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RESUMEN 

Durante los últimos arios se ha observado un enorme interés en realizar estudios 

medioambientales teniendo en cuenta el crecimiento de las actividades socioeconómicas a 

nivel mundial. Uno de los inconvenientes de dichas actividades es la generación de 

residuos y productos secundarios que afectan al medio ambiente. Dentro de estas 

actividades, está la actividad agrícola, la cual tiene un efecto directo sobre el 

medioambiente y a su vez sobre el hombre que es el principal consumidor de los productos 

finales de dichas actividades. 

El desarrollo de la tesis se llevó a cabo en tres etapas diferentes. Inicialmente se realizó 

la selección de dos zonas ecológicamente diferentes. La primera zona se eligió teniendo en 

cuenta la alta actividad agrícola, en el área rural de Alcira (Gigena), provincia de Córdoba. 

Allí se instalaron 49 colmenas. Después, una segunda zona fue seleccionada por ser 

principalmente monte nativo, en donde hay baja actividad agrícola, ubicada en la zona 

rural de Merlo, provincia de San Luis, instalando 43 colmenas, y obteniendo así un total de 

92 colmenas de estudio 

Las colmenas de estudio recibieron dos tipos de tratamientos diferentes durante un 

periodo de cuatro arios. Un tratamiento con aplicación rotativa de arnitraz y fiumetrina y 

otro con aplicación de timol. 

Se tomaron un total de 445 muestras de miel de abejas durante las campañas realizadas 

en verano de 2013, otoño, invierno y primavera de 2014 y otoño de 2015. Con el fin de 

realizar una comparación entre los tratamientos aplicados y minimizar el número de 

muestras se realizaron pool o mezclas de las muestras, teniendo en cuenta el lugar de 

muestreo, el momento de toma de la muestra etc. Las muestras fueron recolectadas en 

envases adecuados, debidamente rotulados, almacenados en frío para su conservación, y 

finalmente se realizó un análisis físico-químico y un análisis de residuos, por diferentes 

técnicas cromatográficas. 
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ABSTRACT 

Over the last few years, there has been a great deal of interest in environmental studies 

taking into account the growth of socio-economic activities worldwide. One of the 

disadvantages of such activities is the generation of waste and secondary products that 

affect the environment. Within these activities, it can be found the agricultural activity, 

which has a direct effect on the environment and at the same time it has an impact on the 

man who is the main consumer of the final products of these activities. 

The development of the thesis was accomplished in three different stages. Initially, the 

selection of two ecologically different zones was carried out. The first area was chosen 

taking into account the high agricultural activity, in the rural area of Alcira (Gigena), 

province of Córdoba. 49 hives were installed there. Then, a second area was selected 

because it is mainly native forest, where there is low agricultural activity, located in the 

rural area of Merlo, province of San Luis, installing 43 hives, obtaining a total of 92 study 

hives. 

Study have received two different types of treatments over a four-year period. A 

treatrnent with rotary application of amitraz and flumethrin and another treatrnent with 

application of thymol. 

A total of 445 bee honey samples were taken during the campaigns conducted in 

summer 2013, autumn, winter and spring 2014 and autumn 2015. In order to make a 

comparison between the applied treatments and to minimize the number of samples, pool 

or mixtures of the samples were tnade, taking into account the place and the time of 

sampling, etc. The samples were collected in suitable containers, duly labeled, stored, 

reforzed for storage, and finally analyzed by different chromatographic techniques. 

An analysis of residues of agricultural use and medicines for bee use in honey of bees 

was carried out as indicators of qualíty and environtnental contamination. 
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OBJETIVOS 

Recientemente se ha incrementado el interés, tanto de los consumidores como de los 

apicultores, hacia la determinación de residuos de antibióticos y contaminantes en la 

miel, ya que los productos de la colmena se pueden contaminar no solo en forma directa 

por los medicamentos que se utilizan para controlar las enfermedades propias de las 

abejas, sino también en forma indirecta por el contacto de las abejas con las sustancias 

utilizadas en la agricultura. Es por ello que el objetivo general de este trabajo es el 

análisis de residuos de plaguicidas de uso agrícola y medicamentos de uso apícola en 

miel como indicadores de su calidad y de contaminación ambiental y para ello se 

plantean los siguientes objetivos específicos: 

✓ Determinar residuos de los plaguicidas y medicamentos de uso apícola en miel 

por métodos analíticos convencionales. 

V Evaluar la calidad de la miel respecto a la presencia de residuos de 

medicamentos sintéticos y naturales de uso apícola. 

✓ Evaluar indirectamente la contaminación ambiental a través de los residuos de 

plaguicidas determinados en la miel, identificando posibles tendencias. 

✓ Utilizar metodologías estadísticas descriptivas uni y multivariadas para realizar 

objetivamente el análisis ambiental. 

V Desarrollar métodos de análisis alternativos, de bajo costo, para la detección y 

cuantificación de los plaguicidas y medicamentos de uso apícola. 

Tesis Doctoral Lina Marcela León Gallón 
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La evolución acelerada de las actividades socioeconómicas, en la mayoría de los casos, 

genera residuos de plaguicidas y contaminantes que afectan en diferentes grados de 

severidad y alcances a la salud humana. La acumulación de éstos en el ambiente, por el uso 

desprogramado e irracional de los mismos ha originado una serie de problemas 

tecnológicos y biológicos, entre las cuales se pueden señalar: la creciente resistencia 

adquirida por las plagas, la alteración del control natural, el resurgimiento de plagas 

secundarias, la destrucción de la fauna, la eliminación de insectos polinizadores, y 

finalmente, la contaminación en humanos y el medio ambiente. 

Evaluar el impacto de un plaguicida es un proceso complejo ya que, en teoría aplicado 

sólo a un cultivo, puede distribuirse, en función de su persistencia, en distintos 

compartimentos ambientales como el agua, suelo y aire, y de esa manera puede afectar a 

diferentes organismos y a otros cultivos. El monitoreo del medio ambiente requiere de 

técnicas cada vez más costosas y complejas, por lo tanto, resulta muy interesante el 

desarrollo de técnicas sencillas, económicas y con grandes perspectivas como los 

indicadores ambientales. Un indicador ambiental es un parámetro claro y sencillo que 

aporta información para representar fenómenos que tengan que ver con el medio ambiente 

[1]. En este sentido, los indicadores ambientales han tornado impulso con el propósito de 

estandarizar metodologías y procesos que nos permitan desarrollar, analizar, evaluar y 

comparar el estado del ambiente y los recursos naturales. Las abejas melíferas y los 

productos de la colmena podrían muy bien cumplir con el papel de indicadores ambientales 

ya que durante su pecoreo las abejas se ponen en contacto con prácticamente todos los 

sectores medioambientales (suelo, vegetación, aire y agua) [2]. Las abejas exploran áreas 

de unos 30 km' para recolectar elementos para el desarrollo de su colonia (agua, propóleos, 

polen, néctar y mielatos) y, por consiguiente, la presencia de residuos en los productos de 

la colmena se puede relacionar con la contaminación local [3]. 

Por otra parte, es importante tener en cuenta que la contaminación de los productos de la 

colmena (principalmente miel y cera), no se deben únicamente al empleo de medicamentos 

y acaricidas para combatir las enfermedades propias de las abejas, sino también al uso de 

plaguicidas en agricultura. Diversos estudios realizados corroboran el impacto ecológico 

negativo que acarrea la utilización de todas las sustancias empleadas [4]. 

Tesis Doctoral Lina Marcela León Gallón 
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En resumen, el análisis de residuos de plaguicidas y de medicamentos de uso apícola en 

miel, permitirá estimar el grado de contaminación de la zona de la cual proceden, como así 

también la calidad de los mismos estableciendo, de esta manera, a las abejas y los 

productos de la colmena como posibles indicadores de contaminación ambiental. 

1.1 LA COLMENA Y SUS PARTES 

Una colmena es el lugar en donde habita una colonia o familia de abejas, conformada 

por la reina, las abejas obreras y los zánganos. Existen diferentes tipos, como las colmenas 

naturales, que son las que forman las abejas en los orificios de los árboles, o entre piedras, 

están las colmenas rústicas que son aquellas en las que el hombre proporciona canastos o 

cajones a la abeja, y están las colmenas estándares (americana o Langstroth), que son las 

que surgieron a partir del descubrimiento del "Espacio Abeja", por Langstroth, en el ario 

1951 y que permitió construir colmenas móviles [5,6]. 

La colmena está compuesta por diferentes partes intercambiables, generalmente de 

madera, aunque pueden ser de otros materiales como cemento, o cemento con lava 

volcánica. En la Figura 1 se muestran las principales partes de una colmena. 
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Rejilla Excluidora 

imara de 

Peso 

Figura 1. Partes de una colmena, Foto tomada en salida de campo 

Piso: Es la base de la colmena, se utiliza generalmente Eucaliptus saligne. Se debe 

evitar el uso de maderas duras como el algarrobo y caldén teniendo en cuenta su alto 

costo y su peso. 

2. Cámara de Cría: Es el primer cajón o alza, normalmente estándar en la cual van los 

cuadros con panales de cría y la reina. Tiene por lo general 10 bastidores, de los 

cuales, los centrales contienen crías y los laterales, miel y polen. 

3, Rejilla excluidora: Es un bastidor de madera con un enrejado de alambre que deja 

separaciones de 4,2 mm donde sólo pasan las abejas obreras, cuyo uso principal es 

evitar que la reina ponga huevos en la parte superior de la colmena (alza melaría). Está 

ubicada sobre la cámara de cría. 

4. Alza: Se denomina alza melaría a cada una de las alzas con cuadros destinados a la 

acumulación de la miel, normalmente se colocan de 9 a 10 cuadros. El alza que se 
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coloca sobre la cámara de cría se denomina primera alza melaria, después las alzas que 

se ponen a continuación, se denominan segunda, tercera, etc. En el caso de la colmena 

tipo Langstroth las alzas melarias estándares llegan a acumular 22 kilogramos de miel, 

y por este motivo los apicultores prefieren alzas de menor tamaño teniendo en cuenta 

de que el trabajo se hace manualmente y el esfuerzo fisico es muy grande. 

5. Cuadros o Marcos: Son los soportes de cada panal, que están ubicados dentro de cada 

alza, estos están reforzados por alambres para permitir el uso del extractor de miel y 

fijar la cera estampada. 

6. Entretapa: Se coloca debajo del techo, compuesta por un bastidor de madera y una 

plancha de chapa dura. Esta deja un espacio de aire importante en el caso de las 

colmenas que están expuestas al sol y en lugares cálidos. 

7. Tapa: Es la cubierta superior, que puede ser de diferentes tipos según las necesidades 

locales, generalmente tienen un bastidor de madera dura, plancha de chapa dura, y 

cubierta por chapa galvanizada. Actualmente se reemplaza esta doble cubierta superior 

por machimbre de madera dura, teniendo en cuenta que es más económica y con una 

caladura lateral permite evitar el uso de la entretapa, eliminando la posibilidad que 

entre el techo y la entretapa se alojen hormigas. 

Guarda-Piqueras: Es una varilla con ranuras, que cierra parcialmente la entrada de la 

colmena, para protección del pillaje (es el hurto de las abejas melíferas de una 

determinada colmena). 

1.2 COSECHA Y EXTRACCIÓN DE LA MIEL 

La cosecha es el trabajo que se realiza en el campo en cada colmena, esta comienza en 

el periodo estival (verano), según la zona donde estén ubicadas las colmenas y el tipo de 

flora con la que ha contado la abeja para realizar el trabajo. 
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Existen diferentes maneras de realizar la cosecha de la miel, en nuestro caso, los 

apicultores retiran el alza completa. Se comienza aplicando bocanadas de humo en la 

piquera, se retiran la tapa y el entretecho para retirar los cuadros, observando si el panal 

está operculado (sellados con cera) por lo menos un 80% de su superficie. Si lo está, 

entonces está listo para ser cosechado. Cuando se tiene el cuadro se procede a quitar las 

abejas que hay en él, esto se hace por medio de una maquina soplando aire, colocando las 

abejas siempre dentro de la colmena. De esta forma se realiza el mismo procedimiento con 

los demás cuadros del alza melaria [7]. 

