honey and

soils near beehives located in southern Chile.

For this study, a soil and honey sampling from Temuco and Valdivia was carried out,
an area characterized by high and varied honey productivity. The samples were
characterized by standardized methods (pH, organic carbon content, metal content,
etc.). For the extraction of organic pollutants from the soil, an ultrasound
methodology was evaluated. For the analysis of the samples, two techniques were
used: gas chromatography with electron microcapture detector (GC-UECD) and
direct sample analysis - time of flight - mass spectrometry (DSA-TOF-MS). For the
DSA-TOF-MS analysis, agueous extracts of soil and honey were obtained. The
results of the characterization of the soil showed a pH that fluctuated between 4.56
and 6.57, with a high content of organic carbon. The m/z spectra obtained by means
of the DSA-TOF-MS technique of aqueous extracts reported the presence of organic
pollutants of the organophosphate type in at least three sampling sectors. The
detection and quantification limits for chlorpyrifos were determined, which were 25.4
pg/L and 26.3 pg/L, respectively. From the results obtained, it is possible to conclude
that the DSA-TOF-MS technique allows to show the presence of contaminants in the

honey of the sampled sectors, and that the ultrasound extraction method is a simple



and low-cost technique, the which allows the quantification of organic contaminants
by GC-uECD.

It was found that there is a transfer of organic pollutants between soil, bee, hive and
honey, as is the case of the organophosphate pesticide chlorpyrifos, with a half-life
greater than 60 days, which was found in both soil extracts such as honey and it was
also detected in the soil extracts by GC-uECD. Another of the contaminants
identified by DSA-TOF-MS is the fungicide fenhexamide, with a half-life of 1 day

under aerobic conditions, which was only found in honey extracts.



1. INTRODUCCION

Existen registros, desde hace miles de afos, que demuestran que el hombre
consumia miel, para lo cual debié aprender a controlar las colmenas de abejas y asi
obtener este recurso que hoy en dia es considerado un alimento de alto valor
nutricional. La miel es considerada uno de los alimentos mas nobles y de mayor
valor agregado del planeta, esto es por las diversas propiedades que se le atribuyen.
No solo la miel es importante, sino el rol que cumplen las abejas al producir la miel
es de suma importancia para el medio ambiente, ya que, las abejas ademas
polinizan y ayudan a preservar la biodiversidad y la reproduccion de la flor

endémica.

Con los afios, junto con el incremento de la poblacion se ha incrementado la
demanda de productos agricolas, lo cual ha llevado a la utilizacion de una mayor
cantidad de plaguicidas para asegurar la produccion de alimentos, lo cual afecta de
manera importante a las colmenas, ya que estos contaminantes generan un
ambiente desfavorable para el normal desarrollo de las abejas, lo que se puede
traducir en una disminucién de la poblacién de abejas, y a su vez disminuir la

produccion de miel.

A partir de lo expuesto se puede determinar que la agricultura va de la mano con la
apicultura, por lo que el medio circundante a las colmenas es un factor que se debe
considerar al evaluar la presencia de contaminantes en miel, ya que permitiria a
través de un estudio del impacto ambiental, evaluar la influencia de los
contaminantes presentes en el suelo sobre las abejas y si éstos persisten hasta

llegar a la miel.

Para poder desarrollar el estudio primero debemos conocer las caracteristicas de la

miel, la cual es un alimento de sabor dulce, viscoso y de color &mbar. Es un producto



natural elaborado por las abejas Apis mellifera con el néctar que obtienen de flores
y secreciones de plantas. El néctar recolectado es distribuido entre varias abejas de
la colmena, que luego de regurgitarlo repetidas veces y someterlo en su boca al aire
caliente de la colmena, con el fin de evaporar la mayor cantidad de agua, es
depositado en celdas abiertas donde termina de concentrarse hasta convertirse en
miel. Este proceso es conocido como trofalaxia y en él las abejas agregan enzimas
salivales que degradan la sacarosa contenida en el néctar a glucosa y fructosa

(figura 1).

La miel también contiene vitaminas, aminoacidos, proteinas, acidos organicos y
trazas minerales como hierro, cobre, manganeso, calcio, sodio, sulfatos, fosfatos,
entre otros. (Von Frish, K. 1999)

Figura 1: Proceso de extraccion de miel en colmena.




El segundo tema de importancia a considerar para el estudio es la matriz suelo, el
cual se caracteriza por ser un sistema abierto que intercambia materia y energia
con el entorno. El suelo corresponde a una mezcla heterogénea en la que podemos
distinguir tres componentes principalmente, una fraccién sélida, una gaseosa y una
liquida (figura 2), en la cual se pueden encontrar microrganismos, asi como también
contaminantes organicos e inorganicos (Luzio, W. y col. 2006). Existen distintos
tipos de suelos, con distintas propiedades fisicoquimicas, los cuales pueden ser
agrupados en series, familias, grupos, 6rdenes y subordenes (Crespo, C. 2004). Las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo son de suma importancia dado que, definen

el destino final de los contaminantes.

GA"EE(OSO o

ﬂ( --_,-;goros vacios
SOLIDO 2

(agregados

minerales ;
junto a la \’(:)
materia organica) = %

S / REYar
LIQUIDO

(poros con agua)

Figura 2: Estructura del suelo.

La ubicacién de las colmenas es un parametro primordial que considerar, dado que
las abejas salen de la colmena a recolectar el néctar y cubren un area de 7 km?
alrededor de ésta, pudiendo realizar en promedio 10 viajes al dia (Von Frish, K.
1999). Previo a la instalacién de las colmenas se debe realizar un estudio de los
recursos disponibles para las abejas dentro de esa area y considerar si existe una

fuente de contaminacion que pudiese ser perjudicial.



A continuacion de describen las principales recomendaciones relacionadas a la

ubicacion de las colmenas (Von Frish, K. 1999):

e Las colmenas no se deben ubicar en lugares bajos o que tengan poca
humedad (figura 3).

e Se debe conocer la distancia con otros apiarios, ya que, podria ocurrir una
transmision de enfermedades (figura 3).

e Se deben ubicar sobre un caballete y se recomienda una leve inclinacion
(figura 3).

e La piquera (entrada de las abejas a la colmena) debe estar en contra del
sentido del viento y debe existir una separacion de a lo menos 1 metro entre

cada colmena que compone el apiario (figura 3).

UBICACION
IDEAL

Salida de las abejas a favor del viento

Vientos
predominantes

Drenaje de agua| > ‘v""—/\l%l

Buenos caminos de accesos Agua fresca corriente
durante todo el afio

Figura 3: Condiciones ambientales consideradas para la ubicacion de una
colmena.

Una familia de contaminantes con un importante efecto toxico sobre las colmenas
son los contaminantes organicos, entre los cuales estan los plaguicidas (pesticidas,
insecticidas organoclorados Insecticidas organofosforados, herbicidas, etc), los

bifenilos policlorados (PCB), entre otros. Se trata de compuestos sintetizados y se



caracterizan en general por ser resistentes a la degradacion fotolitica, biologica y
quimica (Diez, M.C. 2010).

La probleméatica que se genera entre los pesticidas y las abejas radica en que estos
compuestos al ser aplicados a los cultivos pueden llegar a los suelos, y estar en
contacto directo con las abejas, contaminantes que pueden transferirse a la miel, la

cual ademas es un alimento de consumo humano.

Dentro de las caracteristicas fisicoquimicas de la miel de abejas se encuentra un
pH entre 3,0 a 4,5 por lo que para un correcto analisis de plaguicidas, se deberia

realizar en un periodo corto de tiempo, para evitar su degradacion (Aloisi, P. 2010).

A nivel nacional los pesticidas organoclorados y los organofosforados son
ampliamente utilizados (SAG, 2019). Dentro de los pesticidas organofosforados se
encuentra el clorpirifos, el cual destaca por un extenso uso en la agricultura de
nuestro pais, encontrdndose en mas de 23 productos registrados, cuyo nombre
segun IUPAC es [0,0O-dietil O-(3,5,6-tricloropiridin-2-il) fosforotioato] (Geisy, J. y
col.1999) (figura 4).
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Figura 4: Estructura de clorpirifos.

