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FONDO DE PROMOCION DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA

El Fondo de Promocion de Tecnologia Agropecuaria (FPTA) fue instituido por el articulo 18° de la ley
16.065 (ley de creacion del INIA), con el destino de financiar proyectos especiales de investigacion
tecnoldgica relativos al sector agropecuario del Uruguay, no previstos en los planes del Instituto.

El FPTA se integra con la afectacion preceptiva del 10% de los recursos del INIA provenientes del
financiamiento basico (adicional del 4o/00 del Impuesto a la Enajenaciéon de Bienes Agropecuarios y
contrapartida del Estado), con aportes voluntarios que efectuen los productores u otras instituciones, y
con los fondos provenientes de financiamiento externo con tal fin.

EL FPTA es un instrumento para financiar la ejecucion de proyectos de investigacion en forma conjunta
entre INIA y otras organizaciones nacionales o internacionales, y una herramienta para coordinar las
politicas tecnoldgicas nacionales para el agro.

Los proyectos a ser financiados por el FPTA pueden surgir de propuestas presentadas por:

a) los productores agropecuarios, beneficiarios finales de la investigacion, o por sus instituciones.

b) por instituciones nacionales o internacionales ejecutoras de la investigacion, de acuerdo a temas
definidos por si 0 en acuerdo con INIA.

c) por consultoras privadas, organizaciones no gubernamentales o cualquier otro organismo con
capacidad para ejecutar la investigacién propuesta.

En todos los casos, la Junta Directiva del INIA decide la aplicacién de recursos del FPTA para financiar
proyectos, de acuerdo a su potencial contribucién al desarrollo del sector agropecuario nacional y del
acervo cientifico y tecnoldgico relativo a la investigacion agropecuaria.

El INIA a través de su Junta Directiva y de sus técnicos especializados en las diferentes areas de
investigacion, asesora y facilita la presentacion de proyectos a los potenciales interesados. Las politicas
y procedimientos para la presentacion de proyectos son fijados periédicamente y hechos publicos a
través de una amplia gama de medios de comunicacioén.

El FPTA es un instrumento para profundizar las vinculaciones tecnolégicas con instituciones publicas y
privadas, a los efectos de llevar a cabo proyectos conjuntos.

De esta manera, se busca potenciar el uso de capacidades técnicas y de infraestructura instalada, lo que
resulta en un mejor aprovechamiento de los recursos nacionales para resolver problemas tecnolégicos
del sector agropecuario.

El Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria contribuye de esta manera a la consolidacién de
un sistema integrado de investigacion agropecuaria para el Uruguay.

A través del Fondo de Promocién de Tecnologia Agropecuaria (FPTA), INIA ha financiado numerosos
proyectos de investigacion agropecuaria a distintas instituciones nacionales e internacionales. Muchos
de estos proyectos han producido resultados que se integran a las recomendaciones tecnolégicas que
realiza la institucién por sus medios habituales.

En esta serie de publicaciones, se han seleccionado los proyectos cuyos resultados se considera
contribuyen al desarrollo del sector agropecuario nacional. Su relevancia, el potencial impacto de
sus conclusiones y recomendaciones, y su aporte al conocimiento cientifico y tecnolégico nacional
e internacional, hacen necesaria la amplia difusién de estos resultados, objetivo al cual se pretende
contribuir con esta publicacion.






PROLOGO

Las abejas son fundamentales para el desarrollo de la vida y la supervivencia de las especies
en la tierra tal como las conocemos. Se ha intentado calcular el aporte que ellas realizan a las
actividades productivas, estimandose que el 70% de las especies vegetales que el hombre cultiva
como fuente de alimento y fibras, dependen de la polinizacion para completar su ciclo vital.

La revolucién verde de mediados del siglo pasado ha significado un avance cualitativo y cuantitativo
en la calidad y en los volumenes de la produccién agricola. Este avance se ha sustentado entre
otros factores, en el empleo de agroquimicos que protegen los cultivos y controlan pestes y
plagas, notablemente hongos patdgenos e insectos dafiinos: langostas, orugas, afidos entre
otros. Pero los agroquimicos impactan también en “poblaciones no blanco”, aquellos organismos
que no son perjudiciales para las actividades humanas pero que igualmente son afectados por
estos compuestos como habitantes del agroecosistema, donde la mayoria de las veces cumplen
un rol importante para asegurar su sustentabilidad. Esta situacion se ha tornado mas dramatica
en los ultimos 20 afos, desde la adopcidon de un modelo agricola basado en el no laboreo de la
tierra, donde el empleo sistematico de agroquimicos es el pilar que sustenta esta practica. Estos
“productos protectores de plantas” pueden afectar el normal desarrollo y actividad de las abejas
asi como de otros insectos benéficos. Se han observado pérdidas de colmenas en Estados Unidos
desde 1948 y esta situacion, también reportada en Europa y América Latina, se ha agravado en
todo el mundo al intensificarse el uso continuado de la tierra en ciclos productivos ininterrumpidos
cultivos de invierno/cultivos de verano, intentando maximizar el retorno econémico de la actividad.
Esta practica ha llevado a un incremento de la presencia de residuos de agroquimicos en los
diferentes compartimentos ambientales tal como se ha venido constatando en diversas partes
del mundo. En Uruguay, la adopcién como practica sistematica del uso continuado del suelo tiene
relativamente poco tiempo y existen escasos datos que permitan evaluar esta contaminacion difusa
de nuestro ambiente agricola. Evaluar de una manera integrada el efecto global de las practicas
agricolas sobre la sustentabilidad de los agroecosistemas es complejo y se han propuesto diversos
modelos matematicos para estimarlo.

El proyecto FPTA 320 intenté dar una respuesta a estos interrogantes y hacer un aporte a la
sustentabilidad no solo de los agroecosistemas sino también de la produccion apicola, generando
insumos a través de protocolos analiticos especialmente desarrollados para este fin; para el estudio
de la inocuidad de los productos de la colmena y el cumplimiento de las exigencias de mercados
internacionales sobre los residuos de pesticidas que estos productos puedan contener. Se tomé
como hipotesis de trabajo, que en la busqueda de alimento las abejas son verdaderos monitores de
la presencia de pesticidas en el ambiente, que los transportan a la colmena donde los almacenan.
Para realizar esta tarea, se reunié un grupo de trabajo interdisciplinario que involucré organismos
gubernamentales como la DIGEGRA-MGAP, diversas facultades de la UdelaR y productores
apicolas que pusieron sus colmenas y conocimientos a nuestra disposiciéon para hacer posible el
desarrollo exitoso del proyecto.

Esperamos que este primer impulso al estudio de la compleja interaccion entre las abejas y los
agroecosistemas sirva de base para su profundizacién y comprension, para contribuir al desarrollo
conjunto, armonico, y sustentable de las actividades agricolas y apicolas en nuestro pais.

Silvina Niell, Horacio Heinzen, Maria Verénica Cesio.
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INTRODUCCION

Hace algunos afos, productores apicolas
franceses con apiarios emplazados a 4000 m
de una planta de biogas que estaba procesando
desechos provenientes de una fabrica de M&M'S®
encontraron que sus abejas producian miel azul,
debido al color utilizado en la cubierta del confeti [1].
Este ejemplo tan sorprendente muestra el potencial
de las abejas para comunicar la informacion
ambiental que colectan en su busqueda de polen,
néctar y agua. En su recorrido ellas toman los
diferentes contaminantes, entre ellos agroquimicos
que fueron aplicados en el campo, los llevan consigo
y los almacenan en la colmena. El compartimiento
final de almacenamiento en la colmena de estos
xenobiodticos depende fundamentalmente de sus
propiedades fisicoquimicas. Los productos de
la colmena pueden ser herramientas poderosas
para monitorear residuos de pesticidas originados
durante los distintos ciclos de produccion de los
agroecosistemas.