Para cosechar correctamente la miel es necesario tener en cuenta los factores que 

pueden alterar la calidad de la misma, corno la humedad, ya que con el contenido de 

humedad de la miel extraída es posible determinar si el trabajo ha sido productivo o no. 

Se considera que la extracción de la miel debe realizarse en un lugar fijo llamado sala de 

extracción, la cual es conveniente que esté ubicada en cercanía del colmenar para facilitar 

el traslado de las alzas. La sala de extracción es el espacio físico donde se tienen las 

maquinarias para extraer la miel. Esta sala se debe adecuar a la reglamentación vigente 

dispuesta por la Secretaría de Agricultura, Ganadería y Pesca y Alimentos de la Nación [8 

,9]. En las salas de extracción se encuentran los extractores, que son las máquinas que 

permiten sacar la miel de los panales de una forma limpia y segura. El extractor, al ser 

puesto en marcha trabaja en forma centrífuga, es decir que la miel sale desde el centro 

hacia los costados del extractor. Una vez desoperculados los cuadros se los coloca en el 

extractor. Para obtener una mayor pureza y limpieza de la miel se colocan coladores que 

retengan las impurezas, como restos de cera, partes de abejas etc., y por último se colecta 

la miel en unos tambores, la miel se deja reposar de 12 a 15 días permitiendo que suban 

impurezas a la parte superior. En la Figura 2 se observa un extractor de miel que pertenece 

al apicultor de la ciudad de Merlo. 
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Figura 2. Extractor de miel 

1.3 TRATAMIENTOS SANITARIOS EN APICULTURA 

El desarrollo de la apicultura descansa sobre algunos pilares, que pueden ser manejados 

por los apicultores, tales como el manejo biológico, productivo, genético y de sanidad. Sin 

embargo, hay otro factor, que es imposible de modificar, el clima. Por ello, aquellos 

factores sobre los cuales el apicultor posee capacidad de intervención directa, resultan 

claves para lograr un incremento sustancial de la productividad y el éxito de la empresa 

apícola. En particular, el aspecto sanitario ha ido adquiriendo una importancia creciente. 

Otra característica que está presente en la actividad apícola, en los últimos arios, es la 

diversificación de sus productos. Por un lado, la producción de miel y la cera siguen siendo 

las principales líneas productivas, sin embargo, otros productos se han ido desarrollando a 

un ritmo mayor, como ocurre con los servicios de polinización, producción de propóleos, 

jalea real, apiterapia, aumento de la producción y venta de abejas reinas, núcleos o 

paquetes. En este desarrollo, la sanidad juega también un rol clave. Considerando que la 

miel es el producto de mayor intensidad en la línea productiva y por tratarse de un 

alimento, éste se rige por normas nacionales e internacionales. A nivel internacional, se 

administra mediante la Comisión del Codex Alimentarius (CAC), el cual es operado a 

través de la Organización para la Agricultura y la Alimentación de la Naciones Unidas 

(FAO) y la Organización Mundial de la Salud (OMS) por cuanto debe cumplir con un 

Tesis Doctoral Lina Marcela León Gallón 



Universidad Nacional de Río Cuarto 
Capitulo 1: Introducción 

concepto elemental, su inocuidad, es decir que no contenga elementos nocivos para la 

salud de los consumidores [10]. Lo anterior se suma a la tendencia actual de los mercados 

externos de consumir productos de naturaleza orgánica, lo cual reafirma la necesidad de 

que sean producidos bajo esas normas internacionales. 

Las abejas en su estado natural viven formando panales y difícilmente se establecen una 

al lado de otra, pero un apiano moderno requiere de inspecciones constantes, movimiento 

de marcos entre colmenas y/o colmenares. Sin embargo, el uso de implementos comunes y 

movimiento de colmenas a grandes distancias e intercambio de materiales entre apicultores 

nacionales y extranjeros puede ocasionar inconvenientes sanitarios. Todo esto, 

indudablemente, colabora en la dispersión rápida de patologías o enfermedades entre las 

unidades productivas. Cuando ingresa una enfermedad en una unidad productiva, ésta 

tiende a difundirse rápidamente entre las colmenas vecinas, hacia otros colmenares 

cercanos y abarcar territorios que incluyen continentes completos. De lo anterior, existe 

una gran variedad de ejemplos, como la Varroosis (la cual ha invadido regiones aisladas 

corno islas, ej.: Nueva Zelanda) [11]. La enfermedad de las abejas, es un proceso natural, y 

con el fin de lograr una mejora en los productos de la colmena el hombre ha alterado la 

actividad apícola moderna suministrando agentes exógenos a las mismas, aunque es 

necesario lograr un nivel de equilibrio entre la presencia de estos agentes (que no destruyan 

la colmena, ni afecten a las abejas en forma significativa) y la obtención de productos de la 

colmena con la mayor cantidad, calidad y rentabilidad [12]. 

El uso de medicamentos y acaricidas en las colmenas para prevenir o sanear las 

enfermedades de las abejas resulta una de las principales causas de contaminación de la 

miel argentina [13]. Por ejemplo, en la producción apícola, se ha generalizado el uso de 

antibióticos a partir de la aparición de serias enfermedades bacterianas de la cría, 

principalmente la Loque europea y Loque americana [14,15]. La Loque europea es una 

enfermedad bacteriana causada por el bacilo Melissococcus pluton, y afecta la cría en su 

período de larva. La Loque americana es mucho más grave, porque posee la capacidad de 

formar esporas, también de origen bacteriano, afecta el estado larval de las abejas y es 

provocada por Paenibacillus larvae, 
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Otra de las enfermedades importantes a tratar es la Varroosis que se lo detecta por 

primera vez en la Argentina en la provincia de Formosa en el año 1976. Producida por el 

ácaro Varroa Destructor que es un ectoparásito que se alimenta de la hemolinfa de su 

hospedador. La hembra se encuentra sobre abejas adultas y en desarrollo [16]. 

1.4 CRITERIOS Y CONTROL DE CALIDAD DE MIEL 

La miel es una sustancia natural dulce producida por la abeja Apis mell itera o por 

diferentes subespecies, a partir del néctar de las flores y de otras secreciones extra florales 

que las abejas liban, transportan, transforman, combinan con otras sustancias, deshidratan, 

concentran y almacenan en panales para alimentar a sus larvas y asegurarse la subsistencia 

durante el invierno [17]. La tabla 1 muestra la composición promedio de la miel. 

Tabla L Composición nutricional de la miel 

Composición Química Valores Comunes 

Agua 14-22% 
Fructosa 28-44% 
Glucosa 22-40% 
Sacarosa 0,2-7% 

Maltosa 2-16% 
Otros azúcares 0,1-8% 

Proteínas y aminoácidos 0,2-2% 

Vitaminas, enzimas, hormonas 0,5-1,0% 
Ácidos grasos y otros 0,5-1-5% 

Minerales 0,2-1,0% 

Las abejas obreras ingieren el néctar u otros jugos dulces de las flores, a los que añaden 

sustancias propias de su organismo (enzimas) y comienzan a transformarse en miel en 

sacos especiales situados en su esófago. A continuación, se almacena y madura en panales 

dentro de sus colmenas. Las características de la miel dependen de diversos factores tales 

como las plantas de las que recolectan el néctar, el suelo, el clima y las condiciones 

ambientales. El producto no debe tener sabor ni aroma desagradables, debe estar exento de 

materia extraña y de contaminantes. 
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El color, aroma y sabor de la miel varía con el origen floral del néctar del cual proviene. 

La República Argentina es un importante productor de miel a nivel mundial, con más del 

90% de la producción destinada al mercado externo. El aumento de las exigencias de 

calidad ha llevado a la implementación de medidas a nivel nacional para preservar la 

calidad de la misma. Entre estas medidas se destacan: la prohibición de la exportación de 

miel con residuos de medicamentos, la extracción de miel en salas inhabilitadas, la 

aplicación de un sistema de tazabilidad y la implementación de programas de control y 

erradicación de enfermedades. El Código Alimentario Argentino (CAA) en su Art 783 

prohibe expresamente la utilización de cualquier tipo de aditivo para que el producto sea 

denominado "MIEL" [18]. 

Tipos de mieles: 

» Miel de flores o miel de néctar: Es la miel que procede del néctar de las plantas. 

» Miel monqfloral: Es la miel que proviene principalmente de una especie 

botánica. 

» Mieles multiflorares: Compuesta por el néctar de varias especies vegetales, sin 

que ninguna de ellas pueda considerase predominante. 

» Mieles de mielada: Es la miel que procede principalmente de excreciones que 

los insectos succionadores dejan sobre las partes vivas de las plantas o 

secreciones de las partes vivas de las plantas. 

1.4.1. Contaminantes en la miel 

La producción apícola intensiva, así como cualquier otro tipo de actividad agrícola, 

requieren del uso de medicamentos veterinarios y plaguicidas registrados que se 

consideran necesarios para obtener una adecuada productividad y obtener productos 

inocuos para los consumidores finales. La incorrecta utilización de estas sustancias puede 

dejar residuos en la miel lo que constituye un riesgo para la salud pública. 
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En el caso específico de la apicultura podemos mencionar que en los últimos 15 años 

los tratamientos de control de varroa en Argentina, en su mayoría, se realizaron con 

acaricidas de síntesis. Los principales principios activos utilizados son piretroides 

(fluvalinato, flumetrina), fosforados (curnafós) y formamidinas (amitráz). El uso reiterado 

de estas sustancias puede conducir a la presencia de los mismos en miel, cera y propóleos 

con la consecuencia del desarrollo de resistencia de la población de ácaros. 

Estos problemas han llevado a realizar investigaciones sobre métodos alternativos de 

control, tales como el uso de ácidos orgánicos y aceites esenciales. Estos últimos son 

destilados de plantas aromáticas, poseen un intenso olor, baja toxicidad en mamíferos, 

escasos efectos nocivos sobre el medio ambiente y una vasta aceptación entre los 

productores [19]. Ejemplo de este tipo de sustancias es el timol. 

1.4.2. Calidad de la miel 

A nivel internacional se ha recomendado tener en cuenta todos los aspectos de 

composición, pureza y características biológicas que son propias del producto. Ya que 

constituye uno de los alimentos más antiguos consumidos por el hombre sin ninguna 

interferencia tecnológica. Sin embargo, en los últimos arios su comercialización ha exigido 

profundas transformaciones para asegurar una mejor presentación. 

Tradicionalmente el concepto de calidad alimentaria era identificado con la seguridad 

para el consumidor y englobaba, fundamentalmente, los aspectos higiénicos-sanitarios y 

nutritivos de los alimentos. Las características de los productos alimentarios argentinos 

aptos para el consumo están básicamente reguladas a través Código Alimentario Argentino 

que contiene, esencialmente, la definición de los parámetros físicos-químicos y 

microbiológicos que brindan ante los consumidores garantía sanitaria [18]. Tanto la 

presentación, como el olor, sabor, consistencia y pureza son factores de mucha importancia 

en la valoración de la miel para la comercialización [20]. 
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La evaluación de la calidad de la miel se hace mediante análisis físico-químicos. Por 

medio de estos análisis, es posible inferir el grado de madurez del producto al momento de 

la cosecha, la limpieza de los procedimientos tecnológicos empleados en el procesamiento, 

el ajuste a los tratamientos térmicos permitidos, adulteraciones, la facilidad de 

cristalización. Según el reglamento Técnico del Mercosur (15/94), la miel debe cumplir 

con ciertos requisitos que garanticen su calidad tales como humedad hasta un 20%, 

hidroximetil furfural (HMF) hasta 40 mg/Kg, acidez libre hasta 40 meq/kg, etc. 