El clorpirifos es utilizado en el hogar para el control de cucarachas y pulgas, también
en la ganaderia para controlar garrapatas y en la agricultura, que es donde tiene su
mayor uso, para el control de plagas de moscas blancas, cochinillas, escarabajos,

trips de la platanera, entre otros (ASTDR, 1997). Es un sdélido cristalino de color



blanco que se clasifica quimicamente dentro de los tiones. Sus principales

caracteristicas se describen en la tabla 1 (Marquez, S. y col. 2010).

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas de clorpirifos.

Formula Molecular CoH11CIsNO3PS
Peso Molecular 350,62 g/mol
Punto de Fusion 41,5 —44°C

Solubilidad en agua 1,4 mg/L a 25°C

Benceno 7900 g/Kg, acetona 6500 g/kg,
cloroformo 6300 g/Kg a 25°C
Log Kow 4,699

Solubilidad en otros solventes

Con respecto a la persistencia del clorpirifos en el medio ambiente, se ha
encontrado en bibliografia valores que varian desde los dias hasta los 4 afos
(Watts, 2012), siendo el rango mas reportado de 60 a 120 dias (Manahan, 1999),
por lo tanto, los valores de vida media dependeran de la aplicacién, del ecosistema

y de factores ambientales (Watts, 2012).

Los pesticidas clorados también destacan por su gran uso en la actualidad y un
representante de esta familia de plaguicidas es la fenhexamida, cuyo nombre segun
IUPAC es [N-(2,3-Dicloro-4-hidroxifenil)-1-methilciclohexanocarboxamida] (figura
5).

Cl Cl

Figura 5: Estructura de Fenhexamida.
La fenhexamida es considerado especificamente un fungicida de contacto y de

accion preventiva. Se usa para tratar enfermedades que pueden afectar a cultivos



activos o a frutas ya cosechadas. Su mayor utilizaciéon es para el control de Botritis
y pudricion acida en vides (Esteriol, M. y col. 2017). Es un sélido granulado y se
debe aplicar disuelto en agua con dispersores. Las principales caracteristicas
fisicoquimicas de la fenhexamida se encuentran en la tabla 2 (Latorre, B.A y col.
2002).

La persistencia de la fenhexamida en el ambiente es baja, en suelo su vida media
es menor a 1 dia en condiciones aerobias y a 20°C (Esteriol, M. y col. 2017). Se
trata de un contaminante poco sensible a la hidrolisis. La luz solar contribuye
significativamente a su degradacion y a la de sus metabolitos en el agua, que no se
acumulan: su vida media en la superficie de los sistemas acuaticos es de 2,1 dias
(Latorre, B.A 'y col. 2002).

Tabla 2: Propiedades fisicoquimicas de fenhexamida.

Formula Molecular C14H17CI2NO2
Peso Molecular 302,20 g/mol
Punto de Fusion 153 °C

Solubilidad en agua 20 mg/L a 20°C

Diclorometano 31g/L isopropanol 91g/L, acetonitrilo
15g/L, tolueno 5,7g/L y hexano < 0,1g/L a 20°C

LOg Kow 3,51

Solubilidad en otros solventes

En Chile el Servicio Agricola Ganadero (SAG) es responsable de establecer las
regulaciones que norman la fabricacién, comercializacién y aplicacion de los
pesticidas en relacién con los limites maximos permitidos (LMP), el SAG se rige en
base al CODEX ALIMENTARIUS, siendo para el clorpirifos el limite entre 0,01-20

mg/Kg para distintos alimentos y para la fenhexamida 0,01-30 mg/kg.

Una de las etapas de mayor complejidad e importancia en el analisis de una muestra
es la seleccion de una metodologia de extraccion, que permita aislar el analito desde

la matriz que lo contiene, disminuyendo los interferentes presentes.



Para el andlisis de contaminantes organicos en miel se recomienda una extraccion
liquida, donde se solubilice la matriz en agua o mezclas de agua, acetona, metanol
o0 etanol, para asi extraer los analitos de interés y minimizar la interaccion entre los

azucares que componen la miel. (Tor, A. y col. 2006; Babic, S. y col. 1998).

Otra de las metodologias utilizadas para analizar contaminantes organicos en
matrices complejas es la extraccion en fase solida (SPE), la cual requiere cartuchos
0 columnas empacadas con algun material sélido adsorbente, el cual es capaz de
retener los analitos de interés cuando la muestra pasa a través de este material,
permitiendo asi su elucion con una pequefia cantidad de solvente organico
adecuado. Para aislar contaminantes organicos, se recomienda cartuchos de fase
reversa Cis, florisil, entre otros. Una vez retenidos los plaguicidas por la fase
adsorbente se recomienda eluir con acetona, diclorometano, acetato de etilo, n-
hexano, metanol o mezcla de estos. La técnica SPE emplea tiempos cortos de
ejecucion y se aislan analitos sin necesidad de aplicar temperatura a la muestra, lo
gue resulta ventajoso para no degradar dichos analitos (Tor, A. y col. 2006; Babic,
S. y col. 1998).

Otras de las metodologias utilizadas para aislar un analito desde su matriz es la
extraccion liquido-liquido (LLE), la cual consiste en la utilizacién de una fase liquida
(inmiscible con la matriz) que promueve la distribucion de analitos de manera
selectiva hacia el interior de dicha fase liquida. Como solvente extractante se
recomienda el uso de acetato de etilo, diclorometano, hexano, mezcla de hexano-
acetona, entre otros. A través de la metodologia LLE se pueden alcanzar bajos
limites de deteccion y cuantificacion, pero tiene la desventaja de que requiere
grandes volimenes de solvente para su realizacion (Tor, A. y col. 2006; Babic, S. y
col. 1998).



Otro punto importante que se debe considerar en la metodologia de extraccion
seleccionada para matrices complejas es que deben ser limitadas las etapas a
realizar para evitar la pérdida de la muestra, pero que sea eficiente para disminuir

el efecto matriz.

Una vez separado el analito desde la matriz es necesario concentrar el volumen de
muestra, mediante un proceso de evaporacion del solvente, una vez realizado este
proceso se procede a reconstituir la muestra, en un solvente adecuado para la

técnica de analisis que se utilizara.

El dltimo paso es la cuantificacion del analito, en el caso de matrices ambientales
complejas, como son agua, suelo y miel, es necesario seleccionar técnicas de
cuantificacion que permitan obtener bajos limites de deteccion y cuantificacion de

contaminantes organicos.

Dentro de las posibles técnicas de cuantificacion esta la cromatografia gaseosa
(GC) acoplada a diversos tipos de detectores, tales como detector de masas (GC-
MS), a un detector de captura (GC-ECD) o micro captura de electrones (GC-uECD).
Con un detector de masa se obtiene una mediana sensibilidad y una buena
separacion e identificaciéon de analitos. La cuantificacion realizada con un equipo
GC-uUECD posee una alta sensibilidad a halégenos y a grupos funcionales de gran
capacidad electroaceptora, y también permite una cuantificacion a bajas

concentraciones (Skoog, D. y col. 2008).

Por otro lado, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) resulta una opcion
dado que algunos detectores utilizados son muy versatiles y se pueden determinar
una mayor cantidad de analitos presentes. Entre los detectores mas empleados se
destaca el de arreglo de diodos (DAD), UV-VIS, fluorescencia (FLD), entre otros
(Branko, N. y col. 2004). Actualmente, se destaca el uso del detector de
espectrometria de masa en tandem para analizar residuos de contaminantes

organicos dado el disefio de métodos multiresiduo mas sensibles y selectivos con



la capacidad de separar muchos plaguicidas en un sélo analisis (Stachniuk, A. y col.
2016). Para los analisis por HPLC se debe tener extremo cuidado con el pH de la

fase movil, ya que en condiciones extremas se facilita la degradacion de los analitos.