Existen varios reportes en la bibliografia que
muestran la ocurrencia de pesticidas en productos
de la colmena y tratan de buscar una relacién
entre los agroquimicos aplicados en las zonas
que se observaron colmenas devastadas [2]-[8].
La disminucién de abejas en las colmenas es
también un problema muy importante no solo para
los apicultores sino también para los granjeros
y productores que dependen de la polinizacion
para tener éxito en sus actividades agricolas.

ESTUDIO DE LA
DISTRIBUCION

DE RESIDUOS DE
AGROQUIMICOS EN
PRODUCTOS DE LA
COLMENAY SU RELACION
CON LAS ZONAS DE
PRODUCCION APICOLA
DEL PAIS

Proyecto FPTA 320
Periodo de Ejecucion: May. 2014 - May. 2017

Hasta ahora los hallazgos se han focalizado en
la salud de las abejas y se le ha prestado muy
poca atencion al comportamiento de las abejas
como centinelas del estatus del ambiente en
un determinado agroecosistema. Como se ha
sefnalado anteriormente, en busqueda de una
explicacion para el despoblamiento de colmenas
se realizaron estudios extensos sobre residuos de
pesticidas en abejas y colmenas en Norte América
y otras partes del mundo y se pudo demostrar la
presencia de cantidades importantes de residuos
de pesticidas en ellas. De las diferentes clases
de pesticidas las mas encontradas fueron los
insecticidas y los fungicidas, siendo estos ultimos
los mas ubicuos en los apiarios de Norte América.
Clorotalonil, estrobilurinas asi como algunos azoles
fueron los mas frecuentemente determinados.
La relacién entre estos paquetes de pesticidas
utilizados y la salud de las abejas es una pregunta
abierta que merece una aproximacion multiple para
resolver esta problematica. Al mismo tiempo, la
amplia gama de residuos encontrados sustenta
la idea de que las abejas colectan lo que esta en
el ambiente, lo que les imprime una caracteristica
ideal como monitoras del mismo [2], [9]-[17].

La disponibilidad de abejas y de los derivados de la
colmena provee suficientes muestras para realizar
este estudio, pero la complejidad quimica de estas
matrices hace que la determinacion de los residuos
de pesticidas en ellas sea un desafio analitico
importante. Para poder analizar sistematicamente
las abejas y los productos de la colmena es
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necesario desarrollar protocolos analiticos
sencillos para la determinacién simultanea de los
compuestos de interés en estas matrices. Entre los
métodos modernos para el analisis de residuos de
pesticidas, el método de QUEChERS, el acrénimo
por sus siglas en inglés de Réapido, Facil, Barato,
Eficiente, Robusto y Seguro se presenta con un
elevado potencial para cumplir este cometido.

El método de QUEChERS fue desarrollado en
principio para la determinacién de residuos
de pesticidas en frutas y hortalizas [18] y
posteriormente fue aplicado a un sin nimero de
matrices diferentes probando que es un esquema
con gran plasticidad y que puede ser adaptado al
proposito. Esta ductilidad se ha visto reflejada en
los dos métodos oficiales en la actualidad para el
analisis de residuos; el método AOAC 2007.1 y
el método European Standard EN 15662, donde
el uso de adsorbentes como amina primaria y
secundaria (PSA), silica gel silanizada (RP-C18)
y carbono grafitizado (GCB) son recomendados
dependiendo del tipo de matriz y el tipo de
pesticida a analizar. Variaciones de QUEChERS,
han sido reportadas por el grupo de trabajo, para
el andlisis de residuos de pesticidas en abejas,
polen, cera y miel [19]-[22]. Recientemente, en el
marco del proyecto INIA-FPTA 320, nuestro grupo
de trabajo desarrollé y reporté una metodologia
para el analisis de residuos de pesticidas en
cera de abejas que optimizé una combinacién
de cantidades exactas de sales, temperatura de
extraccion, cantidad de muestra y dos pasos de
limpieza: primero una precipitacién en frio de los
componentes apolares de la matriz durante la
noche (freeze out), y luego una limpieza dispersiva
utilizando PSA, RP-C18 y GCB como adsorbentes
[20]. Este enfoque para la preparacion de muestra
se mostré mas eficiente que el tratamiento por
Dispersion de la Matriz en Fase Solida (MSPD,
por sus siglas en inglés), que también fue evaluado
y presenté mayor cantidad de coextractivos que

deterioraron el sistema cromatografico luego de
algunas inyecciones.

Asi mismo también se desarrollé una metodologia
para analizar residuos de pesticidas en abejas
utilizando una extraccion con acetonitrilo y una
limpieza dispersiva con diferentes combinaciones
de adsorbentes logrando optimizar el desempefio
del método para los analitos del estudio [21]-[23].
Si comparamos polen, abejas y cera con miel,
esta ultima es una matriz mas simple en su
composicién quimica. Sumado a esto por ser una
matriz de importancia como alimento, la miel ha
sido ampliamente estudiada por lo que existen
diferentes protocolos de analisis. QUEChERS EN
15662 oficial fue validado en las condiciones del
laboratorio sin problemas para la determinacién
de residuos de pesticidas en miel [19].

Durante el proyecto FPTA 320 se desarrollaron y
validaron, los métodos para analizar residuos de
pesticidas en las matrices seleccionadas para el
estudio: abejas, miel, cera y polen con un alcance
de compuestos seleccionados de acuerdo a los
paquetes tecnoldgicos utilizados en el pais y a
los reportes de positivos de organismos de control
como los de la Unién Europea.

Al comienzo del proyecto se seleccionaron
diferentes sistemas productivos y ambientes
naturales y se establecieron en ellos, con la
colaboracién de DIGEGRA apicultura, apiarios
perfectamente identificados los que fueron
controlados desde el punto de vista sanitario
durante todo el periodo del estudio (Figura 1). Se
diagramé un plan de muestreo estacional durante
todo el proyecto. Se realizaron las determinaciones
en las muestras obtenidas de los muestreos
estacionales realizados desde 2014 a 2017 en los
nueve ambientes estudiados para las 4 matrices
del estudio con los métodos validados.



Estudio de la distribucion de residuos de agroguimicos en productos de la colmena y su relacidn con las zonas de produccion apicola del pais 1 5

Después de estudiar los datos preliminares se
evalué si las variaciones observadas durante las
diferentes estaciones en los perfiles de residuos de
pesticidas en las distintas matrices de la colmena
dentro de un agroecosistema eran significativas.
Luego se realizaron analisis estadisticos para
confirmar la viabilidad de las colmenas como
monitores ambientales.

EXPERIMENTAL

Metodologias de preparaciéon de
muestras para el analisis multirresiduo
de pesticidas

Abejas [21], [22]

A2 g de abejas homogeneizadas se le adicionaron
5 mL de agua y 10 mL de acetonitrilo (MeCN),
agitando vigorosamente durante 1 min. Se
agregaron 1 g de cloruro de sodio (NaCl), 1 g de
citrato sodico tribasico dihidrato (Na,citrato.2H,0),

Figura 1. Muestreo en uno de los apiarios seleccionados para el proyecto.