1.5. PLAGUICIDAS: CLASIFICACIÓN 

La FAO, y la OMS, definen el término plaguicida, como cualquier sustancia o mezcla 

de ellas utilizada para prevenir o controlar cualquier especie de planta o animal indeseable, 

incluyendo las sustancias destinadas a utilizarse como reguladores de crecimiento de las 

plantas, o como defoliantes o desecantes, durante la producción, almacenaje, transporte, 

comercialización o procesado de los alimentos para el hombre o los animales [21]. En la 

tabla 2 se puede observar la clasificación de los plaguicidas según el tipo de organismo que 

se desee controlar, según su grupo funcional y según su toxicidad y persistencia en el 

ambiente. 

Tabla 2. Clasificación de plaguicidas 

El tipo de organismo 
El grupo químico del Su persistencia en el Su toxicidad 

que se desea 
principio activo medio ambiente aguda 

controlar 

Organoclorados, 
Muy tóxico 

Organofosforados 
Acaricida Moderadamente 

Fungicida 
Carbamatos Persistentes 

tóxico 

Herbicida 
Triazinas, Poco Persistentes 

Poco tóxico 
Derivados del ácido No persistentes 

Insecticida Mínimamente 
Fenoxiacético 

tóxico 
Antibióticos 

A continuación, se describen los principales grupos de plaguicidas de acuerdo al tipo de 

organismos que se desea controlar y los principios activos nombrados en la Tabla 2. 
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1.5.1. Acaricidas 

Los acaricidas son plaguicidas que se utilizan para eliminar, controlar o prevenir la 

presencia o acción de los ácaros. El principal ácaro que causa enfermedades en las abejas 

obreras es la varroa, por lo tanto, los acaricidas destinados al control de esta enfermedad 

son la fuente más importante de contaminación de los productos de la colmena. Estos 

compuestos pueden ser divididos básicamente en dos grupos: El primer grupo es el de los 

sintéticos, son sustancias lipofílicas que persisten en ceras por un largo período de tiempo 

acumulándose en este sustrato y convirtiéndose en una potencial fuente de contaminación 

[22]. El segundo grupo es el de los acaricidas orgánicos, este grupo se divide a su vez en 

acaricidas lipofílicos, volátiles como el timol y en ácidos orgánicos solubles en agua, como 

el ácido oxálico. En la colmena las sustancias hidrofílicas quedan retenidas en la miel 

mientras que las lipofílicas lo harán en la cera [23]. El timol (5-metil-2-(1-metiletil) fenol), 

es una sustancia natural que se encuentra presente en un gran número de plantas, sobre 

todo en especies de la familia de las labiadas tales como romero, albahaca, menta, salvia, 

tomillo, ajedrea, entre otras. Pertenece al grupo de los terpenos, es el principal componente 

del aceite esencial del tomillo, presenta una gran actividad acaricida y es bien tolerado por 

las abejas. El timol, o mezclas de componentes que lo incluyan son muy efectivos para el 

tratamiento de la infección de hongos, alcanzando eficacias cercanas al 100% [24]. 

Algunas de las formulaciones conocidas a base de timol son el Api Life Vare, Thymol 

Vare y Api Guarde. En apariencia, el problema más grande que podría ocasionar el uso 

masivo de timol para el control de Varroa destructor es que le confiera un sabor diferente a 

la miel, lo que se encuentra prohibido por las regulaciones internacionales y que se 

observaría cuando la concentración de timol supera los 50 mg/Kg [25]. Sin embargo, 

aparte del deterioro organoléptico que ello significa, es necesario realizar un control 

efectivo de la residualidad de dicho producto, tanto en la miel como en la cera de abejas. 

Los componentes de aceites esenciales como el timol, eucaliptol, alcanfor y mentol tienen 

un rango generalmente reconocido como seguro en concentraciones hasta 50 mg/kg en 

forma pura ya que concentraciones más altas pueden modificar el sabor de la miel [26].. 
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1.5.2. Fungicidas 

Los fungicidas son un tipo particular de plaguicidas que se utilizan extensamente en el 

control de enfermedades producidas por hongos en semillas, plantas y frutos. Se aplican 

tanto en el campo como para la protección durante el almacenamiento, el transporte y la 

comercialización. Los fungicidas se pueden clasificar en dos grandes grupos: inorgánicos y 

orgánicos. Los primeros son, principalmente, el azufre, los poli sulfuros y algunas sales de 

cobre. Los fungicidas orgánicos se empezaron a desarrollar en 1934, siendo en general, 

más efectivos y menos nocivos que los inorgánicos. Entre estos compuestos se encuentran 

los tiocarbatnatos, los azoles, los benzimidazoles, las dicarboximidas, etc. 

1.5.3. Herbicidas 

Los herbicidas son compuestos químicos cuya finalidad es combatir las malezas que 

entorpecen el desarrollo de los cultivos. Los daños producidos por las malas hierbas 

pueden ser debidos a que éstas compiten por los nutrientes lo que puede llevar a un bajo 

rendimiento del cultivo, a que dificultan las labores agrícolas y también a que pueden ser 

focos de enfermedades que pasen luego a los cultivos. En los países industrializados los 

herbicidas se aplican sobre el 85-100% de todos los cultivos principales, habiendo 

reemplazado a la escarda manual utilizada en la agricultura tradicional, debido al elevado 

coste de la mano de obra. Dependiendo de su estructura química, actúan sobre el 

metabolismo de las plantas de diversas formas. Pueden ser clasificados en totales, si 

destruyen toda la vegetación sin discriminar, o selectivos, que son aquellos que solamente 

atacan a las malezas sin afectar a los cultivos. 

También se clasifican según su estructura química, existiendo más de diez grupos 

distintos. Algunos de estos grupos se describen a continuación. 
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Fenoxiácidos: Estos herbicidas se introdujeron a mediados de los arios cuarenta con el 

descubrimiento en 1942 del 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) derivado del ácido 

fenoxiacético y son los más extensamente usados a nivel mundial. Este tipo de plaguicidas 

presenta una fuerte actividad herbicida por lo que se pueden emplear a dosis muy bajas con 

una gran selectividad. 

Cloroacetamidas: son acetamidas halogenadas en el carbono a con sustituyentes 

orgánicos sobre el átomo de nitrógeno. Poseen actividad herbicida y se emplean en 

tratamientos de preemergencia. Este tipo de herbicidas de aplicación en suelo controlan 

gramíneas anuales en germinación y algunas malezas de hoja ancha al ser inhibidores de la 

división celular. 

Dinitroanilinas: son algunos de los herbicidas más intensamente usados en la 

agricultura y se emplean frecuentemente incorporado en el suelo, como herbicidas 

selectivos en muchos cultivos. Tienen una solubilidad en agua muy baja, lo que reduce al 

mínimo la lixiviación. 

Triazinas: Son una familia que químicamente tienen un anillo heterocíclico, análogo al 

anillo de benceno, pero con tres átomos de carbono reemplazados por átomos de nitrógeno. 

La mayoría de las triazinas comerciales son simétricas y de baja solubilidad en agua. 

Recientemente se han desarrollado triazinas no simétricas de mayor solubilidad y menor 

residualidad. Se ha encontrado resistencias de algunas malezas a estos herbicidas. La 

estructura general de la triazinas se observa en la Figura 3. 

N N 

N 

Figura 3. Estructura general de las triazinas 
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Entre las triazinas se encuentra la atrazina que es un herbicida que se ha utilizado 

durante los últimos cuarenta arios. Se usa principalmente en cultivos de maíz, sorgo, caria 

de azúcar. Tiene una vida media de 60 a 100 días. Es uno de los herbicidas más usados en 

la región de América Central y el Caribe. La atrazina ha sido clasificada como un 

plaguicida de uso restringido en Estados Unidos, debido a su potencial para contaminar 

aguas subterráneas. La Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) ha 

establecido un límite recomendado de hasta 3 microgramos por litro en agua proveniente 

de napas freáticas que se utilicen para el consumo humano. Tal nivel no implicaría riesgos 

para la salud de los consumidores. Es un herbicida levemente tóxico para pájaros y peces; 

aunque se ha encontrado que no es tóxico para abejas [27]. En la Figura 4 se puede 

observar la estructura química de la atrazina. 

NHCH(CH3)2 

N 

H3CH2CHN N CI 

Figura 4. Estructura química de la atrazina 

Glifosato: Los herbicidas más comercializados en la República Argentina incorporan 

dentro de su fórmula al glifosato, en razón de que algunos cultivos transgénicos, como la 

soja, por ejemplo, están manipulados genéticamente para desarrollar una resistencia a esa 

sustancia química. El glifosato (N-fosfonometilglicina), es un ácido débil formado por una 

molécula de glicina y un radical fosfonornetilo sustituyendo un hidrogeno del grupo a-

amino. Es un herbicida no selectivo protector de cultivos, desarrollado para eliminación de 

hierbas y de arbustos. Este producto constituye uno de los descubrimientos agroquímicos 

más importantes de este siglo, siendo el herbicida de mayor uso en el mundo por ser 

efectivo y porque permite su aplicación de diversas maneras. El compuesto es un polvo 

cristalino blanco e inodoro resistente a la volatilización y a la degradación solar, con un 
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peso específico 1,704 g/cm3 y una solubilidad en agua de 12 g/L (25 °C) en forma ácida, es 

insoluble en la mayoría de los disolventes orgánicos tales como acetona, etanol etc. [28]. 

Es un compuesto muy polar y anfotérico, que se puede encontrar formando sales iónicas 

diversas, en función del pH del medio. Las constantes de acidez para este herbicida son: 

pKai<2; pKa2=2,4; pKa3=5,5 y pKa4=10,2. La ionización del glifosato se produce según 

las reacciones de la Figura 5 [29]. 
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Figura 5. Equilibrios ácido-base del glifosato con sus pKa correspondientes 

O 

La degradación del glifosato en el ambiente tiene lugar principalmente por la vía 

microbiana, siendo el principal metabolito el ácido aminometilfosfónico (AMPA) el cuál 

es más persistente que el propio glifosato, en la Figura 6 se puede observar el glifosato y su 

metabolito principal AMPA. 

O H O 

HO OH 
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H

N
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Figura 6. Degradación de glifo.sato a AMPA 
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1.5.4. Insecticidas 

Los insecticidas son sustancias ampliamente utilizadas en el medio agrícola para 

controlar y erradicar insectos que afectan cultivos, por lo que permiten mejorar la 

producción y proteger los productos almacenados, siendo considerados como uno de los 

principales factores del incremento de la productividad en el siglo XX. Se emplean para 

erradicar los insectos en cualquiera de sus etapas de desarrollo, tanto los huevos, las larvas 

como los adultos. 

En la clasificación de los insecticidas según su estructura química se pueden destacar 

cinco grandes familias de compuestos: 

Carbamatos: Este grupo presenta un gran interés en el campo de los plaguicidas por su 

gran actividad biológica. Todos estos productos derivan del ácido carbámico, de formula 

HO-CO-NH2. Podemos distinguir tres grandes familias de compuestos: los aril-N-

metilcarbamatos, los carbamatos heterocíclicos y las oximas. 

Organoclorados: Estos productos constituyen un grupo de compuestos de importancia 

histórica, desarrollados durante la segunda Guerra Mundial, el más conocido es el DDT 

(DicloroDifenilTricloroetano). Cuando Müller descubrió las propiedades del DDT se inició 

una revolución en el campo de los plaguicidas, desencadenando la incorporación de 

productos derivados de la síntesis orgánica a la lucha contra plagas y enfermedades [30]. 

No obstante, la mayoría de estos compuestos están actualmente prohibidos en países 

industrializados debido a su elevada persistencia en el medio ambiente, por tener una 

marcada capacidad de biomagnificación, y por ser posibles carcinógenos. Sin embargo, 

todavía se emplean en países en vías de desarrollo para luchar contra el mosquito 

Anopheles, transmisor de la malaria. 