La técnica “Tiempo de vuelo — Espectrometro de masa” acoplado a un sistema
“analisis directo” (DSA-TOF- MS) permite la medicion de muestras tanto solidas
como liquidas, en un corto tiempo, con un barrido en un amplio rango de masas.
Para este analisis las muestras se situan en una malla metélica, donde a través de
una corriente de nitrogeno a 300°C son ionizadas, ingresando a la zona de “Tiempo
de vuelo”, los analitos ionizados se distancian entre ellos por la diferencia entre sus
masas, finalmente ingresan al detector de masa generando una sefial masa carga
(m/z). La técnica DSA-TOF-MS tiene la caracteristica de poseer una alta resolucién
y exactitud en la determinacion de la relacion m/z, ademés de tener limites de
cuantificacion en condiciones optimizadas menores a las partes por millon (Jones,
R.y col. 2006).

A través de los antecedentes mencionados resulta de gran interés realizar estudios
gue permitan relacionar los contaminantes presentes en los suelos y la miel
obtenida de colmenas ubicadas en estos, informacion que permitiria utilizar a la miel
como un bioindicador de la contaminacion ambiental circundante a la colmena y por
otro lado informacion que podria ser un aporte para la seleccién del lugar en el cual

se ubiquen las colmenas.
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2. HIPOTESIS

Los contaminantes organicos presentes en suelos cercanos a las colmenas se
transfieren a las abejas y por medio de estas llegan a las colmenas y por

consiguiente a la miel.

3. OBJETIVOS

3.1 GENERAL
e Determinacion de contaminantes organicos presentes en miel y suelos

cercanos a colmenas ubicadas en el sur de Chile.

3.2 ESPECIFICOS

e Implementacion de metodologias analiticas para la determinacion
contaminantes organicos en miel y suelo apicola, mediante las técnicas de
DSA-TOF-MS y GC-uECD.

e Caracterizacion de suelos.

e Andlisis de miel y suelo apicola, mediante las técnicas DSA-TOF-MS y GC-
LECD.

e Analisis y discusion de resultados.
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4. MATERIALES, REACTIVOS E INSTRUMENTOS

4.1 MATERIALES
e Agitador, Gel Rocker 50, Bhanu.
e Balanza granataria, precisa 160M, Swiss Quality.
e Balanza analitica, precisa 125A, Swiss Quality.
e Bafo Termo-regulado, GLF.
e Camara de vacio para extraccion en fase soélida, Manifold.
e Handy Step, Brand.
e Placa calefactora, Sahara 310, Rocker.
e Material de vidrio.
e Cartridges C18, Sep-Pak, Waters.

e Filtro Advantec MFS, inc. 9 cm de diametro.

4.2 REACTIVOS
e Dicromato de sodio, G.T, Heyn.
e Sacarosa, P.A., Merck.
e N-hexano, Suprasolv para GC con detector ECD y FID, Merck.
e Metanol, Emsure, P.A., Merck.
e Acido sulfarico, P.A., Merck.
e Acetona, Emsure, P.A., Merck.
e Estandares de clorpirifos, P.A., Dr. Ehrenstorfer.
e Estandares de Cu, Zn, Ni, Cry Cd, Titrisol, Merck.
e Estandar de PCB 103 (99,0%), Dr. Ehrenstorfer.
e Permanganato de potasio, P.A., Merck.
e Agua milliQ.

e Agua destilada.
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4.3 EQUIPOS
pH-metro, PMX 3000, WTW.
Conductimetro, LF 539, WTW.
Estufa 300°C, WTC, Binder.
Estufa al vacio, VTR 5036, Heraeus.
Espectrofotometro UV/Vis, Unicam.
Centrifuga, Z 383 K, Hermle.
Espectrofotometro de Absorcion Atomica, 3110 con llama, Perkin Elmer.
Cromatografo de Gases, 7890A, Agilent Technologies con detector u-ECD y
FID.
Analisis de muestra directa - tiempo de vuelo - espectrometria de masas
(DSA-TOF-MS)
Rotavapor, WB 2000, Heidolph.
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5. METODOLOGIA

5.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de suelo y miel se obtuvieron de zonas aledafias a la ciudad de
Temuco, Regién de La Araucania (IX) — Chile, y de zonas cercanas a la ciudad de
Valdivia, Region de Los Rios (XIV) — Chile, el afio 2018.

Para la toma de muestras, se consideraron un total de 9 apiarios, de los cuales 7
pertenecen a localidades cercanas a Temuco y 2 apiarios de localidades cercanas

a Valdivia (figura 4).
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Figura 6: Ubicacion del sector de la toma de muestras.

Por cada apiario corresponde una muestra de miel y dos puntos de muestreo de
suelo, tal como se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3: Localidades de las regiones seleccionadas para el muestreo.

Temuco Cérdoba
Temuco Cérdoba
Temuco Las Quilas
Temuco Las Quilas
Temuco Curacautin
Temuco Curacautin
Temuco Ventreco
Temuco Ventreco
Temuco Camino a Victoria
Temuco Camino a Victoria
Temuco San Pablo
Temuco San Pablo
Temuco La Jaula
Temuco La Jaula
Valdivia Peumal
Valdivia Peumal
Valdivia Las Quemas
Valdivia Las Quemas

Para el muestreo de los suelos se considero el suelo superficial (0-20 cm) de las
cercanias de la colmena, considerando dos muestras de cada sector, donde el
primer punto de muestreo corresponde a 20 pasos en linea recta alejados desde la
colmena y el segundo punto corresponde a 40 pasos alejados desde el primer punto
de toma de muestra (figura 7). Las muestras fueron recolectadas con pala, donde
previamente fueron removidas hojas y ramas antes de su incorporacion a la bolsa 'y
su etiquetado. Finalmente, las muestras de suelo se secaron al aire para luego ser
molidas en mortero de porcelana y posteriormente tamizadas, para su posterior

analisis.

En relacion con las mieles, estan fueron colectadas en tubos plasticos, previamente
descontaminados y almacenadas a 4°C hasta su analisis.
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Camine 20 pasos

Toma de muestra N°1
Rotulacion: Lugar de muestreo-1

Camine 40 pasos

Toma de muestra N°2
Rotulacion: Lugar de muestreo-2

Figura 7: Descripcion del proceso de muestreo de suelo de los puntos 1y 2.

5.2 CARACTERIZACION DE LOS SUELOS

La caracterizacion del suelo se realiz6 mediante métodos estandarizados,
determinandose humedad, contenido de carbono organico (CO), pH, textura y

metales totales (Sadzawka, A. y col. 2006).

5.2.1 Factor de Humedad de los suelos

Se determind por pesada, para lo cual la muestra de suelo himeda fue secada a
105°C por 24 horas, luego se pesé el suelo seco. La diferencia de las pesadas

determind el factor de humedad de los suelos

5.2.2 Determinacion del contenido de Carbono Organico

Se determind a través del método de Walkley-Black, que consiste en una
combustibn humeda de la materia organica (MO) del suelo con un exceso de
solucién de NazCr207 en medio acido (H2S04). Después de la reaccion se cuantifico
colorimétricamente Cr (lll) en un espectrofotdmetro Unicam UV-2 (UV-Visible), a
una longitud de onda de 600 nm (Figura 8).
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Figura 8: Determinacion de carbono organico.