S

0,5 g citrato sddico dibasico sesquihidrato
(Na,HCitrato.1,5H,0) y 4 g de sulfato de magnesio
anhidro (MgSO,), agitando nuevamente y
centrifugando luego.. Se realizé un proceso de
freeze-out colocando el extracto en el freezer
(-18 °C) hasta el dia siguiente y luego filtrando
con embudo y algodoén. Posteriormente se llevo a
cabo otra etapa de clean-up del extracto mediante
extraccion dispersiva en fase solida (d-SPE):
PSAy C18 25 mg mL"y MgSO,: GCB (59:1) 150
mg mL", se agité en vortex y se centrifugd. Una
alicuota de 1 mL de extracto filirada se inyecto6 en
LC-MS/MS. Otra alicuota de 4 mL a sequedad bajo
corriente de N2, se redisolvié en 1 mL de AcOEt
para inyectar en GC-MS.

Para la obtencién de las muestras de cera, polen
y miel para andlisis, se parti6 de muestras de
panales de las que fueron separadas estas tres
matrices (Figura 2).
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Miel [19], [21]

A 5 g de miel homogeneizada pesados se
le adicionaron 10 mL de agua y 10 mL de
MeCN, agitando vigorosamente. Se agregaron
1 g de NaCl, 1 g de Na,Citrato.2H,O, 0,5 g de
Na,HCitrato.1,5H,0 y 4 g de MgSO,, agitando
nuevamente durante 1 min y el tubo se centrifugo
5 min a 5000 rpm. El clean-up del extracto se llevo
a cabo mediante agregado de PSAy C18 25 mg
mL"y MgSO, 150 mg mL", se agit6 en vortex y
se centrifugd. Se tomo una alicuota de 1 mL de
extracto y se filtr6 (0,45 ym) para inyectar en LC-
MS/MS. Otra alicuota de 4 mL a sequedad bajo
corriente de N, a 45 °C; se redisolvio en 1 mL de
AcOEt para inyectar en GC-MS.

Cera [20]

A 2 g de cera homogeneizada se le adicionaron
10 mL de MeCN vy se llevé a bafio de agua a 80
°C. Una vez que la cera se fundid, el tubo se
agito vigorosamente durante 10-15 segundos
y se colocé de nuevo en el bafio de agua para
fundir nuevamente. Este procedimiento se repitio
cuatro veces. Luego, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se centrifugd. Se realiz6 una etapa de
freeze-out (-18 °C) durante 2 h y posteriormente
se filtré el extracto Se adicionaron 3 mL de hexano
y se agitd vigorosamente durante 30 s. La etapa
final de purificacion se llevdé a cabo mediante
d-SPE: PSA'y C18 25 mg mL", se agit6 en vortex
y se centrifugd. Se tomo una alicuota de 1 mL de
extracto qué filtrada se inyecté en LC-MS/MS. Otra
alicuota de 4 mL a sequedad bajo corriente de N,
se redisolvié en 1 mL de AcOEt para inyectar en
GC-MS.

Polen [21]

A 5 g de polen homogeneizado pesados se le
adicionaron 5 mL de agua y 10 mL de MeCN,
agitando vigorosamente durante 1 min. Se
agregaron 1 g de acetato de sodio (NaOAc), 4
g de MgSO, y 100 uL de acido acético (HAc),
agitando nuevamente y se centrifugé. El clean-up
del extracto se llevo a cabo mediante el agregado
de: PSAy C18 50 mg mL"y MgSO, 150 mg mL™",
se agitd en vortex y se centrifugé. Se tomd una
alicuota de 1 mL de extracto que luego de filtrar
se inyecté en LC-MS/MS. A otra alicuota de 4 mL
se le agregaron 2 mL de tolueno y se concentro
a sequedad bajo corriente de N,; finalmente, se
redisolvio el extracto en 1 mL de AcOEt para
inyectar en GC-MS.

Condiciones para los analisis
cromatograficos:

LC-MS/MS

El analisis por LC-MS/MS se realizd con un equipo
de Agilent 1200 LC (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA, USA) acoplado a un sistema 4000 QTRAP®
MS/MS de Sciex (Framingham, Massachusetts,
USA) operado en modo Scheduled® MS/MS. La
separacion se realizd en una columna ZORBAX
Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4.6 mm, 5 ym) de
Agilent Technologies. Se emple6 un gradiente con
una fase mévil compuesta por A: acido férmico
0,1 % en agua; B: acetonitrilo. Se utilizé un flujo
constante de 600 pyL min' comenzando con 10
% B al momento de la inyeccion, manteniéndose
durante 1 min; se cambié gradualmente a 100 %
B durante 15 min. Esta composicion de eluente
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se mantuvo durante 10 min y luego se cambi6
en a las condiciones iniciales (10 % componente
B) hasta completar 35 min post inyeccion. El
volumen de inyeccion fue 5 pL. La deteccion en
MS/MS se realizé en modo monitoreo de reaccion
multiple (MRM) usando una interfase de ionizacion
por electrospray (ESI) en modo de ionizacién
positiva. El voltaje de ionizacién fue 4500 V, el
gas de nebulizacion fue nitrégeno a 70 psi, y el
curtain gas fue nitrégeno a 30 psi. La evaporacion
por solvente en la fuente fue asistida por un gas
para secado (nitrégeno calentado a 425 °C/ 50
psi). Se realizaron numerosos experimentos
utilizando soluciones de analitos por separado
para determinar las transiciones MRM &éptimas,
energias de colision y potenciales de declustering
para cada compuesto individualmente.

GC-MS

El analisis por GC—MS se realizé con un equipo de
Shimadzu GC-MS-QP2010 Ultra (Kyoto, Japén).
La separacion se realizé en una columna Rix®-
5MS (5% methylsiloxane; 30 m; 0,25 mm id; 0,25
pum) de Restek (Bellefonte, PA, USA). El programa
de temperatura utilizado fue el siguiente: 120 °C
desde 0 a 5min; 120-190 °C a 10 °C min™; 190 °C
durante 1 min; 190-250 °C a 5 °C min™*; 250 °C 5
min; 250-300 °C a 5 °C min'; 300 °C por 5 min (t
=45 min). El gas carrier fue Helio. La temperatura
del inyector fue 280 °C, el flujo constante a 1 mL
min~', la temperatura de la interfase 280 °C y el
volumen de inyeccion fue 1 pL. La deteccion fue
realizada en modo SIM (Single lon Monitoring)
utilizando los iones previamente seleccionados
para cada compuesto.

Resultados y discusion

El primer paso fue seleccionar los pesticidas a
analizar. Esto se realiz6 en base a los registros y
manifiestos de uso de los pesticidas empleados en
el pais. El nUmero de pesticidas seleccionados fue
45. De ellos, 41 se analizaron en miel, 41 en cera,
34 en polen y 41 en abejas.

Para el estudio de la distribucion de residuos de
agroquimicos en productos de la colmena y su
relacion con las zonas de produccion apicola del
pais fueron necesarios el desarrollo y la validacion
de las metodologias de anélisis de residuos
de pesticidas en abejas, miel, polen y cera. Tal
como se menciond anteriormente, se tomé como
base para el desarrollo analitico la metodologia
QUECHhERS, en sus dos versiones principales,

empleando métodos de extraccion basados en el
uso de buffer citrato (miel, cera, abejas) y acetato
(polen).

Para el primer desarrollo de una metodologia para
el analisis multirresiduo de pesticidas en cera de
abejas basada en QUEChERS utilizando LC-MS/
MS y GCxGC-TOF [20] se realizé un estudio del
impacto de la cantidad de muestra y del tamafio
de particula de la misma sobre las recuperaciones
de residuos de pesticidas.