Entre los insecticidas organoclorados se pueden distinguir fundamentalmente tres 

familias: la del DDT y análogos, la del hexaclorociclohexano (HCH), también conocido 

como lindano, y la de los ciclodienos dorados, en la Figura 7 se puede observar la 

estructura química general de los bifenilos policlorados. 
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(CL)y 

Figura 7. Estructura química general de los compuestos bifénilos policlorados 

Organofosforados: Los derivados fosforados ocupan hoy en día un lugar preponderante 

entre los plaguicidas más conocidos y utilizados, ya que constituyen un grupo con una 

elevada eficacia insecticida. Su actividad fue descubierta por el químico alemán Gerhard 

Schrader durante la segunda Guerra Mundial. Junto a su toxicidad para los mamíferos 

pronto se descubrió su actividad como insecticidas. Los plaguicidas organofosforados 

pueden considerarse como derivados del ácido fosfórico, expresado por su fórmula 

desarrollada como se observa en la Figura 8. 

S(0) 

R2 

Figura 8. Estructura química general de los organofosforados 

Según se remplacen los distintos sustituyentes, se van construyendo los distintos tipos 

de insecticidas organofosforados, que son: ortofosfátos, tiofosfátos, 110/fosfatos, 

ditiofasfátos, fósfonatos y pirofosforamidas. 

Piretroides: Los piretroides son moléculas con actividad insecticida que se aplican a 

cosechas, plantas de jardines, animales domésticos y también directamente a seres 

humanos. La a-cipermetrina (a-CM) se deriva de los estereoisómeros que juntos componen 
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el piretroide cipermetrina, que es uno de los piretroides más comunes que se utilizan en la 

agricultura en todo el inundo [31]. Permanecen durante más tiempo en el medio ambiente 

que las piretrinas (constituyente principal del derivado vegetal pelitre) ya que la 

modificación química en su fórmula los hace más estables a la luz solar y el calor. Las 

características más favorables de estos compuestos son las de ser fácilmente degradables 

en el suelo y no presentar efectos tóxicos notables sobre la salud humana. En general son 

moléculas bastante estables en la atmósfera y a la exposición solar. 

Neonicotinoides: son una familia de insecticidas que actúan en el sistema nervioso 

central de los insectos y, con menor toxicidad, en vertebrados (aves y mamíferos). Los 

neonicotinoides están entre los insecticidas más usados a nivel mundial, pero 

recientemente el uso de ciertos productos químicos de esta familia está siendo restringido 

en muchos países debido a una posible conexión con el desorden del colapso de colonias 

apícolas [32]. 

1.6 ANTIBIÓTICOS DE USO FRECUENTE EN APICULTURA 

Los antibióticos de uso apícola generalmente son moléculas complejas que pueden 

poseer distintos grupos funcionales en su estructura química. Pueden ser divididos en 

diferentes sub-grupos tales como: 

Tetraciclinas: Son agentes básicamente bacteriostáticos, con actividad frente a una gran 

variedad de microorganismos, por lo que se han convertido en uso habitual en seres 

humanos, en animales y en algunas áreas de la agricultura [ 33 ]. Las tetraciclinas 

constituyen un conjunto conformado por clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina. 

También pueden ser semisintéticos (metaciclina, demeclociclina, doxiciclina, minociclina, 

limeciclina, rolitetraciclina y tigeciclina) derivados de diferentes especies de Streptomyces. 

Se caracterizan por compartir el mismo núcleo tetracíclico naftaceno, espectro 

antimicrobiano, mecanismo de acción y toxicidad. Las principales diferencias radican en 

su perfil farmacocinético [34,35]. La más utilizada en apicultura es la oxitetraciclina y por 

ello la aparición en miel de ésta resulta común, pese a que su efecto desaparece tras 2 

meses de estar almacenada. 
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Macrólidos: Los macrólidos son antibióticos básicos y lipofflicos que son potentes 

contra una variada cantidad de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas usadas para el 

tratamiento de enfermedades infecciosas en animales de granja. Algunos de estos 

compuestos son: tilosina, eritromicina y lincomicina. La tilosina, muy difundida en el 

campo de la medicina veterinaria, es utilizada corno terapéutico y promotor del 

crecimiento [36]. Junto con la lincomicina han sido identificadas como efectivas en el 

tratamiento de las cepas de Loque americana resistentes a la oxitetraciclina [37]. 

Andnoglicósidos: Los aminoglicosidos son antimicrobianos de uso habitual en la 

práctica clínica. Su estructura química se compone de aminoazúcares unidos por enlaces 

glucosídicos a un alcohol cíclico hexagonal con grupos amino. Estos muestran actividad 

bactericída frente a bacilos gramnegativos aerobios, entre ellos, Enterobacteriaceae y los 

bacilos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp [38]. La 

estreptomicina ha mostrado ser un antibiótico efectivo para el tratamiento de Loque 

americana. 

1.7. ANÁLISIS DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS Y MEDICAMENTOS DE USO 

AVÍCOLA 

El incremento continuo de plaguicidas y sustancias tóxicas en el medio ambiente nos 

obligan a disponer de métodos analíticos que sean rápidos, económicos, selectivos y 

suficientemente sensibles para poder llevar un control sobre estas sustancias en el ambiente 

o sobre diferentes matrices, teniendo en cuenta que algunas son muy complejas. Por 

ejemplo, el análisis de residuos y contaminantes en los alimentos supone la determinación 

de sustancias que se encuentran en cantidades muy pequeñas (del orden de ppm) en 

matrices muy complejas, como en el caso de la miel. Por lo tanto, es necesario realizar en 

primer lugar una extracción cuantitativa de la sustancia y posteriormente purificar y/o 

concentrar el extracto obtenido antes de proceder a su detección y cuantificación. Por esta 

razón se han desarrollado diferentes procesos de extracción, concentración y análisis, 

implementando una gran variedad de técnicas, teniendo en cuenta las propiedades químicas 

de cada molécula como son su hidrofilicidad, pH, volatilidad etc. 
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1.7.1. Extracción de la muestra 

La preparación de la muestra, es una etapa muy importante. En general las inetodologías 

de extracción empleadas por años utilizan grandes cantidades de solventes y largos 

tiempos, como la extracción líquido-líquido, la extracción por soxhlet, entre otras. Por lo 

cual el desarrollo de nuevas técnicas de extracción que permitan disminuir el tiempo en el 

proceso de preparación de la muestra y utilizar un bajo consumo de disolventes es de gran 

interés para la consecución de métodos analíticos rápidos y de alta fiabilidad, siendo a su 

vez más amigables con el medio ambiente. Algunos de estos métodos implican la 

utilización de fases sólidas, como la extracción en fase sólida (SPE), técnica que consiste 

en la adsorción de los analitos en un adsorbente sólido y en la posterior desorción de los 

compuestos mediante la utilización de un pequeño volumen de disolvente orgánico. 

Anastasiades y colaboradores [39] desarrollaron una metodología para el análisis de 

residuos de plaguicidas en material vegetal denominada "QuEChERS", acrónimo en inglés 

de Quick (rápido), Easy (fácil), Cheap (barato), Effective (efectivo), Rugged (robusto), 

Safe (seguro). La metodología "QuEChERS" permite una extracción simplificada de un 

gran número de residuos de plaguicidas en un amplio rango de matrices con características 

muy diferentes. Este procedimiento, aunque fue desarrollado inicialmente por el 

Departamento de Agricultura de Estados Unidos (FDA) para la determinación de 

plaguicidas en vegetales, ha sido también aceptado por la Association of Official 

Analytica1 Chemists (AOAC 2007.01) y en Europa adaptado mediante la Norma EN 15662 

[40]. 

1.7.2. Métodos de detección y cuantificación: 

A) Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) 

La HPLC, es uno de los métodos ampliamente utilizado para el análisis de plaguicidas. 

En particular se emplea para la determinación de plaguicidas polares o térmicamente 

lábiles [411. La mayoría de los métodos de HPLC desarrollados para el análisis de 

plaguicidas son en fase reversa, con columnas rellenas de una fase estacionaria no polar 

como la C8 o C18, mientras que la fase móvil es relativamente polar. El detector más 

utilizado en HPLC es el ultravioleta de longitud de onda fija (Uy), el de onda variable y el 
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detector de diodos en serie, (DAD). El detector UV, aunque se puede utilizar para la 

mayoría de los plaguicidas, presenta el inconveniente de su baja sensibilidad y 

selectividad, por lo que cada vez es más habitual la detección por espectrometría de masas 

(LC-MS). La LC-MS presenta la ventaja de analizar los plaguicidas sin la necesidad de 

derivatizar los compuestos para aumentar su sensibilidad, a la vez que se obtiene 

información estructural que permite su correcta identificación [41]. 

Espectrometría de masa acoplada a cromatogralta líquida 

La espectrometría de masas acoplada a la HPLC ha sido una de las técnicas analíticas 

que más se ha extendido en los últimos arios, en el campo de la química analítica aplicada 

al análisis de alimentos, la salud y el medio ambiente. La detección está basada en la 

obtención de iones a partir de moléculas orgánicas en fase gaseosa; una vez obtenidos estos 

iones, se separan de acuerdo con relación masa: carga, y finalmente se detectan por medio 

de un dispositivo adecuado. Los detectores de espectrometría de masa presentan la gran 

ventaja que pueden analizar una gran variedad de compuestos en diversas matrices con una 

gran certeza en la asignación de estructuras químicas. 

En general un detector por espectrometría de masas debe realizar las siguientes tareas: 

1) debe ionizar a los analitos, ya que esta técnica sólo detecta especies cargadas; 2) los 

iones que poseen diferentes relaciones masa-carga (m,'2,-) deben ser separados para poder ser 

luego enfocados hacia el detector y, 3) ser detectados en forma individual. Por tanto, todos 

los detectores espectrornétricos de masa poseen tres características particulares: a) la fuente 

de ionización; b) el analizador de iones y, c) el detector de especies cargadas. Son las 

diferencias en esos componentes las que caracterizan a los distintos tipos de detectores 

espectrométricos de masa para HPLC [42] 

a) Métodos de ionización 

La ionización de los analitos es el paso más importante porque es la base del masa, ya 

que como se mencionó anteriormente esta técnica sólo detecta especies cargadas, es 

eficiente y sencilla utilizando la aplicación de campos eléctricos y magnéticos. A lo largo 
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de los últimos arios, se han utilizado diferentes técnicas para ionizar en fase liquida, como 

la ionización por Termospray (TSI), la fotoionización a presión atmosférica (APPI), la 

ionización por electrospray (EST), entre otras. Pero a lo largo de este texto solo 

describiremos esta última, que fue la utilizada. 

Ionización por electrospray 

Es la técnica de ionización más suave, ideal para compuestos lábiles, que presenta una 

alta aplicabilidad y sensibilidad. Esta interface debe cumplir con tres funciones que son: 1) 

formación de los iones, 2) nebulización y, 3) eliminación del solvente. La formación de 

iones en la interface de electrospray puede realizarse de varias maneras. 

La ionización del analito ocurre cuando avanza el proceso de evaporación del disolvente 

y se expulsan iones de la gota. Este proceso de evaporación y expulsión de iones genera 

grandes campos eléctricos en la superficie de la gota que generalmente inducen la 

ionización de los analitos. La nebulización del eluyente se realiza mediante un flujo 

elevado de gas (generalmente nitrógeno) en combinación con un fuerte campo eléctrico 

establecido entre la aguja por la que fluye el eluyente y un electrodo conectado a tierra. 

Esta combinación permite la formación de un fino spray que a continuación es sometido a 

evaporación del solvente mediante el flujo a contra corriente de gas. A medida que se 

evapora el solvente que forma estas gotitas las mismas reducen su tamaño y los iones 

incluidos en ellas se repelen más fuertemente hasta que estallan (estallido Coulómbico). 

Todos estos procesos llevan a la obtención de una gran cantidad de iones del analito (y de 

otras moléculas que puedan encontrarse en el eluyente) en fase gaseosa. Los iones son 

luego transportados mediante enfocado iónico hacia el analizador de masas a través de un 

capilar de vidrio que separa las zonas de vacío de aquellas de mayor presión. La interface 

de spray eléctrico generalmente opera con flujos entre 1 y 5 pL/min. La ionización por 

spray eléctrico puede producir iones de carga múltiple, particularmente en las 

macromoléculas como los péptidos y las proteínas. Esta característica es sumamente 

ventajosa para el análisis de compuestos de alto peso molecular ya que el analizador de 

masas basa su accionar en la relación masa/carga (m/z) (Figura 9) [43]. 