A partir de los resultados obtenidos de carbono organico, se determiné el porcentaje
de materia organica mediante un factor de conversion, aplicable sélo a suelos

(ecuaciones 1y 2):

mg CO x 1,2x 100 x Fh
Masa suelo x 1000

Ecuacion 1: %Carbono Organico =

Ecuacidn 2: % Materia Organica = 1,72 x %Carbono Organico

5.2.3 Determinacién del pH

Se determind potenciométricamente, utilizando un electrodo combinado de vidrio-
calomelano en una solucién cuya proporcion suelo-liquido es 1:2,5; el pH fue
determinado en el sobrenadante, obteniendo el registro de 3 soluciones por
separado: pH en H20, en KCI (1 M) y en CaClz (0,01 M). Se utiliz6 un pH-metro
WTW pMX 3000.
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5.2.4 Textura de los suelos

Para la determinacion del contenido de arcilla, limo y arena se utilizo el método de
Bouyoucos, para lo cual se pesaron 50 g de suelo (exactitud £ 0,1 g) en un vaso
precipitado de 1 L, al cual se le adicionaron 700 mL de agua milliQ, y 20 mL de
hexametafosfato de sodio al 10%. La suspension fue agitada por 15 minutos, para
luego trasvasijar el contenido a una probeta de 1 L, aforandose a ese volumen.
Luego se procedié a tapar la boca de la probeta para agitar por un minuto, esta
suspensién se dejo reposar por 4 minutos exactos, determinandose la temperatura
(T1) y luego la lectura con el hidrometro (L1). Nuevamente se dejo reposar la
suspension, pero esta vez por dos horas, transcurrido el tiempo se registrd una

segunda lectura de temperatura (T2) y del hidrometro (L2).

A las lecturas del hidrometro se les realiz6 una correccion de temperatura de 0,2 de

graduacion por cada °F por sobre o debajo de 67 °F, de acuerdo con las siguientes

ecuaciones:
Ecuacion 3: Ly corregiaa = L1 F[(T1F —67°F) x0,2]
Ecuacion 4: Ly corregiaa = Lo F[(T2F —67°F) x0,2]

Se suma cuando la T (°F) es mayor de 67 °F y se resta cuando la T (°F) es menor
de 67 °F.

El porcentaje de arena, limo y arcilla fue determinado mediante las ecuaciones 5, 6
y 7, para finalmente ubicar los resultados del porcentaje de arena, limo y arcilla en

la figura 9 y asi determinar la textura de los suelos:

Ecuacion 5: % Arena = 100 — (L1 corregiaaX2)
Ecuacion 6: % Arcilla = Ly corregiaax?
Ecuacion 7: % Limo = 100 — (% Arena + % Arcilla)
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Figura 9: Diagrama para la determinacion de clases texturales de suelos.

5.2.5 Determinacion de metales totales

Para la determinacion del contenido de metales totales se llevé a cabo una digestion
acida en microondas, para lo cual se pesaron 0,200 g de cada suelo en un vaso de
teflon, previamente descontaminado con HNOgs, y se adicionaron 4 mL de HNO3
concentrado y 2 mL de H202 (Horno microondas Milestone mils 1200 mega), para el
proceso de digestion se utilizo el siguiente programa: 5 min a una potencia de 250W;
5 min a una potencia de 400 W; 10 min a una potencia de 500 W y finalmente 5 min

de ventilacion.

Realizada la digestion se traspaso la solucién resultante a un matraz de aforo de 20
mL arrastrando todo el solido residual con H20 milli-Q. Finalmente, las muestras
fueron filtradas y trasvasijadas a envases de plastico para su posterior cuantificacion

(figura 10) por Espectroscopia de Absorcion Atdmica (EAA) con llama.
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Figura 10: Muestras de suelo digeridas y siendo filtradas para su

almacenamiento.

5.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE SUELO Y MIEL

Para el analisis de los contaminantes organicos en las muestras de suelo se realizo
una extraccion con solvente asistido por ultrasonido, donde se utilizaron dos
extractantes, agua y acetona (Tor, A. y col. 2006; Babic, S. y col. 1998). usando una

relacion suelo: solvente de 1:2.

La metodologia de extraccion depende de la técnica de cuantificacidn a utilizar, para
el caso del andlisis por GC-UECD, se realizé una extraccion con acetona, usando
ultrasonido por 15 minutos, esta suspension se centrifugé por 7 min a 3500 rpm
para separar el sobrenadante. El extracto obtenido se llevé a sequedad en un bafio
seco con corriente de nitrégeno (42°C), para finalmente reconstituir en n-hexano el

cual contenia estandar interno (PCB 103) (figura 11).

Para los analisis realizados por DSA-TOF-MS de suelos, se realizé la extraccion
mediante ultrasonido por 15 minutos usando agua y acetona, por separado, esta
suspension se centrifugd por 7 min a 3500 rpm para separar el sobrenadante (figura
11).
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Figura 11: Esquema de trabajo de las muestras de suelo y miel.

Para el andlisis de las mieles por medio de DSA-TOF-MS, se preparé un extracto
acuoso, tomando entre 550-800 mg de cada muestra de miel, a la cual se le
adicionaron 400 pL de agua grado HPLC, las suspensiones fueron agitadas por 10

minutos (figura 11).

5.4. ANALISIS DE MUESTRAS POR DSA-TOF- MS

Los analisis se realizaron utilizando DSA-TOF-MS, Perkin-Elmer, donde las

condiciones de trabajo del equipo fueron:

Polaridad: positiva

Corona: 3,0 pA

APCI: 300°C

Volumen de calibrante: 40 uL
Volumen de inyeccion: 10 L
Voltaje: 2900-3400 V.
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Estas condiciones fueron optimizadas preliminarmente (Garrido y col. 2018), donde

la muestra se coloca sobre una malla metélica, para su andlisis.

En una primera etapa se prepararon soluciones de contaminantes organicos en
solvente acetona de concentraciéon 0,01 pg/L aproximadamente (lvermectina,
Clorpirifos, Flumequina, Vamidotion, Malation, Mebendazol, Vinclozolina, Aldicarb,
Tiabendazol, Lindano, Fention, Dimetoato, Cipermetrina, Fenamifos, Imidan, Etion,
Diclorvos, Iprodiona, Clordano) las cuales fueron analizadas mediante DSA.TOF-

MS para determinar las relaciones m/z correspondientes a cada compuesto.

Finalmente se analizaron los extractos de suelo y miel usando las mismas

condiciones de trabajo descritas.

5.5 ANALISIS POR GC-UECD

5.5.1 Condiciones cromatogréficas

Para el andlisis de contaminantes organicos en suelo se realiz6 la implementacion
de un método de analisis utilizando un cromatégrafo de Gases, 7890A, Agilent
Technologies con detector de microcaptura electrénica (GC-uECD), tomando como
analito de estudio representativo de estos contaminantes al pesticida
organofosforado clorpirifos (CP). A continuacién, en las tablas 4 y 5 se describen

las condiciones cromatograficas utilizadas para el analisis.

Tabla 4: Condiciones cromatogréaficas optimizadas para la cuantificacién de CP

Condmopgs Detalle
Cromatograficas
Temperatura de inyeccion 250 °C
Detector 300 °C
Gas N2
Flujo Make Up N2 20 mL/20 min
Flujo Fase Movil 1 mL/1 min
Volumen de inyeccién 3 uL
Columna HP-5: 325°C: 30m x 320um x 0,25um
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Tabla 5: Programa de temperatura de GC-uECD

Razén Temperatura | Tiempo Tiempo
[°C/min] [°C] [min] total [min]
Inicial 100 1 1
Rampa 1 85 150 0 15
Rampa 2 25 200 0 3,6
Rampa 3 7 280 0 15

5.5.2 Curva de calibracion en solvente

Se realiz6 una curva de calibracién de CP a partir de una soluciéon de 50 mg CP/L,
para lo cual se pesaron 2,5 mg de un estandar solido de CP (99,5% de pureza), el
cual fue solubilizado en n-hexano y luego se llevd cuantitativamente a un matraz
aforado de 50 mL. A partir de esta solucién de partida se prepararon 6 soluciones
para construir la curva de calibracion (por duplicado, en un rango entre 25y 400
pg/L), a estas soluciones se les adicion6 PCB 103, como estandar interno a una

concentracion 150 pg/L (Tabla 6).