La extraccion se realizé con la cera fundida y se
pudo observar que la distribucion de pesticidas
entre la fase de acetonitrilo y la fase de cera de
abejas fundida depende de la relacion de volumen
de las fases y de la lipofilicidad de los pesticidas
como se refleja por sus valores de log Kow.
El aumento del volumen de la fase de cera de
abejas afectara el reparto en el equilibrio de los
pesticidas, y en consecuencia las recuperaciones
de los mismos, siendo los lipofilicos los mas
afectados. La caida en las recuperaciones fue
mas pronunciada para los pesticidas con un
fuerte caracter lipofilico como el DDT, DDE vy el
bromopropilato (valores log Kow de 6,91; 6,36y 5,4
respectivamente) que mas bien permanecen en la
cera liquida en lugar de particionarse hacia la fase
de acetonitrilo. A partir de los resultados de este
experimento se considerd que una proporcion de 2
g de muestra de cera para 10 mL de acetonitrilo era
un buen compromiso con casi todos los pesticidas
relevantes para su determinacién en esta matriz.
La misma proporcién muestra:acetonitrilo también
se encuentra reportada para la extraccién de
aceites vegetales [24].

La escasa capacidad del acetonitrilo para disolver
ceras y lipidos es por un lado beneficioso, ya
que excluye posibles coextractivos de la matriz
en los extractos de residuos de pesticidas. Por
otro lado, el pobre poder de disoluciéon de los
compuestos de baja polaridad en acetonitrilo
limita considerablemente su idoneidad para la
extraccién de pesticidas apolares incorporados
en lipidos o en la cera. Asegurar una buena
accesibilidad del disolvente de extraccion a
los pesticidas incorporados en la cera es clave
para lograr buenas recuperaciones y un amplio
alcance del método. Se evalud por lo tanto la
importancia de fundir la cera para obtener la
6ptima accesibilidad de los residuos ocluidos en
la misma y se verificd codmo el tamafio de particula
afecta la extractabilidad. Para el estudio se fundio
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una cierta cantidad de cera y se fortificé con una
mezcla de pesticidas cubriendo una amplia gama
de polaridades al nivel de 0,1 mg kg'. De esta
forma se aseguré una distribucion homogénea
de los residuos. Luego se llevo a -80 °C, se molio
en un molino de cuchillas agregando hielo seco
y finalmente se tamiz6 obteniendo las fracciones
125-250, 250-500, 500-1000 ym. Luego 2 g de
cada fraccion se extrajeron con acetonitrilo durante
1 0 15 min por triplicado y a dos temperaturas:
ambiente y 50 °C y otros 2 g se extrajeron a 80°C
fundiendo de esta manera la cera. Los resultados
de este experimento demostraron el efecto positivo
de una buena disminucion de tamafio de particula
(mayor superficie de contacto) y el de las mayores
temperaturas en los porcentajes de recuperacion,
siendo el 6ptimo la extracciéon a 80 °C.

La cera de abejas se compone de compuestos
altamente lipofilicos tales como ésteres de alcoholes
alifaticos de cadena larga, con acidos grasos e
hidroxiacidos grasos que son responsables de dos
terceras partes de su composicion total, ademas de
hidrocarburos de cadena larga y niveles de trazas
de carotenoides. En base a su baja solubilidad en
acetonitrilo, no se espera que tales compuestos
altamente lipofilicos estén presentes en niveles
notables en los extractos finales. Debido a ello se
busca eliminarlos facilmente durante el paso de
limpieza del extracto, ya sea mediante el freeze
out (congelacion) de los extractos, para reducir
aun mas su solubilidad y causar la precipitacion
de lipidos, o por medio de una limpieza dispersiva
usando adsorbentes tipo RP-C18. La cera de
abejas también contiene compuestos mas polares
como acidos grasos libres de cadena larga (que
constituyen aproximadamente el 12 % de la cera
de abeja), hidroxiacidos grasos libres y alcoholes
grasos alifaticos libres. A pesar de que poseen
restos polares, estas moléculas son también
altamente lipofilicas lo que limita su solubilidad
en acetonitrilo. En menor grado tales compuestos
también se pueden eliminar a través del freeze out
o del uso de adsorbentes como RP-C18 pero para
la purificacion de los acidos grasos la amina PSA
es una buena solucion. Algunos de los pigmentos
polares procedentes de las flores visitadas por las

abejas (por ejemplo antocianidinas) también se
pueden eliminar en el paso de purificacion.

Se llevaron a cabo experimentos para evaluar
la medida en que los coextractivos de la cera de
abejas se pueden eliminar a través del freeze out
y /o elusode d-SPE C,,y /o PSA. La eficiencia
de la limpieza se evalué no sélo en base al residuo
seco remanente después de la evaporacion del
extracto sino también mediante la observacion
de cromatogramas utilizando un equipo GCxGC-
TOF. También se evalué como la adiciéon de agua
a los extractos crudos puede afectar la eliminacion
de coextractivos. Se esperaba un efecto positivo
en la eliminaciéon de los compuestos lipofilicos,
debido a un aumento de la polaridad del disolvente
y un efecto negativo sobre la eficiencia de la
purificacion dispersiva utilizando PSA debido a la
interferencia de agua con la formacion de enlaces
de hidrogeno. Como puede verse en la Tabla 1,
luego de evaluar las diferentes combinaciones de
condiciones, la limpieza utilizando PSA demostré
ser la mas adecuada para eliminar la mayor
fraccion de coextractivos a partir de los extractos
iniciales (se eliminé aproximadamente 70-75%
del residuo seco). Como puede verse en la Figura
3, el PSA también elimina de manera efectiva
acidos grasos que presentaban grandes picos
en el cromatograma. La extraccion dispersiva
utilizando ademas C18 y un freeze out posterior
tuvo un efecto similar eliminando entre15 y 20 %
de residuo seco cuando no se afiadioé agua, y entre
25y 30 % cuando se afiadio agua. Sin embargo,
los cromatogramas observados en GC-MS/MS
parecian similares para ambos tratamientos. La
adicion de agua fue ligeramente beneficiosa en
todos los experimentos para contribuir a eliminar
los lipidos, pero se consider6 que en general no era
de gran utilidad, ya que implica la adicién de otros
dos pasos en la preparacion de la muestra (agua 'y
MgSQO,). Finalmente, la combinacion de freeze out
seguido de d-SPE con C,, y PSArindio los mejores
resultados, ya que garantiza la eliminacién de los
lipidos que se redisuelven debido al aumento de
la temperatura durante la filtracién del extracto.
De la solucion obtenida se toma una alicuota y se
limpia después con RP-C,, y PSAYy se inyecta en
GC o LC-MS/MS
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Tabla 1. Residuo seco del extracto derivado de emplear distintos procedimientos de cleanup