Tesis Doctoral Lina Marcela León Gallón 
27 



Universidad Nacional de Río Cuarto 
Capitulo I: Introducción 

Gotas 
conteniendo iones 

Como las notas se 
evaporan, el campo 

eléctrico se incrementa y 
los iones se desplazan e 

la superficie 

Una explosión 
coulOmbies 

repele los iones 

Figura 9. Esquema de funcionamiento de una Interface Electrospray lonization (ESI), tomado 
capacitación de .HENK 

b) A nalizadores de espectrometría de masa 

Existen diversos analizadores de masa (MS), entre los más utilizados están: los de 

tiempo de vuelo, Time of Flight (TOF), las trampas jónicas o trampa de iones 

cuadripolares, Quadrupole Ion Trap, (Q/T), los de resonancia jónica ciclotrónica por 

transformada de Fourier, Ion Cyclotron Resonance, (ICR), trampa de iones lineales ó 

Linear Ion Trap, (LIT). Quizás uno de los detectores selectivos de masas más usados en 

combinación con la cromatografía de gases, es el analizador cuadrupolar (Q) 

coloquialmente llamado cuadrupolo o filtro de masas [44]. Un analizador de iones del tipo 

cuadrupolo consiste en cuatro barras cilíndricas ubicadas en paralelo en un arreglo 

simétrico con una alta precisión. A las barras situadas en posición opuesta se les aplica una 

corriente continua (DC) y un voltaje de radiofrecuencia (RE). De esta manera el paso de 

los iones que son enfocados eléctricamente ingresa a la zona del cuadrupolo influenciados 

por los efectos combinados y estos empezarán a oscilar en un plano perpendicular a las 

cuatro barras. La trayectoria de los iones depende de la relación masa: carga (m/z). 
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c) Sistemas tándem (MS/MS) triple cuadrupolo (qqq). 

Poder acoplar dos analizadores de espectrometría de masa y combinar tres cuadrupolos 

en serie aumenta la sensibilidad y la selectividad, los dos cuadrupolos de los extremos 

funcionan como analizadores de iones y el tercer cuadrupolo (el del medio) permite el 

aislamiento de un ion en la celda de colisión, eliminando otros iones o fragmentos que 

pueden interferir. Es posible producir la fragmentación de los iones aislados en el 

cuadrupolo del medio y en este caso se produce por la colisión del ion seleccionado con 

moléculas de un gas inerte (por ejemplo, argón). Esta técnica supera a la espectrometría de 

masas "unidimensional" (con un solo analizador de masas). También puede alcanzar altos 

límites de resolución, sensibilidad, rango de masas y, sobre todo, de volumen de 

información requerida para elucidar una estructura molecular [45]. 

B) Cromatografía gaseosa (GC) 

Junto a la HPLC la cromatografía de gases es probablemente la técnica de más amplia 

aplicación. Esta puede ofrecer una excelente capacidad de separación y sensibilidad a la 

hora de analizar compuestos volátiles. El principio de esta técnica se basa en la 

volatilización de la muestra y su posterior elución, que se produce por el flujo de una fase 

móvil de gas inerte, que transporta el analito a través de la columna, recubierta con la fase 

estacionaria. Una de las dificultades que presenta el método, es que las moléculas poco 

volátiles y tennolábiles, generalmente no se pueden analizar [46]. 

A continuación, se describen brevemente los principales componentes de un equipo de 

cromatografía gaseosa. 

Inyector 

La muestra es inyectada con una jeringa especial a través de un septum de goma (o 

hule) de silicona autosellante, a un alineador de vidrio (glass Insert) contenido en un 

bloque metálico, donde es vaporizada y barrida hacia la columna. El bloque se calienta a 

una temperatura que se fija en un valor suficientemente alto para convertir prácticamente 

en forma instantánea la muestra líquida en vapor. La cantidad de muestra inyectada es del 

orden de 111_, para líquidos y algo superior para gases. 
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Columna y horno del GC 

Las columnas del GC se encuentran dentro de un horno de temperatura controlada. Por 

lo general, un extremo de la columna está unido al inyector y el otro extremo está unido al 

detector. Las columnas varían en longitud, diámetro y recubrimiento interno. Cada 

columna está diseñada para su uso con diferentes compuestos. 

Detectores 

Existe una selección completa de detectores como el FID (detector de ionización de 

llama), TCD (detector de conductividad térmica), FPD (detector ,fotométrico de llama), 

ECD (detector de captura electrónica). El tipo de detector se elegirá en función del tipo de 

analito y de análisis que se requiera. Los más utilizados con FID y ECD cuyo 

funcionamiento se describe a continuación. 

Detector de ionización de llama 

Este tipo de detector es, en la práctica, el más utilizado, ya que es sensible a compuestos 

que presentan enlaces C-H, por lo que son muy pocos los compuestos que no dan serial en 

él. En un detector de ionización de llama, el gas procedente de la columna se mezcla con 

hidrógeno y ésta mezcla se quema en una cámara con exceso de aire. Por encima de la 

llama, se dispone un colector cilíndrico polarizado con el fin de recoger los iones 

generados; y se mide la corriente jónica que se establece entre la punta del quemador y el 

electrodo colector. 

Detector de captura electrónica 

El detector de captura electrónica ocupa probablemente el segundo lugar entre los 

detectores más utilizados, debiéndose este hecho a su excepcional sensibilidad [46]. Este 

hecho junto a su selectividad hacia compuestos de enorme interés (fundamentalmente en 

los campos de medio ambiente y toxicología), hacen que sea enormemente utilizado para la 

detección y cuantificación a nivel de trazas. En un detector de captura electrónica se utiliza 

una fuente de radiación 3 para bombardear el gas portador que pasa a través de una cámara 

de ionización, generándose de esta forma un plasma de iones positivos, radicales libre y 
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electrones térmicos. Cuando un compuesto activo entra a este detector, penetra junto con el 

gas portador, en la celda de medida, puede capturar a los electrones térmicos para generar 

bien los iones negativos de menor movilidad que los electrones, bien fragmentos neutros 

por recombinación con los iones positivos del plasma generado en el proceso primario; 

este proceso de captura origina una disminución de la corriente del fondo del detector, que 

puede relacionarse de forma cuantitativa con la cantidad de analito que está pasando a 

través del detector. 

Espectrometría de masa acoplada a cromatografta gaseosa 

Las técnicas de cromatografía de gases y espectrometría de masas, unidas en un 

poderoso tándem, GC-MS, son herramientas imprescindibles en los análisis ambientales, 

forense, de productos naturales, control de doping, alimentos, toxicología y en muchas más 

áreas de investigación [47]. Un detector selectivo de masa MSD consta de una fuente de 

ionización; un analizador de iones y un detector de especies cargadas. 

Principalmente, existen dos métodos para producir la ionización de la muestra en estado 

gaseoso, la ionización por bombardeo o impacto electrónico El, (Electron Impact, por sus 

siglas en inglés), que es mucho más utilizada, y la ionización química CI, (Chemical 

Ionization, por sus siglas en inglés) de iones positivos o de iones negativos, como un 

método de ionización "complementario", "suave". La CI se usa cuando en los espectros de 

masas obtenidos por el El, no se registran iones moleculares, puesto que su fragmentación 

es excesivamente intensa, debido a su labilidad muy alta (tiempo de vida extremadamente 

corto, < 10-6 s) y ello no permite realizar su determinación [47]. 

1.8. ANTECEDENTES 

Tal como se mencionó anteriormente los análisis de residuos tanto en miel como en 

matrices ambientales y otros alimentos se realizan en la mayoría de los casos, empleando 

técnicas cromatográficas, ya sea HPLC o GC 
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Pirard y colaboradores [52] reportaron en el 2007 el desarrollo y la validación de un 

método multirresiduos para identificar y cuantificar 17 plaguicidas insecticidas: 

(carbofuran, metiocarb, pirimicarb, dimetoato, fipronil, imidacloprid;) herbicidas: 

(amidosulfurón, rimsulfuron, atrazina, simazina, cloroturon, linuron, isoxaflutol, 

inetosulam); fungicidas: (dietofencarb) y 2 metabolitos (Methiocarbsulfóxido y 2-

Hydroxytertbutylazine) en miel. Estos autores propusieron un método basado en la 

extracción líquido-líquido y cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 

modo tándem. La robustez del método fue probada analizando más de 100 muestras de 

miel y cera de abeja de diferentes puntos de Bélgica. 

Por otro lado, Bernal y colaboradores estudiaron un procedimiento que implica una 

etapa de extracción y posterior análisis mediante cromatografia de gases con detección de 

ionización de llama para determinar los residuos de acrinatrina y su principal metabolito, 

3-fenoxibenzaldehído, en la miel, encontrando un nivel de trazas de los analitos de interés 

[53]. 

Por su parte Sillard, y Annette, [54] determinaron la presencia de residuos del acaricida 

fluvalinato en 141 muestras de cera de abejas. A partir de los niveles detectados 

determinaron el porcentaje de muestras que reviste peligro potencial de traspaso de 

residuos a la miel. Los resultados obtenidos los relacionaron con el tiempo que permanece 

la cera en la colmena. En la metodología utilizada contemplaron la extracción líquido-

líquido, purificación y cromatografía de gases, con un límite de detección de lppb y una 

recuperación media de 96,14%. Determinaron la presencia de residuos de fluvalinato en un 

87,2% de muestras, en un rango de 5 a 8 ppb. Mientras que, Albero Romano [27], 

desarrolló una metodología analítica para la determinación en miel de los residuos de 

plaguicidas y otros contaminantes orgánicos, como los hidrocarburos aromáticos 

policíclicos, basada en el empleo de la dispersión de matriz en fase sólida y en la 

determinación cromatográfica empleando detectores selectivos de nitrógeno-fósforo y 

captura de electrones, así como la espectrometría de masas, se analizaron mieles de distinto 

origen botánico y geográfico y no se detectaron residuos a niveles por encima de sus 

límites de detección. 
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Por otra parte, Kiljanek y colaboradores desarrollaron y validaron un método para la 

determinación de 200 plaguicidas y metabolitos de plaguicidas en muestras de abejas_ Casi 

el 98% de los compuestos incluidos en este método están aprobados para el uso dentro de 

la Unión Europea, como sustancias activas de productos fitosanitarios o de medicamentos 

veterinarios, utilizados por los apicultores para controlar los ácaros de Varroa destructor 

en las colmenas. La preparación de la muestra se basó en el método QuEChERS. La 

mayoría de los plaguicidas, incluyendo neonicotionoides y sus metabolitos, se analizaron 

por LC-MS/MS, pero algunos de los plaguicidas, insecticidas, especialmente piretroides, 

fueron analizados por GC-MS. El análisis de las muestras de miel de abejas enriquecidas 

hasta el límite de cuantificación (LOQ) mostró aproximadamente el 98% de recuperación y 

un 97% de los analitos mostraron una recuperación en el rango requerido de 70-120%. 

También se establecieron linealidad y el efecto de matriz Los LOQ de plaguicidas estaban 

en el rango de 1 a 10 ppb. El método desarrollado permite la determinación de los 

insecticidas a concentraciones de 10 ppb o menos, excepto abamectina y tebufenozida. El 

método se utilizó para investigar incidentes con envenenamiento de abejas [551. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

El estudio realizado en este trabajo de tesis incluyó tres fases corno se muestra a 

continuación 

• Fase de diagnóstico 

• Fase de intervención (campo) 

e Fase de laboratorio 

Cada una de las fases se resume en la Figura 10. 
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Elección de las amas 
estratégicas de estudio. 