5.5.3 Parametros analiticos determinados

Para la técnica se determinaron los limites de deteccioén (LD) y de cuantificacion
(LC), para lo cual se realizaron diez inyecciones de un estandar de 24,6 ug/L. Para
el LD se utilizé la formula Area LD = 3 ¢ inyecciones, donde o es la desviacion
estandar. Para el calculo de LC se desarrollé el mismo procedimiento, multiplicando
por diez la desviacién estandar (es decir, Area LC = 10 o inyecciones).
Posteriormente, estos valores de area fueron interpolados en la curva de calibracion

del analito, obteniéndose las concentraciones correspondientes al LD y LC.
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Tabla 6: Concentraciones de curva de calibraciéon en n- hexano, (El: PCB 103).

Estandar i <
Mg/L
1 401,5 148,0
2 300,7 149,9
3 199,6 150,6
4 99,4 149,7
5 49,1 150,0
6 24,6 148,3

5.5.4 Extractos analizados

Para los analisis por GC-NECD, se utilizaron los extractos de suelo y miel obtenidos
por extraccidn con acetona y ultrasonido segun lo descrito en 5.3. Este extracto se
llevé a sequedad, y luego fue reconstituido en n-hexano con adicion de un estandar
interno PCB 103 (El).

24



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 CARACTERIZACION DE LOS SUELOS

La mayoria de las muestras se obtuvieron de La Region de La Araucania, cuya
capital es la ciudad de Temuco, la cual posee una superficie de 31.842,3 km?,
equivalente al 4,2% del territorio nacional. El clima predominante en esta region es
el templado oceéanico, con periodos marcadamente lluviosos. Cerca de 916.993 ha.
de esta Region se dedica al sector silvoagropecuario, lo cual corresponde al 20,6%
de la superficie nacional. Siendo el principal uso plantaciones forestales con 64,3%
de dicho total, seguido por cereales con 18,5% y plantas forrajeras con 9,8%
Ademas esta region cuenta con casi un 30% de huertos caseros frutales (ODEPA,
Araucania 2018).

Las actividades agropecuarias de las zonas cercanas a los sitios de muestreo son
de gran interés, ya que, las abejas tienen una interaccion directa con los recursos
del entorno circundante, en la tabla 7 se encuentra la superficie regional frutal por

especie de la Region, siendo la especie frutal predominante el avellano.

Tabla 7: Superficie regional frutal por especie de la Region de la Araucania.

Superficie Superficie Superficie Superficie Regién/Nacional
Especie Regi6n 2006 (ha) | Region 2012 (ha) | Region 2016 (ha) Nacional (afio 2018)

Avellano 548,7 2.251,5 4.434 13.110 33,8%
Manzano rojo 1.597,4 2.312,6 2.573 29.052 8,9%
Arandano 721,4 1.561,0 1.853 15.707 11,8%
Cerezo 193,3 382,0 725 25.109 2,9%
Nogal 55,0 95,3 253 35.277 0,7%
Frambueso 320,5 330,8 225 3.187 7.0%
Manzano verde 108,8 163,4 194 6.884 2,8%
Cranberry 127,1 137,8 149 726 20,5%
Castafio 35,8 8,8 55 960 5,7%
Peral 20,8 18,2 17 8.538 0,2%
Kiwi 22,0 19,7 14 8.720 0,2%
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Otros 30 21 45
3.780,7 7.302,5 10.536

168.465 0,0%

Total 315.735 3,3%

Fuente: Elaborado por Odepa a partir de informacién del catastro fruticola parala Regién de la Araucania; Odepa — Ciren.

El segundo grupo de muestras pertenecen a La Regién de Los Rios (XIV), cuya
capital es Valdivia, con una superficie de 18.429,5 km?, que representa el 2,4% del
territorio nacional. Al igual que la Region de la Araucania, la Regién de los Rios
presenta un clima templado oceénico. La actividad forestal, forrajera, y cerealera,
alcanzan un 96,0% de la superficie destinada al rubro silvoagropecuario. Ademas,
se ha indicado una importante produccion de huertos caseros fruticolas en la region
(ODEPA, Los Rios 2018). En la tabla 8 se encuentra la superficie regional frutal por

especie de la Region, donde la especie frutal predominante es el cranberry.

Tabla 8: Superficie regional frutal por especie de la Region de Los Rios.

. Superficie Superficie Superficie Superficie Regién/Nacional
Especie Region 2006 (ha) | Region 2012 (ha) | Region 2016 (ha) Nacional (afio 2018)
Arandano 614,4 15911 1.420,6 15.707,5 9,0%
Avellano 29,1 260,9 509,5 13.109,8 3,9%
Cranberry 250,2 464,9 476,1 725,7 65,6%
Frambueso 279,7 275,2 116,8 3.186,7 3, 7%
Castafio 19,0 59,6 79,9 960,4 8,3%
Kiwi 26,1 30,3 28,1 8.719,7 0,3%
Cerezo 14,9 27,9 20,5 25.109,3 0,1%
Sauco 17,7 17,7 100%
Zarparrilla roja 13,7 117,2 11,7%
Nogal 1,1 11,1 9,0 35.277,4 0,0%
Manzano Verde 15,4 16,9 6,4 6.884,4 0,1%
Manzano rojo 142,1 8,9 1,9 29.052,2 0,0%
Otros 10,1 16,8 3,2 176.867,6 0,0%
Total 1.402,7 2.691,5 2.703,3 315.735,4 0,9%

Fuente: Elaborado por Odepa a partir de informacion del catastro fruticola para la Region de Los Rios; Odepa — Ciren.

Los resultados de la caracterizaciéon de los suelos realizada mediante métodos
estandarizados para la determinacion de textura, humedad y pH, se encuentran en
la tabla 9. Los suelos de ambas localidades se clasifican como Franco Arenoso en

base a los porcentajes de arena, arcilla y limo, segun el diagrama de la figura 9.
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Este tipo de suelos se caracterizan por ser aptos para la actividad agricola, dado
gue poseen una textura no agregada (proporcionada por la arena), son suelos
fértiles (aportado por los limos) y por poseer una buena capacidad para la retencion

de la humedad (favorecido por la arcilla) (Luzio, W. y col. 2006).

Tabla 9: Caracteristicas fisicoquimicas de los suelos muestreados

. Arena | Arcilla | Limo Clasificacion MO pH
Miel Suelo
% % DE % DE
1 73,3 8,72 18,0 Franco Arenoso 23,6 0,9 4,79 0,08
A 2 75,3 6,72 18,0 Franco Arenoso 20,6 1,0 4,75 0,04
8 78,0 6,00 16,0 Franco Arenoso 21,1 0,8 5,41 0,06
B 4 80,0 6,00 14,0 Franco Arenoso 21,0 0,0 5,04 0,05
5 78,9 111 10,0 Franco Arenoso 22,4 0,1 5,91 0,07
c 6 80,9 7,12 12,0 Franco Arenoso 16,0 0,7 6,61 0,03
7 83,4 6,56 10,0 Franco Arenoso 23,4 1,2 5,07 0,14
D 8 81,4 6,56 12,0 Franco Arenoso 22,3 0,2 4,95 0,10
O 76,2 6,56 17,3 Franco Arenoso 18,6 0,7 4,79 0,05
E 10 77,4 7,28 15,3 Franco Arenoso 23,2 14 4,88 0,13
11 81,4 9,28 9,28 Franco Arenoso 13,7 0,5 4,97 0,09
F 12 83,4 7,28 9,28 Franco Arenoso 16,8 0,1 4,89 0,09
13 75,4 9,28 15,3 Franco Arenoso 18,1 0,4 4,70 0,08
G 14 76,7 9,28 14,0 Franco Arenoso 17,9 2,2 4,86 0,09
15 80,7 6,00 13,3 Franco Arenoso 16,6 0,9 4,59 0,05
H 16 72,7 8,00 19,2 Franco Arenoso 15,2 0,2 4,80 0,04
17 77,4 6,56 16,0 Franco Arenoso 19,2 1,0 4,87 0,04
I 18 79,4 6,56 14,0 Franco Arenoso 21,0 0,7 4,62 0,08

El pH para los suelos de localidades cercanas a Temuco (suelos 1 a 14) se
encuentra entre los rangos de 4,70 £ 0,08 y 6,61 + 0,03, y para localidades cercanas
a Valdivia entre los rangos de 4,59 + 0,05 y 4,87 + 0,04, en ambos casos se
encuentran en rangos ligeramente acidos, siendo esto caracteristico de suelos del
sur de Chile (Luzio, W. y col. 2006).