Residuo seco Comparado al | Comparado a la
or mL de residuo seco cantidad inicial
e>F()tracto [mg] en el extracto | de muestra (200
91 crudo (=100%) | mg/mL=1000%o)
Sin clean-up (Extracto crudo) 3,12 100% 15,6
freeze out 1 h 2,80 90 14,0
freeze out 2 h 2,72 87 13,6
freeze out 4 h 2,60 83 13,0
+3 % H,O freeze out 1 h 2,75 88 13,7
+3 % H,O freeze out 2 h 2,78 89 13,9
+6 % H,O freeze out 2 h 2,60 83 13,0
+10 % H,O freeze out 2 h 2,40 77 12,0
PSA (25 mg/mL) 1,16 37 4,3
PSA (50 mg/mL) 1,15 37 4,1
+3 % H,0 PSA/MgS0O4 (25/150 mg/mL) 1,00 32 5,0
+6 % H,O PSA/MgS04 (25/150 mg/mL) 0,97 31 4,9
C18 (25 mg/mL) 2,65 85 13,3
C18 (50 mg/mL) 2,55 82 12,7
+3 % H,0 C18/MgSO, (25/150 mg/mL) 2,40 77 12,0
+6 % H,0 C18/MgSO, (25/150 mg/mL) 2,32 74 11,6
+10 % H,0 C18/MgSO, (25/150 mg/mL) 2,17 70 10,9
+ 3 % H_,O freeze out 2 hffiltracion/PSA/MgSO 0,80 26 4.0
2 g 4
(25/150 mg/mL)
PSA/C18 (25/25 mg/mL) 0,85 27 4,3
Freeze out/PSA (25 mg/mL) 0,77 25 3,8
Freeze out/PSA/C18 (25/25 mg/mL) 0,71 23 3,5
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Figura 3. Graficos para la evaluacion del mejor procedimiento de limpieza entre: a) primer extracto (sin cleanup);

y b) extracto luego de dSPE con PSA

Validacion del método

Después de seleccionar la metodologia se
procedi6 a la validacion completa del método de
acuerdo con las directrices de la DG-SANTE [25].
Todas las muestras se analizaron por quintuplicado
para evaluar la exactitud (% de recuperacion) y la
repetitividad (% RSD) del procedimiento.

Se tomaron limites de reporte (RL, por sus siglas
en inglés) como los mas bajos niveles validados
con éxito, es decir, los niveles que alcanzaron
recuperaciones aceptables (70-120%) y RSD
< 20 %. Se utilizé la calibraciéon con ajuste por
matriz, mientras que para las curvas de calibracién
utilizando LC-MS/MS fueron construidas utilizando
tanto en disolvente como ajustadas a la matriz en
cinco niveles 0,001; 0,002; 0,01; 0,02y 0,05 g mL"
que corresponde a 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 y 0,25
mg kg' de cera de abejas. El analisis GCxGC-
TOF se llevo a cabo utilizando un estandar interno
isotopicamente marcado (ISTD) mientras que no
se utilizo ISTD utilizando LC-MS/MS.

Se utilizaron los estandares de calibraciéon en
un disolvente puro para evaluar los efectos de

la matriz (EM) en LC-MS/MS. El efecto matriz
fue evaluado y calculado como el porcentaje de
la diferencia entre la pendiente de la curva en
matriz con respecto a la pendiente de la curva en
solvente.

En LC-MS/MS los EM fueron pronunciados y
variables entre analitos como se muestra en la
Tabla 2. El clean up d-SPE con PSA contribuy6 a
reducir el EM (boscalid -10 a -1; imidacloprid -50
a 3; tebuconazol de -33 a 9, dimetoato de 20 a -2;
carbaril de -20 a 3; tiacloprid de -25 a 1. Cuando
el EM es alto se recomienda el uso de calibracion
en matriz (preparado a partir de extractos de matriz
blanco si se encuentra disponible) o el método de
adiciones estandar para obtener una cuantificacion
confiable.

Las recuperaciones de las determinaciones para
los pesticidas evaluados en ambos sistemas
cromatograficos segun su compatibilidad estuvieron
en casi todos los casos entre 70 y 120 % con RSDs
debajo de 20 % (Tablas 2 y 3). La excepcion
fue hexitiazox que no mostré recuperaciones y
/ o RSD aceptables en ninguno de los niveles
estudiados.
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Tabla 2. Porcentajes de recuperacion, RSDs y LOQs de los pesticidas analizados por LC-MS/MS (n=>5 réplicas).

Rango Coeficient‘ej Efecto
0,2 mg kg™ 0,1 mg kg™ 0,01 mg kg LOQ lineal de co.rrelacmn matriz
lineal

Rec (%) | RSD (%) | Rec (%) | RSD (%) Rec(%) RSD (%) | (mg kg") | (mg kg') (r2) %
Amitraz 73 2 77 4 85 13 0,01 0,005-0,25 0,999 -2
Atrazina 89 4 94 4 97 13 0,01 0,006-0,24 0,999 -
Azoxistrobin 110 3 111 4 112 14 0,01 0,005-0,25 0,997 24
Boscalid 98 6 103 8 105 24 0,1 0,005-0,25 0,999 5
Carbaril* 104 4 11 5) 165 6 0,1 0,005-0,25 0,995 4
Carbaril# 112 2
Carbendazim 72 4 78 6 100 15 0,01 0,005-0,25 0,999 32
Carboxin 104 4 108 6 107 9 0,01 0,005-0,25 0,999 -6
Clorpirifos-etil* 92 6 105 6 218 15 0,1 0,005-0,25 0,999 -13
Clodinafop-propargil 104 1 105 5 104 14 0,01 0,005-0,25 0,999 88
Cumafos* 144 3 229 4 1679 8 - 0,005-0,25 0,999 24
Cihalotrina-lambda 92 16 100 9 no detectado 0,1 0,005-0,25 0,999 -23
Dimetoato 102 6 106 6 107 7 0,01 0,005-0,25 0,997 2
Epoxiconazol 94 4 106 7 no detectado 0,1 0,005-0,25 0,999 -33
Fenpropatrina 95 7 102 11 159 15 0,1 0,006-0,24 0,997 -
Flutriafol 101 1 114 15 no detectado 0,1 0,005-0,25 0,998 -55
Hexitiazox* 182 4 323 5 2800 3 - 0,005-0,25 0,999 -41
Hexitiazox# 87 8
Imidacloprid 108 7 106 8 100 9 0,01 0,005-0,25 0,996 -0,1
Iprodiona 108 27 123 24 no detectado 0,2 0,005-0,25 0,997 -7
Linuron 96 6 99 5 107 15 0,01 0,005-0,25 0,999 -41
Metalaxil 107 3 109 5 113 15 0,01 0,005-0,25 0,997 -20
Metomilo 11 8 127 4 113 12 0,01 0,005-0,25 0,999 -21
Metoxifenozid* 107 4 111 5 146 7 0,1 0,005-0,25 0,999 -15
Metoxifenozid# 116 18
Metolaclor 96 3 103 2 120 17 0,01 0,005-0,25 0,999 -20
Metribuzin 102 7 11 7 no detectado 0,1 0,005-0,25 0,999 -3
Miclobutanil 106 5 102 10 123 14 0,1 0,005-0,25 0,998 -7
Ometoate 96 11 104 8 11 6 0,01 0,005-0,25 0,992 -33
Pendimetalin 81 19 83 19 no detectado 0,1 0,06-0,24 0,995 -
Pirimicarb 108 3 114 4 11 11 0,01 0,005-0,25 0,999 -10
Profenofos 89 6 94 6 92 18 0,01 0,005-0,1 0,999 -32
Piraclostrobin 102 4 106 5 112 14 0,01 0,005-0,25 0,999 -33
Tebuconazol 98 11 99 5 103 27 0,1 0,005-0,25 0,999 2
Tebufenozide 96 4 99 5 104 15 0,01 0,005-0,25 0,998 -25
Tetraconazol 103 7 104 6 111 23 0,1 0,005-0,25 0,996 -22
Tiacloprid 113 7 120 5 108 18 0,01 0,005-0,25 0,999 -7
Tiametoxan 103 14 103 7 106 15 0,01 0,005-0,25 0,999 13
Tiodicarb 90 5 85 7 107 12 0,01 0,005-0,25 0,999 -25
Tiofanato-metil 94 5 91 7 97 15 0,01 0,005-0,25 0,997 -22
Triflumuron 91 5 98 10 104 12 0,01 0,005-0,25 0,999 -46

* Pesticidas presentes originalmente en la muestras de cera usada para fortificar. # Experimento de recuperacién a 0,01 en extracto blanco de cera
(Coleccion de Farmacognosia)
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Tabla 3. Recuperaciones, RSDs y LOQs de los pesticidas analizados por GCxGC-TOF (n=5 réplicas).