1 Entrevista con los apicultores 
y agricultores 
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1  Compra de colmenas 1  Metodoiogia de extracción 
1  Ubicación ("Quechers") 
1  Alimentación, 1 Metodologia de detección. 
1 Monitore° mensual 1 UPLC 

Toma de muestras. 1 GC-MS/MS 
1 (.C-ECD 

Figura 10. Fases del desarrollo del proyecto 

2.1. FASE DE DIAGNÓSTICO 

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la 

contaminación ambiental a través de los residuos que pueden quedar en la miel se 

seleccionaron dos zonas ecológicas diferenciadas: una zona agrícola en donde hay una alta 

actividad o aplicación de agroquímicos y otra zona de monte nativo en donde la actividad 

agrícola es mucho menor o casi nula. Inicialmente la población muestra está constituida 

por 92 colmenas ubicadas en ambas zonas, durante el proyecto se fueron muriendo algunas 

de las colmenas. La zona donde hay alta actividad agrícola se ubica en la zona rural 

cercana a la localidad de Alcira (Gigena) en la provincia de Córdoba (49 colmenas) y la 

zona con baja actividad agrícola está ubicada en la zona rural cercana a la localidad de 

Merlo en la provincia de San Luis (43 colmenas). 
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Elección de las zonas estratégicas de estudio y ubicación: Los apiarios de la zona de 

MONTE NATIVO, ubicados en las inmediaciones de la localidad de Merlo, provincia de 

San Luis, pertenecen al apicultor Iván Severini, y los apiarios de la zona AGRÍCOLA, 

ubicados en las inmediaciones de la localidad de Alcira Gigena, provincia de Córdoba, 

pertenecen al apicultor Raúl Putero. En la Figura 11 se muestra un mapa con la ubicación 

de las colmenas. 
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Figura 11. Mapa de ubicación de las colmenas. 
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Los apiarios que pertenecen al apicultor Iván Severini se denominan como se observa 

en la tabla 3 de la zona de Merlo. 
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Tabla 3. Datos de geoposicionatniento de los apiarios de la zona de Monte Nativo (Merlo, 
San Luis) 

32° 21'46.27° S 
DON COTO 65° 01' 18.84" 0 

829 msnm 

32° 25' 10.64" S 
EL AGUARIBAY 65° 01' 03.22' 0 

811 msnm 

32° 24' 25.07" S 
LA COLONIA 65° 03' 17.98" 0 

747 msnm 

Los apiarios de la zona AGRÍCOLA, que pertenecen a Raúl Putero, por su parte son 

identificados como se observa en la Tabla 4. 

Tabla 4. Datos de geoposicionamiento de los apiarios de la Zona Agrícola (Alcira Gigena, 
Córdoba) 

32° 49' 40.35* S 
CAMINO CABRERA 64° 13' 08.55' 0 

474 msnm 

32° 41' 23.10° S 
ARROYO TEGUA 64° 22' 02.35* 0 

558 msnm 

32° 38' 53.53' S 
CAPILLA TEGUA 64° 21' 02.82' 0 

578 msnm 

Entrevista con los apicultores y agricultores: Se convocó a productores de ambas 

regiones para tener conocimiento de los productos aplicados en los alrededores de los 

apiarios. En cada zona, se trabajó en 3 apiarios, que ya habían sido previamente 

seleccionados con los apicultores. Las colmenas del ensayo recibieron tratamientos con 
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acaricida orgánico (timol), mientras que las de los apicultores fueron tratadas con 

moléculas sintéticas principalmente amitraz. 

De la gran cantidad de plaguicidas agrícolas y medicamentos de uso apícola que se 

utilizan en la actualidad fueron seleccionados los siguientes teniendo en cuenta que son los 

más utilizados en las zonas de estudio: timol, clorpirifos, fipronil, atrazina, cumafós, 

amitraz, diclorvos, endosulfan y cipermetrina. En la Figura 12, se muestran las estructuras 

químicas de los analitos seleccionados para el objeto de estudio. 
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Figura 12. Estructuras químicas de a) timol, b) diclorvos, c) clorpirifos, d) fipronil, e) atrazina, fi
cumafós, g) amitraz, h) cipermetrina, i) endosulfan., 
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2.2. FASE DE INTERVENCIÓN A CAMPO 

Alimentación y monitoreo: El manejo integral de las colmenas fue similar en todos los 

casos, y consistió en la regulación de espacio, control de reservas alimenticias, 

inspecciones sanitarias, monitoreo de Loque americana, varroa y nosemosis mensualmente, 

para su posterior análisis en el Laboratorio de sanidad de la Facultad de Agronomía y 

Veterinaria de la UNRC. Estos análisis fueron realizados por la doctoranda Lic. Paula 

Andrea Melegatti, como parte de su tesis de Doctorado. Para nuestros análisis se tomaron 

en las colmenas dos trozos de panal para su posterior análisis como se describe más 

adelante (Figura 13). 

Figura 13. Toma de muestras para diagnóstico de enfermedades 
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Toma de muestras: Para nuestros objetivos, la torna de las muestras de miel para la 

detección de residuos de plaguicidas se realizó extrayendo una cantidad del marco 

(preferiblemente operculado) de la cámara de cría y del alza melaría corno se muestra en la 

Figura 14. 

Figura 14. Obtención de las muestras de miel 

Se tomaron un total de 445 muestras de miel durante los 5 muestreos realizados, en: 

verano 2013; otoño; invierno y primavera del 2014 y otoño 2015. El muestreo de verano 2015 

no se pudo llevar a cabo principalmente por las condiciones climáticas de abundantes lluvias. 

Con el fin de minimizar el número de muestras y teniendo en cuenta la ubicación de las 

colmenas (zonas), el tipo de tratamiento (sintético u orgánico), la fecha de recolección, el 

número del alza, y teniendo en cuenta de que la cantidad de muestra no era suficiente para 

realizar los ensayos, se realizaron pools o mezclas de las mismas. Estos pools involucran 

206 muestras que fueron escogidas al azar, pero abarcando los 5 muestreos realizados 

desde el verano de 2013 hasta el verano de 2015. Se trabajó solamente con la miel, 

obteniendo un total de 85 pools que involucran las 206 muestras seleccionadas. Estas 

muestras se recolectaron en envases adecuados de plástico, rotuladas e inmediatamente 

almacenadas en frío para su conservación. Se tuvo en cuenta los datos referentes a la 

ubicación geográfica del colmenar, fecha de recolección, condiciones de recolección y 

entorno vegetal, el análisis sanitario brindado, si era orgánico o sintético cómo se 

mencionó anteriormente, y también se tuvo en cuenta la posición de los cajones, alza 
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melaria o cámara de cría. Se llevó un registro de cada visita. Se analizaron un total de 85 

pools en total, los cuales fueron enumerados teniendo en cuenta el orden de su análisis. 

2.3. FASE DE LABORATORIO 

En la tercera fase de laboratorio se realizó un análisis fisicoquímico y se pusieron a 

punto diferentes técnicas cromatográficas para la determinación de residuos de plaguicidas 

y medicamentos como de describirá detalladamente en el capítulo III. Además, se puso a 

punto la metodología de extracción para los analitos estudiados. 
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3.1. Reactívos 

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-Aldrich y se utilizaron sin ningún 

tratamiento previo. Los estándares se mantuvieron refrigerados a 4 °C y protegidos de la 

luz. 

3.2. Solventes 

Como solventes se emplearon: acetona, acetonitrilo, metanol, acido fórmico y agua 

grado HPLC. Las fases móviles fueron preparadas en el laboratorio, filtradas a través de 

filtros de 47 mm de diámetro y 0,45 i.tm de poro (Phenomenex, USA) desgasada con una 

bomba de vacío (Yamato, Handy Aspirator Wp 15). 

3.3. Equipos 

Se utilizó un espectrofotómetro UV/Vis marca Jenway modelo 6705 para llevar a cabo 

la caracterización espectroscópica de los analitos. Para el análisis de cromatografia líquida 

(HPLC), se empleó un cromatógrafo marca Waters, modelo 2695 acoplado a un detector 

Waters 2998 (photodiode array detector) y a un detector de fluorescencia (FD) (Figura 15). 

Figura 15. Equipo de HPLC-DAD acoplado a un detector de fluorescencia. 

También se utilizó un HPLC marca Waters, modelo Alliance 2695 (USA) acoplado a un 

detector de arreglo de diodos marca Waters, modelo 2998 y un detector espectrométrico de 

masas en tándem marca Micromass Quattro Ultima Pt (Manchester, UK). (Figura 16) 
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Figura 16. Equipo de L(-MS/MS 

Para los experimentos por HPLC con detección electroquímica (HPLC-DE), se utilizó 

un cromatógrafo que consistió en una bomba Gilson modelo 307, un inyector Rheodyne 

modelo 7125 y un detector amperométrico de construcción local (Figura 17). 

Figura 17. Equipo HPLC-DE 

Se utilizó un sistema ACQUITY UPLC, para realizar el análisis multirresiduo. Ubicado 

en laboratorio INQUISAL (Instituto de Química de San Luis), en la Universidad Nacional 

de San Luis, con una columna ACQUITY, C18 1,7 pim, 5 cm x 2,1 mm, (Figura 18). 
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Figura 18. Equipo UPLC-MSMS 

Los análisis de cromatografía gaseosa se realizaron en un cromatógrafo gaseoso marca 

HP (Hewlett Packard) modelo 6890, con detector de captura de electrones. Se trabajó con 

una columna marca Agilent J&W HP5 ms [(5%-pheny1)-methylpolysiloxane], 

medianamente polar de 30 x 0,25 mm x 0,25 micrones. Las condiciones cromatográficas 

fueron las siguientes: el horno se programó con una temperatura inicial de 200 °C, después 

incrementa a 270 °C a una velocidad de 20 °C/min por (3,5 min), y se mantiene por tres 

minutos más a esta temperatura, con un tiempo final de corrida de 6,50 minutos. Se utilizó 

como gas de arrastre (Nitrógeno), a presión constante, velocidad de flujo 1,07 mL/min. 

Temperatura del detector 300 °C, temperatura del inyector 250 °C, (Figura 19). 
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Figura 19. Equipo de GC-ECD 

Se utilizó un agitador vortex mixer marca ARCANO, a una velocidad de 50 rpm, 

durante un minuto aproximadamente (Figura 20). 

Figura 20. Agitador vortex mixter ARCANO 

Para llevar a cabo la centrifugación de las muestras se utilizó una centrifuga marca 

BOECO, modelo U-320 R (Figura 21). 
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Figura 21. Centrifuga BOECO, 11-320 R 

Por otro lado, se utilizó un equipo de purificación de agua Thermo Scientific, Barnstead 

Easy Pure II para obtener el agua grado HPLC (Figura 22). 

Figura 22. Equipo Barnstead easy pure II 

3.4. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron estadísticamente por medio del paquete estadístico 

STATISTICA, creado por StatSoft empresa que lo desarrolla y mantiene. Las 

comparaciones se realizaron por un análisis de la varianza (ANOVA). Como test a 

posteriori se usó el test de Duncan cuando fueron apropiadas las comparaciones post-hoc. 

Se consideraron diferencias significativas con un p < 0,05. 
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3.4. ANALISIS FISICO-QUÍMICOS PARA EVALUAR LA CALIDAD DE LA 

MIEL 

Según el código alimentario argentino, la miel debe cumplir con ciertos requisitos que 

garanticen su calidad [18]. A continuación, se mencionan algunos de los principales 

parámetros físico-químicos a evaluar. Estos parámetros son exigidos por SENASA y son 

indicadores del estado del producto, de su conservabilidad y del grado de higiene, y 

limpieza empleados en la extracción. Los análisis fisico-químicos realizados fueron: 

humedad, color, acidez libre, hidroximetilfurfural. 

En primer lugar, debe tenerse en cuenta la preparación de la muestra, como se describe 

a continuación. 

Mieles total o parcialmente cristalizadas: se colocó una cantidad pequeña de miel en 

un recipiente hermético y se calentó en un baño de agua que no sobrepase los 60 °C, ya que 

a temperaturas más elevadas se pueden descomponer los azúcares presentes en la miel. Es 

sumamente importante agitar en forma periódica. Cuando se haya producido la disolución 

de los cristales se mezcla perfectamente y se enfría rápidamente. Si se observa alguna 

sustancia extraña, como cera, palillos, abejas, partículas de panal, etc., se calienta la 

muestra nuevamente en un bario de agua a 40 ± 2 °C y se filtra a través de un filtro 

adecuado con circulación de agua caliente, antes de tomar la muestra. 