En la figura 12 se presentan los resultados del contenido de metal total presente en

los suelos muestreados de las ciudades de Temuco y Valdivia. No fue posible

cuantificar el contenido de plomo (Pb), ya que, las absorbancias obtenidas fueron
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menores al limite de cuantificacion de la técnica. En general para todas las muestras

la desviacion estandar relativa fue menor a 45%.
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Figura 12: Concentracion de metal en suelos muestreados de Temuco y Valdivia.

Los resultados obtenidos de la concentracion de metal en los suelos muestreados
fueron similares para los dos puntos de muestreo de cada sector, donde los valores
de concentracion de Cu, Ni, Cr, Zn y Cd concuerdan con los reportados para los

sectores de Los Angeles, Concepcién y Talcahuano.

6.2 ANALISIS DE MUESTRAS

6.2.1 Andlisis de contaminantes organicos por DSA-TOF-MS

La técnica de analisis DSA-TOF-MS se caracteriza por una alta sensibilidad y
selectividad, capaz de identificar a los compuestos por su relacion m/z, hasta el
cuarto decimal. Los resultados obtenidos del andlisis de los contaminantes
organicos seleccionados para este estudio se presentan en la tabla 10. Se pudo
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determinar que todos los contaminantes fueron identificados por una relacion m/z

similar a la masa molar de cada compuesto. Solo en algunos casos la relaciéon m/z

fue diferente a la masa molar, donde se puede determinar la protonacion de algunos

de los grupos funcionales presentes.

Tabla 10: Resultados del andlisis de 19 contaminantes organicos por medio DSA-

TOF- MS
Ne Nombre Tipo Estructura HEEETIDIEG m/z encontrada
(g/mol)
1 Ivermectina Antiparasitario CarhizzO14 875,1 892,5431
(H2B1b)
2 Clorpirifos Pesticida CoH11CIsNO3PS 350,59 362,3367
3 Flumequina Antibidtico C14H12FNO3 261,25 262,0891
4 Vamidotion Pesticida CsH1sNO4PS2 287,34 285,0035
5 Malation Insecticida C10H1906PS2 330,358 331,0435
6 Mebendazol Insecticida C16H13N303 295,293 296,1049
7 Vinclozolina Fungicida C12H9CI2NO3 286,11 285,0034
8 Aldicarb Plaguicida C7H14N202S 190,27 189,1021-202,0450
9 Tiabendazol Fungicida C10H7NsS 201,249 202,0440
10 Lindano Insecticida CeHsCle 290,83 290,0260
11 Fention Plaguicida C10H1503PS2 278,33 279,0280
12 Dimetoato Insecticida CsH12NO3PS2 229,26 230,0110
13 Cipermetrina Insecticida C22H19CI2NO3 416,3 416,0760
14 Fenamifos Insecticida C13H22NO3PS 303,36 304,1138
15 Imidan Insecticida C11H12NO4PS>2 317,32 305,118; 317,1073
16 Etion Insecticida CoH2204P2S4 384,48 384,4425
17 Diclorvos Plaguicida C4H7Cl04P 220,98 220,9552
18 Iprodiona Fungicida C13H13CI2N303 330,17 331,0471
19 Clordano Plaguicida C10HsCls 409,779 409,3431

6.2.2 Andlisis de las muestras de Miel y suelos por DSA-TOF-MS

Los resultados de los analisis realizados por DSA-TOF-MS de las muestras de miel

de Temuco y Valdivia se presentan en la figura 13 y 14, en general se puede

apreciar un patrén de distribucion similar de las sefiales m/z obtenidas para las

mieles provenientes de Temuco. La miel es una matriz compleja, la cual contiene

alrededor de 200 compuestos, entre los cuales estan las azlcares, aguas y otras

sustancias como proteinas (enzimas), acidos organicos, vitaminas, minerales (Cu,
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Ca, Fe, Mg, P, K, Na y Zn) pigmentos, compuestos fendlicos y una gran cantidad de
compuestos volatiles y particulas solidas, todos estos factores son determinantes

para la estabilidad de este producto (Missio da Silva, P. y col. 2016).

Los componentes de las mieles se pueden utilizar para discriminar el origen
geografico o botanico, por ejemplo, algunos investigadores utilizan las huellas
digitales de productos quimicos volatiles y semi volatiles presentes en la miel para
determinar su variacion con origenes florales, otros investigadores utilizan los
sacéaridos, componentes principales de la miel, a partir de esta informacion se puede
evidenciar la adulteracion de estos productos (Wang, J. y col. 2011), en esta
investigacion se consideraran los espectros de masas obtenidos como una huella

dactilar de las mieles, el cual esta relacionado con el origen geogréfico de ellas.

Al comparar los resultados de las sefiales m/z de los contaminantes organicos
analizados por DSA-TOF-MS con los espectros obtenidos de las mieles, so6lo se
encuentran dos sefiales m/z concordantes para la miel del sector D, la sefial m/z de
230,1145, la cual podria corresponder al insecticida organofosforado dimetoato, y
para la miel E, la sefial m/z de 290,1414, la cual podria corresponder a la sefial del

insecticida clorado Lindano.

Por otro lado, se ha descrito en literatura la sefial m/z de 180,0982 caracteristica del
compuesto fenhexamida, (CaHi7CI2NO2, masa molar 302,2 g/ mol), la cual
corresponde al fragmento del anillo mas 3 protones, esta sefial se encontré en las
mieles de los sectores A, D, E, H e | (Zhao y Hwang, 2009). También es posible
corroborar la relacién m/z de 149,022 correspondiente a Clorpirifos (m/z= 149,0359;

Ftalatos o fragmentos de clorpirifos + H20 + 3 H*) en mieles de los sectores E 'y G.

Esta informacion se relaciona con los cultivos predominantes de la Region de La
Araucania (tabla 7) y la Region de Los Rios (tabla 8), ya que clorpirifos es
ampliamente usado para controlar plagas en arandanos, que corresponde al 8% y

11,8% de la produccién fruticola de cada regién respectivamente.
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sector de Temuco.
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Figura 14: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de miel E-G,

sector de Temuco, y H-I sector Valdivia.

Es importante sefialar que en algunos de los espectros de masas obtenidos es
posible distinguir las sefiales m/z correspondiente a los calibrantes utilizados para
verificar el funcionamiento del equipo, los cuales corresponden a las sefiales m/z de
121,0508; 322,0481; 622,0289; 922,0097; 1221,9906; 1521,9714; 1821,9523;
2121,9331.

Se analizaron los espectros de masas obtenidos por DSA-TOF-MS para las mieles
provenientes de 8 puntos de muestreo en Temuco y de los 2 puntos de muestreo
de Valdivia, donde se puede observar una coincidencia en las sefiales
correspondientes a las relaciones m/z: 124,0859; 313,2223; 322,0489; 513,3454;
1999,6074; 1999,7752; 1999,9431; 2000,1111, no identificadas como

contaminantes, patron de sefiales asociadas a la matriz (tabla 13 - anexo A).

Los resultados obtenidos del analisis de los extractos acuosos de suelo por medio
de DSA-TOF.MS, se presenta en la figura 15 ( para los otros suelos, figuras del
anexo B de la 28 hasta la 45), este espectro de masa corresponde al analisis de
suelo del sector 1, y tiene una distribucion idéntica a los espectros de masas
obtenidos para los otros sitios de muestreo (Anexo B), en general podemos ver que
el proceso de extraccidn con solvente agua y usando ultrasonido no fue efectivo
para la extraccion de posibles contaminantes, ya que solo se pueden evidenciar las

m/z correspondientes a los calibrantes.