Coeficiente de
0,2 mg kg 0,1 mg kg LOQ R’.ango correlacion Efect-o
lineal lineal matriz
Recuperacion RSD Recuperacion RSD
(%) (%) (%) (%) (mg kg™) | (mg kg™) () %
Bromopropilato* 83 4 102 9 0,1 0,025-1 0,992 139
Clorfenvinfos 91 10 80 6 0,1 0,25-1 0,998 15
DDE, p,p 61 21 73 4 0,1 0,025-1 0,98 144
DDT, p,p 103 3 108 17 0,1 0,025-1 0,995 127
Diazinon 81 4 94 12 0,1 0,25-1 0,999 155
Endosulfan alfa 120 10 158 18 0,2 0,25-1 0,999 245
Endosulfan beta 88 12 104 40 0,2 0,25-1 0,997 89
Endosulfan sulfato 71 1 84 8 0,1 0,25-1 0,997 61
Lindano 93 5 101 7 0,1 0,05-1 0,999 185
Forato 106 5 112 9 0,1 0,25-1 0,999 283
Piperonil butoxido* 95 1 102 10 0,1 0,025-1 0,999 79
Propargite* 76 13 284 28 0,2 0,25-1 0,998 -32
Trifluralin 79 13 85 16 0,1 0,25-1 0,999 188
Tau-Fluvalinato* - - - - - 0,25-1 0,999 23

* Pesticidas presentes en la muestra de cera usada para fortificar

Cumafos y tau-fluvalinato se re estudiaron a
niveles mas altos (0,2 y 0,1 mg kg') porque se
usan directamente en la colmena para proteger
las abejas de los acaros y es necesario tener un
método para su control. Se obtuvieron buenos
resultados para tau-fluvalinato al nivel 0,2 mg
kg (102 % recuperacion y 5 % RSD) y para
cumafos en ambos niveles (103 y 109 % de

recuperacion; 4 y 10 % RSDs respectivamente).
Al ser la cera un producto natural, es frecuente
que haya diferencias en la composicion entre
distintas muestras. En la Tabla 4 se observan
los datos de validacion para un grupo de
pesticidas seleccionados Estos datos muestran
la adecuacion y robustez del método para esta
matriz compleja.
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Tabla 4. Porcentajes de recuperacién y RSDs (n=5) de un grupo seleccionado de pesticidas a 0,1 mg kg en

distintas muestras ensayadas

Cera comercial de Alemania | Cera comercial de Uruguay Ceri:fmlzcc(;)gllicc:)csign de

Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%) Rec (%) RSD (%)
Azoxistrobin 111 4 88 4 99 7
Boscalid 103 8 76 6 107 7
Carbaril 111 5 84 3 93 4
Clorpirifos-etil 105 6 77 6 94 11
Dimetoato 106 6 86 3 94 10
Imidacloprid 106 8 86 3 93 3
Tebuconazol 99 5 77 1 78 10
Tiacloprid 120 5 82 2 99 12
Tiametoxan 103 7 86 3 98 20

La cera de abejas es un reservorio de largo
plazo de contaminantes por sus propiedades
fisicoquimicas, almacena residuos de pesticidas
a los que la colmena ha estado expuesta. Por
lo tanto, el andlisis de esta matriz compleja dara
informacion relevante sobre la sustentabilidad de
agroecosistemas especificos.

Asi mismo en el marco del proyecto se publicd
el trabajo: Adaptabilidad de QUEChERS para el
analisis de residuos de pesticidas en productos de
la colmena buscando el desarrollo de un monitor de
la sustentabilidad de los agroecosistemas [21].

Dado que los métodos para determinacién de
residuos en miel y cera ya habian sido publicados,

se validaron los métodos para abejas y polen,
las otras matrices de la colmena definidas luego
de haber realizado un estudio comparativo de
posibles métodos de extraccion y purificacion
utilizando un esquema de evaluacion similar a
lo explicado para cera. Luego de seleccionados
los mejores métodos para ambas matrices y de
acuerdo con el documento SANTE de la Unién
Europea sobre el control de la calidad de los
procedimientos analiticos se analizaron diferentes
niveles de concentracion por quintuplicado en
matrices blanco de abejas (0,2; 0,1; 0,05; 0,01;
0,001 y 0,0001 mg kg") y de polen (0,05; 0,01;
0,001; 0,0001 mg kg™) para evaluar la exactitud
(% de recuperacion) y repetitividad (% RSD) del
procedimiento (Tablas 5 y 6).
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Tabla 6. Porcentajes de recuperacion, RSDs (Desviaciones Estandar Relativas) y LOQs (Limites de cuantificacion)
de los pesticidas analizados en polen (n=5 réplicas). nd=no detectado

0,05 mg kg' | 0,01 mgkg" | 0,001 mg kg™ 0’0?((;1 ma LOQ Rango Coellciente Efecto
Pesticida % % % % % % % % (m1g Linea:l Correlz cion mixtriz

Rec | RSD [ Rec | RSD | Rec | RSD | Rec | RSD ko) MILD | Lineal (r?) %)
Acetamiprid 86 3 88 4 119 8 nd nd | 0,0010 | 0,005-0,1 0,999 -44
Azoxistrobin 84 5 98 5 198 19 85 17 | 0,0001 | 0,005-0,1 0,999 43
Boscalid 89 7 82 19 127 13 nd nd | 0,0100 | 0,005 -0,1 0,991 -1
Carbaril 87 4 87 7 138 3 92 12 | 0,0001 | 0,005 - 0,1 0,999 -45
Carbendazim 80 2 86 5 126 16 121 7 0,0001 | 0,005-0,1 0,998 29
Clotianidin 90 5 82 6 104 14 nd nd | 0,0010 | 0,005-0,1 0,997 -26
Cumafos 94 3 96 3 175 8 100 10 | 0,0001 | 0,005-0,1 0,998 -41
Dimetoato 84 3 87 5 115 7 84 8 0,0001 | 0,005-0,1 0,998 -44
Haloxifop metil 87 2 95 4 163 3 78 24 | 0,0100 | 0,005-0,1 0,999 -14
Hexitiazox 98 11 116 4 373 19 nd nd | 0,0100 | 0,005 - 0,1 0,994 -58
Imazalil 87 5 72 12 nd Nd nd nd | 0,0100 | 0,005-0,1 0,998 -44
Imidacloprid 84 6 73 7 97 17 nd nd | 0,0010 | 0,005 -0,1 0,997 -50
Iprodiona 92 7 104 6 139 92 20 | 0,0001 | 0,005-0,1 0,995 -36
Metomil 87 3 83 6 111 66 11 | 0,0010 | 0,005 - 0,1 0,999 -23
Metsulfuron metil 79 3 84 3 125 105 7 0,0001 | 0,005-0,1 0,998 11
Piraclostrobin 86 1 95 1 193 95 27 | 0,0100 | 0,005 -0,1 0,999 -38
Tebuconazol 86 4 89 6 160 20 124 24 | 0,0100 | 0,005-0,1 0,998 13
Tiacloprid 87 2 91 3 131 14 nd Nd | 0,0100 | 0,005 -0,1 0,999 -46
Tiametoxan 96 4 90 7 nd Nd nd Nd | 0,0100 | 0,005 - 0,1 0,998 -15

Los limites de cuantificacion (LOQ) fueron
considerados como en las metodologias
validadas anteriormente. Es de destacar que
para cada pesticida, el limite de cuantificacion
encontrado fue menor que el correspondiente
LD50 reportado. Si se considera que el peso
de una abeja es de aproximadamente 100 mg,
se necesita un factor de 10 para convertir pug/
abeja a mg kg por lo que hubo que obtener
LOQs muy bajos (0,0001 mg kg) lo que se
pudo lograr para varios pesticidas, en particular
azoxistrobin y dimetoato en ambas matrices,
lo cual es importante considerando que las
concentraciones encontradas en las muestras
reales eran cercanas a este nivel.