Miel líquida sin impurezas: la muestra debe homogenizarse lo suficiente mediante 

agitación intensiva durante por lo menos 3 minutos, evitando la incorporación de aire para 

el posterior análisis físico-químicos. 

Miel líquida con impurezas: luego de quitar las impurezas de mayor tamaño, se agita 

suavemente la miel, a temperatura ambiente, y se filtra a través de un tamiz IRAM 500 pun. 

Miel en panal: en el caso de estar cerrados aún los panales, se desoperculan. Con ayuda 

de un tamiz de acero inoxidable 1RAM 500 mm, se separa la miel de los panales, sin 

calentamiento. 
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3.4.1. Determinación de humedad 

La humedad es un parámetro importante para la conservación del producto, ya que un 

nivel alto de humedad favorecería a la fermentación de los azúcares por levaduras que 

pudiesen estar presentes. En mieles con un porcentaje de humedad de 17% las levaduras no 

se desarrollan. Por el contrario, con porcentajes entre 17 y 18% las levaduras prosperan sí 

la miel está sucia y tiene una cristalización no compacta, con separación de fases. Las 

mieles con más del 20% de humedad fermentan casi siempre, si no se conservan 

adecuadamente [56]. 

La determinación de la humedad se determinó por medio del índice de refracción y 

mediante la utilización de una tabla se estableció la humedad que se detallará más adelante. 

Para medir el índice de refracción se utilizó un refractómetro de mesa marca ABBE-REF 1 

(Figura 23) [56]. 

Figura 23. Refractómetro ABBE-REF 1 

Procedimiento: Se determinó el índice de refracción de las muestras de ensayo 

utilizando un refractómetro a temperatura constante, próxima a los 20 °C. Se adicionó una 

gota de miel liquida en el prisma del refractómetro y observó la lectura, esta se convierte 

en contenido de humedad utilizando la tabla Chataway que se muestra a continuación en la 

Tabla 5 [57]. 
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1 Refracción a20 de Humedad 

13.0 1.4035 

13.2 1.4930 

13.4 1.4925 

13.8 

14.0 

14.2 .„ 
14.4 

14.6 

14.8 

15.0 

15.2 

15.4 

15.6 

15.8 

16.0 „ 
16.2 

16.4 

16.6 

1.4920 

1.4915 

1.4910 

1.4905 

1.4900 

17.2 

17.4 

17.6

17.8 

18.0 

18.2 

18.4 

18.6 

1A895 18.8 

1.4890 19.0 

1.4885 19.2 

1.4880 19.4 

1.4875 1 19.6 

1.4870 --+1 19.8 

1.4865 20.0 

1.4880 20.2 

1.4855 20.4 
-+ 

1.4850 20.6 

1.4845 20.8 

16.8 1.4840 
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Tabla 5. Valores de humedad según el índice de refracción medido 

Indicad. 
Refracción a 20 

1.5044 

1.5038 

1.5033

_ 1.5028 

1.5023 

1.5018 

1.5012 

1.5002 , 
1.4997 

1.4992 

1.4987 

1.4982

1.4976 

1.4971 

1.41186 

1.4961 

1.4950 

1.4951 

1.4946  

1.4940 17.0 1.4835 21.2 I 

21.0 

Indice de 
Refracción a 20 

1.4830 

1.4825 21.6 

1.4820 21.8

1.4815 

1.4810 

1.4805 

1.4800 

1.4795 

1.4790 

1.4785 

1.4780 

1.4775 

1.4770 

1.4765 

1.4760 _ 
1.4755 _ 
1.4750 

1.4745 

1.4740 

22.0 

22.4 

22.6 

22.8 

23.0 

23.2 

23.4 

23.6 

23.8 

24.0 

24.2 

24.4 

24.6 

24.8 

25.0 

3.4.2. Determinación de color 

El color de las mieles es medido con un criterio puramente comercial. Existe el 

concepto de que las mieles claras son de mejor calidad que las oscuras, lo que no se 

corresponde desde el punto de vista nutricional, ya que las oscuras contienen más hierro y 

otros minerales que las claras. Según el origen botánico del néctar, la miel tendría un cierto 

contenido de minerales, y en consecuencia un determinado color. Almacenamientos 

inadecuados y calentamientos excesivos provocarán, también cambios de color en el 

producto. Por ello este es un parámetro muy variable y aun no existe un consenso nacional 

sobre cuál es el mejor color para la miel. 

El método instrumental consiste en el uso de técnicas en las cuales se mide la 

reflectando o transmitancia de la muestra. Se utilizan instrumentos corno 

espectrofotómetros o colorímetros específicos. Estos métodos requieren que la superficie 

del material cuyo color se va a medir, debe estar homogénea y tienen la desventaja de que 
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se mide sobre un área muy pequeña (2 cm2) lo que hace poco representativo el resultado 

[58]. 

Para realizar los análisis de color a las muestras de miel, se utilizó un colorímetro para 

miel marca HANNA Instruments (Figura 24). 

Figura 24. Colorímeiro analizador de miel 

Procedimiento: Se adicionaron 5,0 g de muestra aproximadamente en una celda de 

plástico limpia y seca, con ayuda de una varilla de vidrio, se dejó reposar un rato para que 

la miel quede libre de burbujas y se realizó la lectura en el colorímetro. Se realiza la lectura 

y se compara con los parámetros establecidos para el color que van desde mieles extra 

claras hasta mieles oscuras como se explicara más adelante. 

3.4.3. Determinación de acidez libre 

La miel básicamente es una solución concentrada de azúcares aproximadamente en un 

80% y un 18% de agua. En el escaso porcentaje restante se agrupan pequeñas cantidades 

de proteínas (fundamentalmente enzimáticas), granos de polen, sales minerales y ácidos 

orgánicos. Son estos últimos los que le dan el carácter ácido a la miel. La acidez de la miel 

se mide por su pH o su valor de acidez actual [59]. 

Procedimiento: Se pesaron 10,0 g de muestra en un vaso de precipitado limpio, seco, y 

se disolvieron con 75 mL de agua en un erlenmeyer de 250 mL, con ayuda de una varilla 
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de vidrio. Se agregaron 3 o 4 gotas de solución de fenolftaleína como indicador y se valoró 

gota a gota con una solución de hidróxido de sodio 0,1 N, agitando el erlenmeyer 

continuamente, hasta que el color rosado persistiera durante 10 s. En caso de mieles 

oscuras, se puede tomar menor cantidad de muestra o emplear un pH-metro valorando la 

muestra hasta pH 8,5. 

3.4.4. Determinación de hidroximetilfurfural (HMF) 

El hidroximetilfurfural es uno de los compuestos formados por la degradación de los 

productos azucarados, en particular por deshidratación de la fructosa. Su aparición en la 

miel está directamente relacionada con alteraciones de color y el desarrollo de sabores y 

olores extraños. Este compuesto aparece en forma espontánea y natural en la miel debido 

al pH ácido en presencia de agua y a la composición rica en monosacáridos (fructosa y 

glucosa), su concentración aumenta con el tiempo y con la temperatura, siendo el factor 

que más influye [60]. 

Para el análisis de HMF se utilizó un espectrofotómetro en la región ultravioleta. La 

determinación constó en utilizar dos alícuotas clarificadas de una muestra. Una de ellas, a 

la que se le adicionó agua, fue medida frente a otra (blanco), a la que se le añadió igual 

volumen de bisulfito de sodio, que destruye el HMF. La determinación se llevó a cabo 

midiendo las absorbancias a 284 y 336 nm. [61]. 

Procedimiento de clarificación: Se pesa, aproximadamente 5 g de miel en un vaso de 

precipitación de 50 mL y se disuelven con agua, hasta completar 25 mL, las que se 

trasvasan cuantitativamente a un matraz aforado de 50 mL. A continuación, se agregan 0,5 

mL de reactivo de clarificante Carrez I, se agita bien, se agregan 0,5 mL de reactivo de 

clarificante Carrez II, se agita nuevamente y se completa con agua hasta el aforo. La 

formación eventual de espuma puede ser evitada agregando una gota de etanol. A 

continuación, se filtra a través de un papel de filtro seco. Se desechan los primeros 10 mL 

del filtrado. El ensayo se realiza por duplicado. 

Tesis Doctoral Lina Marcela León Gallón 
54 



Universidad Nacional de Río Cuarto 
Capitulo 111: Materiales y Métodos 

Reactivo clarificante Carrez I: En un matraz aforado de 100 mL se colocan 15,0 g de 

hexacianoferrato (II) de potasio trihídratado, K4[Fe(CN)6].3H20, se disuelve en agua 

hervida y se completa a 100 mL. 

Reactivo Clarificante Carrez II: en un matraz aforado de 100 mL se colocan 30,0 g de 

acetato de zinc dihiclratado Zn (CH3C00).2.2H20 y se enrasa. 

Se toman dos tubos de ensayo, uno se lo rotula como (M) muestra y el otro (R) 

referencia. Se colocan 5 mL de la solución de miel clarificada en cada uno de los tubos. Se 

colocan 5 mL de agua en el tubo de ensayo de la muestra (M) y 5 mL de solución de sulfito 

ácido de sodio a 0,20 g/100 mL en el tubo de referencia (R). Se agita cada tubo. Se 

determinan las absorbancias de la muestra (M) y de la referencia (R) con respecto al agua 

recién hervida y enfriada en celdas de 10 mm a 284 mn y 336 nm. Si la absorbancia 

obtenida con la muestra es mayor que 0,6, para obtener mayor exactitud, se diluye la 

solución de la muestra con el agua hervida y enfriada, hasta que sea necesario y la solución 

de referencia en la misma proporción, pero con solución de bisulfito de sodio diluida en la 

relación 1:1 y se corrigen las absorbancias por el factor de dilución utilizado. 

Cálculo 

La parte en masa de HMF en miel, en mg/kg se calcula de acuerdo con la siguiente 

ecuación: 

}IMF= (Eza4•E336) * 1 49,7* ITIN* Vm/ ME* VN 
Siendo: 

E284: Absorbancia a 284 nm, medida con respecto al blanco. 

E336: Absorbancia de fondo a 336 nm, medida con respecto al blanco. 

mN: masa de muestra nominal de miel, rnbi= 5g aproximadamente 

V,: volumen de la solución de medición, en mL 

mE: masa de la muestra de miel en gramos 

VN: volumen nominal de la solución de medición, VN= 10 mL 
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Al calcularse el factor 149,7, se considera que la masa molar del HMF es de 126 g/mol 

y el coeficiente de extinción molar a 284 nm es 16830. 

3.5. ANÁLISIS MULTIRRESIDUO DE PLAGUICIDAS Y MEDICAMENTOS 

PREVIAMENTE SELECCIONADOS 

En cuanto al análisis de residuos de plaguicida y medicamentos de uso apícola, los 

mismos se realizaron mediante dos técnicas cromatográficas, UPLC-MS/MS y GC-

MSNIS. La primera técnica, se desarrolló en colaboración con el instituto de química 

analítica de San Luis (INQUISAL). Esta técnica fue puesta a punto para el análisis de: 

atrazina, amitraz y cumafós. Por su parte la técnica GC-MS/MS fue utilizada para la 

determinación simultanea de: diclorvos, timol, atrazina, clorpirifos, fipronil, endosulfan, 

amitraz, cumafós y cipermetrina, y en este caso la misma se llevó a cabo en colaboración 

con el centro de alta tecnología analítica, Analytical Technologies SA (CATA) en la 

ciudad de Buenos Aires. 

Cómo se mencionó anteriormente el análisis de residuos consta en una primera etapa de 

la extracción del analito. La metodología de extracción empleada fue la misma para todas 

las muestras. 