A diferencia de los resultados obtenidos de los extractos acuosos, los resultados del
analisis de las muestras de suelo extraidos usando como solvente acetona y
ultrasonido por DSA-TOF-MS permiten identificar sefiales correspondientes a m/z
diferentes a los calibrantes utilizados (figura 16 a 24).
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Figura 15: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 1, sector
A.

Se compararon los espectros de masa obtenidos de los extractos de miel con los
de suelo de los sectores de muestreo de Temuco, donde es posible identificar
sefales coincidentes tanto en miel como en suelo, las cuales corresponde a las m/z
de 124,0941 y 322,0675 (tabla 13 - anexo A, tabla 14 - anexo B y tabla 15 - anexo
C). En relacion con los contaminantes identificados a través de DSA-TOF- MS en
los extractos de mieles, es posible identificar la sefial m/z de 149,031 en los suelos
A, C,DE, Fy G, y con respecto a la sefial m/z de 180,0982 caracteristica del
compuesto fenhexamida, no se encontrd en los espectros de m/z de los extractos

cetodnicos de los suelos tanto de Temuco como de Valdivia.
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Figura 16: Espectro de masas para extracto cetdnico de muestra de suelo 1y 2,

sector A.
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Figura 17: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 3y 4
sector B.
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Figura 18: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 5y 6
sector C.
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Figura 19: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 7 y 8,
sector D.
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Figura 22: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 13y
14, sector G.
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Figura 23: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 15y

16, sector H.
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18, sector I.
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En general los resultados obtenidos por medio de la técnica de DSA-TOF MS,
mostraron grupos de sefiales donde hay una diferencia significativa en las sefiales
obtenidas para las mieles versus las sefales presentes en los espectros de masa
de las soluciones de suelo, esto se debe a que las mieles corresponden a matrices
complejas, cuyas caracteristicas se pueden relacionar a la region de origen, asi
como al medio ambiente circundante, asi como la flora presente (Soares, S. y col.
2017). Las mieles se componen principalmente de fructosa y glucosa, moléculas
que proporcionan una serie de sefales al realizar un espectro de masa con
ionizacién, donde se destacan aquellas con una intensidad sobre el 20% para
fructosa de 15; 29; 31; 43; 60; 73; 103 m/z y para glucosa de 31; 43; 60; 73 (NIST,
2020): Los analisis mediante DSA-TOF-MS, o similares, permiten obtener una
huella dactilar de la miel, que como se mencion6 anteriormente puede ser utilizada
para determinar el origen de las mieles. (Wang, J. y col. 2009), en el caso de esta

investigacion los resultados se presentan en la tabla 13 del anexo A.

6.2.3 Andlisis de contaminantes organicos mediante GC- uECD

En la figura 25 se presenta un cromatograma para una solucion de CP de
concentracion de 200 pg/L, correspondiente a uno de los puntos de la curva de
calibracion. Para disminuir la variabilidad por inyeccién manual a los estandares se
les adicion6 PCB 103 (150 ug/L) como estandar interno (El), obteniéndose para CP

y El los tiempos de retencién de 8,778 min. y 9,196 min, respectivamente.
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Figura 25: Cromatograma de estandar de CP (200 pg/L) analizado por GC-uECD.
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Los resultados de la curva de calibracion de CP se presentan en la figura 26, para
un rango de concentracion entre 24,62 - 401,5 ug/L, cada punto corresponde a un
analisis en duplicado, con desviacion estandar relativa para todas las

concentraciones menores a 3%.

La eleccién del rango de concentracion de la curva de calibracion se realizo
considerando el limite maximo permitido de CP en miel y otros productos de la
apicultura de 50 pg/kg de acuerdo con el REGLAMENTO (UE) 2018/686 DE LA
COMISION de 4 de mayo de 2018 (Diario Oficial de la Uni6n Europea, 2018).

PCB

Area CP/ Area

150,0 200,0 250,0 300,0 350,0

Concentracién CP (ug/L)

Figura 26: Curva de Calibracion CP, andlisis por GC- uECD

Los resultados de la evaluacion de la replicabilidad y la reproducibilidad se
presentan en la tabla 11. La replicabilidad se determin6 por medio de la inyeccion
de un extracto de muestra fortificada con CP (59 ug CP/L), este analisis fue
realizado en triplicado en un mismo dia por el mismo operador y en el mismo
laboratorio, la repetibilidad se calcul6 por las inyecciones de 3 extractos de muestra

fortificada (85 ug CP/L) en diferentes dias.
Ambos valores de precision se expresan por medio del célculo del coeficiente de

variacion porcentual (CV), donde para la técnica los valores de CV dan cuenta de

una alta replicabilidad. En relacién con la repetibilidad para CP, este valor fue de
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3,7%, lo cual podria corresponder a la variabilidad del equipo GC-UECD, debido a

la inyeccion manual.

Tabla 11: Replicabilidad y repetibilidad del analisis CP por GC-uECD

Replicabilidad Repetibilidad

N° Inyeccion Area CP/ Area PCB Dia Area CP/ Area PCB
1 0,199 Dia 1 0,37
2 0,199 Dia 2 0,35
3 0,193 Dia 3 0,34
Promedio areas 0,197 Promedio areas 0,35
Desviaci6n estandar 0,004 Desviacién estandar 0,01
CV % 1,8 CV % 3,7

En relacion con la obtencion de los LD y LC de la técnica, los resultados se
presentan en la tabla 12, donde se ha determinado el promedio de las relaciones de
las areas obtenidas de un estandar de concentracion de 25 pg/L. Al reemplazar los
valores de la desviacion estandar (o) en las ecuaciones descritas en la seccion
5.5.3, e interpolando en las respectivas curvas de calibracién para CP (y=0,0050x-
0,1474), se obtiene un LD y LC de 25,4 pg/L y 26,3 ug/L, respectivamente. Los
valores de LD y LC obtenidos fueron menores a los reportados por Marsin y col.

2011, cuyos valores fueron 95y 318 pg/L para LD y LD, respectivamente.

Tabla 12: Resultados de las inyecciones de CP y de El en n-hexano para
determinar el LD y LC de la técnica por GC-UECD.

N°® muestra | t CP (min) A CP (Hz) tr El (min) A PCB A CP/A EI
1 8,785 425,6 9,2 105928 0,00402
2 8,81 535,2 9,192 129101,9 0,00415
3 8,774 1058,6 9,192 187156,1 0,00566
4 8,775 1193,5 9,191 199361,4 0,00599
5 8,785 560,8 9,2 106017,4 0,00529
6 8,783 542 9,198 113150,9 0,00479
7 8,789 427,8 9,197 106019,3 0,00404
8 8,781 684,7 9,197 118124,9 0,00580
9 8,777 558 9,195 95672,4 0,00583
10 8,778 596,4 9,196 105112,8 0,00567
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En relacion con los resultados cromatogréaficos, a continuacién, se presenta un
cromatograma del analisis de extracto cetonico de suelo, donde se puede apreciar
a un tr de 8,818 y 9,435 min la sefial correspondiente a CP y SlI, respectivamente.
No fue posible identificar la sefial de clorpirifos en todos los extractos cetonicos, solo
se logré obtener en el cromatograma del suelo del sector E (figura 27), esto puede
deberse a que el clorpirifos es inestable, y se pudo evaporar durante el proceso de

extraccion, evaporacion y reconstitucion de los extractos.
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Figura 27: Cromatograma obtenido del andlisis del extracto ceténico de suelos.
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/. CONCLUSIONES

Los suelos muestreados presentan una textura franco-arenosa, con un pH para los
suelos de localidades cercanas a Temuco (suelos 1 a 14) entre 4,70 + 0,08 y 6,61
+ 0,03, y para localidades cercanas a Valdivia entre 4,59 + 0,05 y 4,87 + 0,04, con

un porcentaje de materia orgénica entre 13,7 y 23,6.