Se comprob¢ linealidad y se evaluaron los efectos
de la matriz, calculados como la diferencia
porcentual entre las curvas de mayor ajuste contra
las correspondientes curvas de calibracion en
solvente.

Los efectos de la matriz fueron variables de un
analito a otro (Tablas 5y 6), particularmente en el
caso del analisis de polen. Esto se explica por el
hecho de que los efectos de la matriz dependen de
si el analito de interés coeluye con coextractivos de
la matriz. Como se observaron efectos de la matriz,
en este trabajo se utilizé para la cuantificacion el
método de calibracidén por matriz. En la Figura 4 se
puede observar un cromatograma con hallazgos
de varios positivos.
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Figura 4. Cromatograma mostrando varios hallazgos positivos en muestras reales de polen
de abejas analizadas por LC-MS/MS

Monitoreo de residuos de pesticidas en
productos de la colmena

Con todas las metodologias especificamente
desarrollados para abejas, miel, cera y polen,
validadas en las condiciones de trabajo del
laboratorio, se realizaron 463 analisis de las
muestras reales provenientes de los apiarios
previamente establecidos e identificados al
comienzo de la investigacion colocados en distintos
agroecosistemas y se continué la evaluacion de
las mismas cuatro matrices durante todo el periodo
del proyecto.

Se encontraron insecticidas: por ejemplo,
tiacloprid, imidacloprid, metomil, carbaril,
fungicidas como azoxistrobin, piraclostrobin,
tebuconazol, hexitiazox y herbicidas como por
ejemplo haloxifop-metil a niveles entre 0,0001 y
0,01 mg kg™ (Tabla 7).

En la Figura 5 se presenta una grafica detallada
de la frecuencia de hallazgos positivos para
cada matriz, donde la prevalencia de fungicidas
es clara. Es de resaltar que todas las muestras
contenian estrobilurinas como azoxistrobin y
piraclostrobin.
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Figura 5. Frecuencia de hallazgos positivos en las cuatro matrices de la colmena analizadas.

La peculiaridad de la alta ocurrencia de fungicidas
en productos de la colmena no ha sido explicada
aun. Los fungicidas poseen un pKa y un pKow
intermedio, de donde puede inferirse la causa de su
ubicuidad en las diferentes matrices relacionadas
con la colmena: ceras, polen y abejas. La presencia
de pesticidas en el polen se origina directamente
de lo aplicado sobre los cultivos. Dependiendo
de sus propiedades fisicoquimicas los residuos
pueden difundir hacia otros compartimentos de
la colmena, fundamentalmente hacia la cera y la

miel. Ya sea debido a un efecto de dilucién o a
su baja solubilidad en ellos, su deteccion se ve
dificultada. Los residuos de pesticidas en miel
son menos frecuentes probablemente porque
ésta es hidrofilica, mientras que la mayoria de los
pesticidas son lipofilicos y por lo tanto, la difusién
desde matrices mas lipofilicas como el polen y
la cera hacia la miel no se ve favorecida. Los
pesticidas encontrados en las abejas son aquellos
alos que ellas estuvieron directamente expuestas,
y por lo tanto, pueden variar con el tiempo.
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Anadlisis de residuos de pesticidas en el total
de los muestreos del proyecto

Las tendencias generales descritas anteriormente

Abejas

Noow W B

i
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L ]

Porcentaje de muestras (%)
5 s

Porcentaje de muestras (%)

se mantuvieron en el total de los muestreos
realizados entre 2014 y 2017. En la figura 6 se
observan las altas frecuencias de deteccion de
los fungicidas.

Miel
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Figura 6. Porcentaje de muestras con deteccion de residuos mas frecuentes para cada matriz por ambiente. 1-
Cuenca lechera 2-Monte nativo, campo natural 3- Ganadero, agricola arroz 4- Horticola Norte 5- Citricola
6- Soja 7- Urbano, monte riberefio 8- Forestacion Eucaliptus 9- Hortifruticultura sur, soja.

Como resultado de los 3 afios de proyecto podemos
concluir que: el 97 % de los residuos encontrados
en todas las matrices estudiadas presentaron una
concentraciéon entre 0,0001 - 0,05 mg kg'. En
las muestras de miel cada pesticida encontrado
presentd una concentracion por debajo del LMR
(Limite Maximo de Residuo) permitido en Europa
para miel como alimento. Luego de este estudio
planificado, donde ademas se siguio la evaluacion
bioldgica de los apiarios, para luego correlacionarla
con los hallazgos de residuos se pudo comprobar
que la informacién obtenida a través del perfil
de dichos residuos contribuye a tener una
fotografia mas amplia de la situacion ambiental
de los sistemas monitoreados. Las metodologias
analiticas desarrolladas y validadas permitieron

reunir una enorme cantidad de informacion de
manera rapida y efectiva lo que hace factible la
idea de monitorear agroecosistemas a través
del analisis de residuos de los productos de la
colmena.

La colmena como monitor ambiental de Ila
aplicacién de pesticidas en agroecosistemas

Como se propuso en el proyecto, las abejas en su
viaje a recoger alimento recorren territorios en un
radio de 2000 m, tomando lo que encuentran alli,
entre ellos los residuos de pesticidas. Debe tenerse
en cuenta que para que los pesticidas que colectan
las abejas lleguen a la colmena, deben encontrarse
en concentraciones subletales para ellas.
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Figura 7. Andlisis Factorial Multiple de los hallazgos de residuos de pesticidas en abejas, miel, polen y cera de

abejas.

0.9 ®

Dim 2 (21.4%)
o o e O
2 0 N ®

9
w

8.2 cera

0.1

abejas

0 0.2 0.4
Dim 1 (26.5%)

polen
®
miel
@
0.6 0.8 ]

Se planted la hipotesis que las propiedades
fisicoquimicas de los pesticidas condicionan la matriz
(abejas, miel y polen) donde estos se acumulan,
independientemente del agroecosistema. Se
espera como consecuencia, encontrar diferentes
perfiles de residuos de pesticidas en las distintas
matrices. Para confirmar esta hipétesis, se realizé
un Analisis Factorial Mdltiple de los hallazgos de
residuos de pesticidas de todas las muestras
analizadas en abejas, miel, polen y ceras. Ninguna
de las cuatro matrices aparece como muy cercana
entre si como se puede observar en la Figura 7.

Esto indica que cada matriz acumula diferentes
residuos segun sus caracteristicas fisicoquimicas
y, de acuerdo a su rol en la colmena nos brindan
diferente informacion. Por ello, y considerando la
forma en que los residuos llegan a la colmena,
se pudo probar que una informacién mas valiosa
puede conseguirse analizando cada matriz por
separado. Mientras la cera es un reservorio
histérico de los pesticidas que se colectaron, los
residuos en el polen son mucho mas diversos y
representan lo que se aplicé directamente sobre
los cultivos. Un alto nimero de insecticidas fueron
detectados en él como, por ejemplo, imidacloprid,
carbaril, dimetoato. Por otro lado, los residuos de
pesticidas en las abejas corresponden a las ultimas

aplicaciones a las cuales las abejas han estado
expuestas. En las muestras de los apiarios en
estudio, las abejas transportaban principalmente
fungicidas y el unico herbicida detectado, fue
haloxifop metil. Por su parte, la miel es una matriz
hidrofilica y es de esperar bajas concentraciones
de pesticidas lipofilicos y los mas hidrofilicos
deberian de estar presentes. Sin embargo, solo
estribulurinas fueron detectadas en esta matriz. Es
de destacar que por las caracteristicas analiticas de
la molécula quimica de Glifosato y sus metabolitos
éstos no fueron analizados en este estudio ya que
requieren otras condiciones de trabajo.

Un monitor de agroecosistemas debe ser estable,
pero a su vez, ser capaz de registrar las variaciones
en la linea de base que ocurren en un ecosistema
definido. Para ensayar la utilidad de la colmena como
monitor se debe chequear el rango de variabilidad
en la carga de residuos dentro de la colmena y si
las diferencias observadas tienen algun significado.
Para evaluar la estabilidad y la capacidad de
respuesta de la colmena como indicador se empled
como herramienta estadistica la distancia de Gower
(distancia G), dada por la distancia original con la del
sistema perturbada. La Tabla 8 muestra la evaluacion
de las distancias de Gower para cinco de los apiarios
entre dos estaciones de muestreo.
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Tabla 8. Comparacién de apiarios ubicados en ambientes diferentes en dos estaciones de acuerdo a sus perfiles

de residuos de pesticidas

Apiario Estacién comparada Ambiente G-distancia
A Otono& Primavera Cuenca lechera 0,24
B Otofio& Primavera Forestacion 0,24
C Otono &lnvierno Ganaderia & arroz 0,35
D Invierno& Primavera Cuenca lechera, pradera natural 0,18
E Otofno& Primavera Forestacion & monte nativo 0,15
Tabla 9. Distancias de Gower entre todos los pares de apiarios-estaciones muestreadas
A-Otofo | F-Otofio | B-Otofio | E-Otofio | C-Otofio| C-Invierno | D-Invierno | G-Primavera | B-Primavera | E-Primavera | A-Primavera
F-Otofio 0,38
B-Otofio 0,18 0,34
E-Otofio 0,23 0,30 0,14
C-Otofio 0,41 0,48 0,31 0,36
C-Invierno 0,18 0,34 0,09 0,15 0,35
D-Invierno 0,24 0,26 0,15 0,14 0,37 0,13
G-Primavera | 0,20 0,29 0,09 0,12 0,33 0,12 0,10
B-Primavera | 0,35 0,41 0,24 0,26 0,34 0,29 0,26 0,19
E-Primavera | 0,23 0,30 0,15 0,15 0,37 0,16 0,13 0,09 0,23
A-Primavera | 0,24 0,36 0,17 0,15 0,40 0,17 0,17 0,10 0,23 0,14
D-Primavera | 0,28 0,35 0,17 0,23 0,37 0,22 0,18 0,14 0,27 0,18 0,21

Del estudio de los resultados, la primera conclusién
a extraer es que las comparaciones deben
establecerse entre los mismos apiarios. A partir de
esta constatacion se puede afirmar que el menor
valor de distancias G es el del apiario E, localizado
en las cercanias de una zona de forestacion y
bosque nativo, lo que significa que el cambio
entre estaciones en ese ambiente fue bajo. Esto
puede interpretarse como que la contribucion en
la carga de residuos de pesticidas en la colmena
en este ambiente es debida a las aplicaciones en
la zona de forestacién mientras que en principio
no se registrarian aplicaciones de pesticidas
en el monte nativo. Subiendo en los valores de
distancias G, el siguiente menor valor corresponde
al apiario D, cercano a una pradera natural, donde
los pesticidas que se encuentran corresponden
a actividades pecuarias ya que no se realizan
aplicaciones en el campo natural. Por otro lado,
en lo que respecta al apiario Alocalizado también
en una cuenca lechera donde se encuentran
plantadas praderas de lotus y trébol, dos especies
muy visitadas por las abejas pecoreadoras, se
obtuvo una distancia G muy grande, mostrando
que el monitor es también capaz de distinguir
entre diferentes practicas agricolas a pesar de

que la misma actividad productiva esté siendo
desarrollada en los alrededores de la colmena.
La distancia G encontrada entre los apiarios Ay D
alimentados en diferentes cuencas con ambientes
distintos en primavera es de 0,21 (Tabla 9). Estos
resultados prueban que la colmena es capaz de
detectar diferentes manejos dentro de un ambiente
agricola. El apiario B que estaba localizado en
el medio de una plantacién de forestacion de
Eucaliptus presenté la misma distancia G que
el apiario A, resultados que indican que ambos
apiarios fueron capaces de registrar los mismos
cambios en el perfil de sus pesticidas en otofio y
primavera. Estos hallazgos confirman también las
observaciones reportadas por los apicultores de
que las abejas prefieren visitar areas forestadas
naturales debido a su diversidad frente a las areas
cultivadas, usualmente areas de monocultivos
como eucaliptus o pinos. La distancia de
Gower mas alta registrada se obtuvo en un
ambiente complejo donde diferentes actividades
productivas eran desarrolladas. La rotacion entre
los cultivos de arroz y la produccion ganadera
es caracteristica en la produccién de arroz en
Uruguay. Particularmente el apiario C estaba
establecido en un ambiente como el anteriormente
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descrito y fue el que registré esa variacion. Las
diferencias en las cargas de pesticidas observadas
entre las dos estaciones en los apiarios localizados
en todos los ambientes estudiados sustentan la
idea de que la colmena puede ser un monitor
del estado del ambiente. Estas aseveraciones
son las primeras observaciones objetivas de que
la incorporacion de los residuos de pesticidas,
a pesar de serlo a bajas concentraciones, son
caracteristicas de cada ecosistema y de las
distintas practicas de cultivo desarrolladas en
ellos. Los apiarios en los diferentes ambientes

0.040
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0.025
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0.015
0.010 l
0.005
0.000 *

Concentracién promedio (mg kg')

evaluados mostraron variaciones estacionales
significativas en la cantidad de residuos de
pesticidas, los que ademas fueron caracteristicos
para cada ambiente. La Figura 8 muestra el
cambio en el perfil de los residuos de pesticidas
de un apiario localizado ceca de una plantacién de
soja antes y después de una estacion de cultivo.
La cantidad y el tipo de residuos encontrados
fueron los mas altos al final del periodo agricola,
mostrando nuevamente que la colmena es
sensible a los cambios estacionales que ocurren
en un mismo ambiente.

‘Cosecha
-~ / Precosecha

Figura 8. Promedio de las concentraciones de los residuos encontrados en un apiario localizado en una plantacion

de soja muestreado en pre y post cosecha.

Posteriormente en base a los resultados tanto
biolégicos como analiticos del proyecto se
desarroll6 un modelo de aprendizaje automatico
utilizando la herramienta informatica SVM (Support
Vector Machines) [26]. En primera instancia se
construyeron indicadores quimicos y bioldgicos.
Luego se utilizaron como variables de entrada para

el modelo y se validé el mismo al constatar que
es capaz de clasificar los agroecosistemas donde
se encontraban los apiarios segun la presencia de
pesticidas utilizando los indicadores. Esta es otra
herramienta objetiva para poder utilizar la colmena
como biomonitor de residuos de pesticidas en
agroecosistemas.
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