El contenido de metales pesados en los suelos fue similar para los dos puntos de
muestreo de cada sector, donde el contenido de Cd, Co, Ni Fe, Cu, Zn y Pb fueron

menor a los encontrados en los suelos de Valdivia.

Se pudo determinar que los contaminantes utilizados en este estudio (lvermectina,
Clorpirifos, Flumequina, Vamidotion, Malation, Mebendazol, Vinclozolina, Aldicarb,
Tiabendazol, Lindano, Fentién, Dimetoato, Cipermetrina, Fenamifos, Imidan, Etién,
Diclorvos, Iprodiona, Clordano), presentaron una relacion m/z similar a la masa

molar de cada compuesto, al realizar el analisis mediante DSA-TOF-MS.

Se validé una metodologia por GC-YECD para la cuantificacion de CP en matriz
extracto ceténico de suelo, donde la replicabilidad y repetibilidad, expresado como
el coeficiente de variacion es de 1,8% y 3,7% respectivamente. Conun LD y LC de

25,4 ug/L y 26,3 ug/L, respectivamente.

En relacion con los resultados de los extractos de miel analizados pro DSA-TOF-
MS, las sefiales correspondientes a las relaciones m/z: 124,0859; 313,2223;
322,0489; 513,3454; 1999,6074; 1999,7752; 1999,9431; 2000,1111, no

identificadas como contaminantes corresponderian a sefiales asociadas a la matriz.
En los espectros de masas obtenidos de los extractos de mieles por DSA-TOF- MS,

es posible identificar las m/z de 149,022 correspondiente a clorpirifos en los sectores

Ey Gylam/z de 180,098 de fenhexamida en los sectores A, D, Ey H.
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Se pudo concluir que en los suelos de los sectores A, C, D, E, F y H se encuentra
presente clorpirifos el cual fue posible de confirmar por medio de GC-uECD, sdlo

del suelo del sector E.

Este estudio es revelador porque nos muestra la transferencia de contaminantes
desde suelo a abeja, luego desde abeja a colmena y finalmente desde colmena a
miel. Estos contaminantes persisten debido a la capacidad antioxidante que posee
la miel, por lo que las colmenas deben ser ubicadas lejos de cultivos donde se

utilicen los compuestos organicos que fueron identificados.
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ANEXO A

Tabla 13: Resumen de seflales m/z encontradas en extractos acuosos de
muestras de miel.

Mieles
m/z Temuco Valdivia
A B C D E F G H I

100,0752 X
101,0158 X
101,0534 X X X X X
105,0635 X
108,0781 X X
110,0549 X
112,0669 X X X
114,0523 X
114,0919 X X X X X
116,0649 X X X X X X
121,0519 X X
122,0866 X
123,0431 X
124,0859 X X X X X X X X X
124,0941 X X X X X X X X X
127,0303 X X X X X X X X
136,0716 X X X
146,0580 X X X X X X
149,0220 X X
152,0618 X X X X X X
158,0778 X X X X X
162,0824 X X X X X
163,0470 X X X
164,0961 X X X
180,0980 X X X X X X
198,1104 X X X X X X
200,1237 X X X X X X
204,0727 X
216,1102 X X
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222,0984

225,1311

230,1145

232,1116

255,0737

290,1414

313,2223

314,2178

322,0489

322,0675

325,0911

326,1049

X[IXIX]IX]IX]|X]IX]X]|]X

371,2989

401,2111

402,2279

451,1406

473,2535

487,1566

504,2053

513,3454

531,3685

548,3792

571,3886

588,4574

XXX XX

601,2910

XIX]IX|X]X]X

XIX]IX|X]X]X

602,2130

621,9964

XIX|XIX]IX]|IX]|X]IX]|IX]|X]|X]X

632,4311

673,3878

x

686,5064

713,4232

714,4244

771,5133

772,5572

789,5533

801,4127

831,5543

XIX]IX|X]X]X]|X

832,5306
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886,5647

886,5661

913,5931

917,8016

919,8495

921,3287

922,0123

X | XXX

972,6179

989,6687

1031,6616

1032,6435

X

XXX XX

1114,6773

1231,7858

1999,6074

1999,7752

1999,9431

2000,1110

X X| XX

XIX|X]X]X

XIX|X]X]X

XX | XX

XIX|XIX]IX]IX]|X]IX]X]|X]|X

X X| XX

X X|X]X

X X| XX

X X| XX
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ANEXO B
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Figura 28: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 1.
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Figura 29: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 2.
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Figura 31: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 4.
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Figura 32: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 5.
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Figura 33: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 6.

Mass

RET (01.13353)

4003
3503
EDD;
250%
2003
1503
1003

w
=]
1l

Amplitude

o
1

o

100

121.0613

149.0353

200

322.0734

300 400

m/z

500

600

622.0776

700

800

Curve 1

Figura 34: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 7.
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Figura 37: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 10.
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Figura 39: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 12.
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Figura 40: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 13.
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Figura 41: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 14.
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Figura 42: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 15.
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Figura 43: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 16.
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Figura 44: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 17.
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Figura 45: Espectro de masas para extracto acuoso de muestra de suelo 18.
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Tabla 14: Resumen de seflales m/z encontradas en extractos acuosos de

muestras de suelos.

Miel A Miel B Miel C Miel D Miel E Miel F Miel G Miel H Miel |
miz Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo Suelo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
121,0519 X X X X X X X X X X X X X X X X
122,0668 X
124,0859 X X X X X X X
124,0941 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
149,0220 X X X X X X X X X X X X X X X X
290,1414 X X X X X X
322,0489 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
322,0675 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
327,2306 X
371,2989 X
415,2942 X
622,0705 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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6: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 1.
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Figura 47: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 2.
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Figura 48: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 3.
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Figura 49: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 4.
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Figura 50: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 5.
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Figura 51: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 6.

Mass
RET (07.20066)

Curve 1

3 121.0603

622.0683

3004 322.0677

1003 530698 81.0p49 132.8150 223.2199 20000288 350.8284 417.8321 482.4665 549.5367 507.5939 754.9385

e Tt T e T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800
m/z

Figura 52: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 7.
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Figura 53: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 8.
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Figura 54: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 9.
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Figura 55: Espectro de masas para extracto ceténico de muestra de suelo 10.
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Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 11.
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Figura 57: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 13.
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Figura 58: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 14.
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Figura 59: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 15.
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Figura 60: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 16.
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Figura 61: Espectro de masas para extracto ceténico de muestra de suelo 17.
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Figura 62: Espectro de masas para extracto cetonico de muestra de suelo 18.
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Tabla 15: Resumen de sefiales m/z encontradas en extractos ceténicos de

muestras de suelos.

Miel A Miel B Miel C Miel D Miel E Miel F Miel G Miel H Miel |

e Sulelo Suzelo Su;lo Su49lo Suselo Sueelo Su7e|o Suselo Su:lo SLi%lO SLiilO SLiglO SLiglO SLiilO SL]|§|O SL::-ZlO nglo SLEIO
89,0695 X X X X
100,0752 X X X X
114,0919 X X X
121,0519 X X X X X X X X X X X X X X X X
123,0431 X
124,0859 X X X X X X X X
124,0941 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
127,0303 X
133,0972 X X X X X
137,1781 X
149,0220 X X X X X X X X
150,1263 X
177,1239 X X X X
227,7925 X X
239,1673 X X X X X X
256,1928 X
283,1953 X X X X X
300,2175 X X
322,0489 X X X X X X X X X X X X X X
322,0675 X X X X X X X X X X X X X X X X X X
327,2306 X X X X X X
344,2491 X X X X X
371,2989 X X X X X
388,2775 X X X X X
415,2942 X X X
432,3020 X X X X X
476,3385 X X X
622,0705 X X X X X X X X X X
800,5986 X X X X X
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