3.6. DETERMINACIÓN DE RESIDUOS DE PLAGUICIDAS POR EL MÉTODO 

DE EXTRACCIÓN "QUECHERS" 

La determinación de residuos de plaguicidas es un proceso analítico complejo que 

implica un conjunto de etapas que van desde la toma de muestra hasta la interpretación de 

los resultados obtenidos. Una de las fases más importantes en este proceso es la extracción 

de los analitos de la muestra, para que estos puedan ser analizados correctamente. Corno se 

mencionó anteriormente, uno de los métodos de extracción más utilizados en la actualidad 

es la extracción en fase sólida dispersiva- "QuEChERS", el que se define a continuación 

[40]. 
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En la primera etapa, se realizó una ex/acción con un disolvente orgánico, generalmente 

acetonitrilo, en presencia de diferentes sales. Las sales que pueden ser empleadas en esta 

etapa son: sulfato de magnesio anhidro (MgSO4), cloruro de sodio (NaC1), citrato tribásico 

de sodio dihidrato y citrato de sodio dibásico sesquihidrato y cada una tiene una función 

diferente. El sulfato de magnesio mejora la recuperación del analito al facilitar la partición 

de los plaguicidas en la fase orgánica (acetonitrilo) gracias a que retiene agua. El cloruro 

de sodio ayuda a controlar la polaridad favoreciendo la separación de las fases acuosas y la 

orgánica. El acetato de sodio ayuda a la regulación del pH. Las sales de citrato se emplean 

para ajustar el pH a valores de 5,5 donde se extraen la mayoría de los componentes ácidos 

y básicos de la muestra. El PSA es un absorbente que se utiliza para remover azúcares y 

ácidos grasos. La selección de las sales a emplear va a depender de los compuestos que se 

desean analizar y el tipo de protocolo de análisis a utilizar, teniendo en cuenta que existen 

dos métodos que son los más utilizados. El método AOAC (AOAC 2007.01): emplea 

sulfato de magnesio y acetato de sodio y el método EN 15662: combina sulfato de 

magnesio, cloruro de sodio, citratokkp]tribásico de sodio dihidrato y citrato de sodio dibásico 

sesquihi drato. [slip] 

A continuación, tras la extracción y concentración de los analitos, puede realizarse la 

identificación y cuantificación de los compuestos de interés por análisis cromatográfíco. 

En la Figura 25 se muestra el diagrama de flujo donde se esquematiza el procedimiento 

de extracción aplicado. 
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10 g de miel en un tubo de 50 mL 

Add: 10 mL ACN 1% Ac.Fórmico 10 
mL H20 

Add: 1,5 g NaAC Anh 6 g MgSO4

Centrifugar a 3000 rprn por 5 mmn 

Transferir a un tubo de 15 mL que 
contiene 50 mg PSA+150 mg MgSO4

Centrifugar a 3000 rpm por 5 mmn 

1 
Inyectar el sobrenadante 

 ) 

Figura 25. Diagrama de/procedimiento de extracción, Ouechers 
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Tal como se indicó en el punto (2.2 Toma de muestra) se recolectaron un total de 445 

muestras de miel, de las cuales se analizó una cantidad representativa. Se realizaron 85 

pool que involucran 206 muestras las cuales fueron clasificadas, teniendo en cuenta las dos 

zonas seleccionadas al inicio del proyecto. Se debe recordar que en Alcira Gigena se 

eligieron tres subzonas de muestreo y en Merlo otras tres, como se muestra a continuación 

en la tabla 6 que se muestra en la consigna Análisis Fisicoquhnicos. 

Los números de las muestras que tienen un asterisco (*) al lado, corresponden a la 

cámara de cría, y los otros números representan las muestras de las alzas melarias. 

4.1. ANÁLISIS FISICO-QUÍMICOS 

Se determinaron los parámetros físico-químicos definidos anteriormente (color, 

humedad, acidez e hidroximetilfurfural) a los diferentes pools armados corno se indica en 

la tabla 6. Esta resume los valores encontrados para un total de 71 pooles analizados. Los 

otros 10 pooles que corresponden a los números (14, 51, 52, 56, 57, 60, 61, 66, 69, 70) no 

se analizaron, considerando que la cantidad de muestra recogida no sería suficiente para 

realizar los análisis de residuos en forma paralela a los físico-químicos. 

Tabla 6. Valores analíticos de color, humedad, acidez libre y HMF 

(pool) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7

8 

9 

10 

Fecha Lugar Color mm Pfund Humedad/. Acidez meq/kg HMF 

14/011/14 ei goa/Camino Cahres2/ AP 45,0 20,6 22,4 

14/08/14 Gigena/Camino Cabrera/ PICT 68,0 20,8 19,7 62,5 

12/03/14 43~C~Cabreta/ PICT 74,0 10,2 104t 1,9 

12/03/14 Gigena/Camino Cabrera/ AP 44,0 17,0 19,9 0,4 

3112/14 'Olgoaateamlao Cabrean/ AP 49,0 10,2 19,1 91,1

3/12/14 Gigena/Camino Cabrera/ AP 48,0 19,4 25,9 3,4 

2010014 losaabay/ A.1) 53,0 10,0 :MI 15,7 

20/08/14 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 41,0 2 I ,6 17,7 

li= 

7,8 

231014 Wjille- jEliPerlinq AP 400 2142 ~< ; 21. 

23/02/14 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 48,0 18,0 23,8 6,1 
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11 " 5/12/13 Gigerna/Caudno Cabrera/ PICT 37,0 184 23,6 10 

12 5/12/13 Merlo/E1 Aguaribay/ AP 42,0 20,6 17,8 8,4 

13 7/08/13 Crigena/Camino Cabrera/ PICT 39,0 19,8 19,6 4,4 

14 19/05/15 Glena/Camino Cabrera/ PICT 

15 19/05/15 Gigena/Cammo Cabrera/ PICT 45,0 19,4 19,9 16,5 

16 19/05/15 Gigena/Caunno Cabrera/ AP 41,0 22,2 17,3 21,1 

17 5/12/13 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 40,0 22,0 27,7 3,2 

18 5/12/13 Merlo/E1 Aguan-Uy/ AP 3610 39,4 25,9 2,3

19 28/08/13 Merlo/EI Aguaribay/ PICT 53,0 20,2 23,8 5,5 

20 28/08/13 Merlo/ElAguaribay/ AP 77,0 19,2 31,8 9,7 

21 16/04/14 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 41,0 20,1 21,7 7,7 

22 16/04/14 Merlo/E1 Aguaribay/ AP 92,0 23,4 25,7 15.4 

23 11/05/15 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 82,0 20,0 37,7 8,7 

24 11/05/15 Merto/ElAguaribayi AP 75,0 21,2 29,5 14,7 

25 23/02/15 Merlo/Don Coto/ PICT 62,0 21,8 15,6 ND 

26 511 2/13 Merla/Don Coto/ AP 824 20.6 23,7 0,4 

27 14/08/14 Gigena/At os o Tegua/AP 41,0 22,2 12,0 2,2 

28 3/12/14 Gi,gana/Areyo Tegua/ PICT 31,0 214 13,8 /4D 

29 11/05/15 Malo/Don Coto/ AP 62,0 19,4 17,6 ND 

30 23/02/14 Mello/Don Coto/ AP 70,0 21,4 20,0 1,0 

31 16/04/14 Merlo/Don Coto/ PICT 53,0 18,4 19,5 1,6 

32 11/05/15 MerloiLa Colina/AP 44,0 21,6 15,8 ND 

33 28/08/13 Merlo/Don Coto/ AP 54,0 20,6 19,5 ND 

34 28/08/13 Merlo/Don Coto/ AP 78,0 22,0 21,9 2,3 

35 7/08/13 Gigena/Aroyo Tegua/ PICT 60,0 21,6 21,5 2,5 

36 11/05/15 2s/ferio/Dm Coto/ PICT 88,0 20,0 25,5 6,7 

37 5/12/13 Merlo/Don Coto/ AP 79,0 23,0 27,3 1,3 

38 3/12rt4 Gigema/Aroyn Tegua/PICT 119,0 23,8 23,9 0,8 

39 3/12/14 Gigena/Aroyo Tegua/ PICT 31,0 17,8 13.3 28,3 

40 5/12/13 Gigena/Aroyo Tegua/ PICT 31,0 21,0 19,4 27,6 

41 14/05/15 Gigena/At o) o Tegua/ AP 63,0 22,0 19,6 34,7 
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42 5/12/13 Gigena/Atoyo tegua/PICT 26,0 

43 28/08/13 Merlo/Don Coto/ PICT 73,0 

44 2$/08/13 Melo/EI Agueuibay/ Al' 150 

45 23/02/15 Merlo/E1 Aguaribay/ PICT 47,0 

46 23Á) 5 111140i01111:000a/PICT 911*0 

47 23/02/15 Merlo/ElAguaribav/ AP 59,0 

48 23/02/15 Merlo/E1 Aguaribay/ 1vat4 55.0 

49 20/08/14 Merlo/Don Coto/ PICT 47,0 

50 20109/14 MerloiLareditvilAp 40,0 

51 5/12113 Merina Colina/AP . 

52 »r10/E1 Aguaribay/ PICT t. 

53 2/04/14 Gigena/AP 38,0 

54 5/12/13 Merio/ElAguaribity/ PICI* 1.40 

55 12/03/14 Gigena/Aroyo Tegua/ PICT 75,0 

56 14/05/15 Gigena/Canaino Cabrera/ PICT 

57 14/05/15 Gigena/Camino Cabrera/ PICT 

58 23/02/15 MerionDon Un/ AP 41,0 

59 5/12/13 Gigena/Capilla Tegua/ PICT 124 

60 

61 

62 23/02/13 '14#001 Aguaribay/ PICT 

63 3/12/14 Gigena/Aroyo Tegua/ Al, 32,0 

64 14/08/15 Gigema/Aroyo Tegua/ PICT 45,0 

65 14/05/14 Gigena/Aroyo Tegua/ PICT 37,0 

67 20/08/14 /04441.dtonarptcr as,a 
68 5/12/13 Merlo/La Colina/PICT 42,0 

69 

70 

71 14/08/14 Gigena/C-411111a Tegua/ PICT 41,0 

72 5/12/13 Merlo/La Colina/PICT 65,0 

73 14/08/14' Gigana/CMIti Teriaiik? 11,0 

74 3/12/14 Gigena/Capilla Tegua/ AP 44,0 

75 3112/14 43.1gmaa/Capilla Tegua/ PICT 940 

194 

16,8 

*8 

19,4 

19,0 

441 

17,6 

234 

25,0 

22,0 

245. 

25,0 

111 

21,8 

242 

21,8 

*04 

21,6 

)11

20,0 

1 41 

18,6 

11;8 

19,8 6,0 

21,9 1,6 

IV( 1-J 

21,9 8.5 

*ná,
11,8 5,2 

11,6 

27,2 11,7 

/1400t1 5.9 

27,8 6,5 

13.9 

39,6 ND 

39,0 5,6 

29,9 13,9 

23,9 10,9 

14.2 

21,8 4,0 

25,7 7,6 
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76 3/12/14 Gigena/Capilla Tegua/ PICT 40,0 24,6 15,9 13,4 

77 3/12/14 Gigena/Capilla Tegua/ AP 40,0 19,8 21,9 16,9 

78 14/05/15 Citgena/Capilla Tegua/ AP 79,0 21,8 19,8 63,9 

79 14/05/15 Gripas/Capilla Tegua/ AP 40,0 23,8 9,9 3,4 

80 11/05/15 Merlo/La Colina/AP 62,0 21,2 13,9 10,1 

81 28/08/13 Mello/Dan Coto/ Pler 48,0 22,0 17,8 13,4 

Determinación de humedad: en general, la miel presenta diversas características que 

han sido estudiadas para reconocer diferentes tipos de miel, características que varían por 

factores tales como el contenido floral disponible para la obtención de polen y néctar [62]. 

El contenido de humedad en mieles es variable y depende del entorno geográfico, del 

manejo del producto, de la maduración de la miel y los procesos físicos y químicos que 

ocurren para que esto acurra, etc. A partir de los valores calculados para los 71 pooles 

analizados, 39 pooles de Merlo y 32 pooles de Alcira Gigena podemos concluir que el 

contenido de humedad de las muestras correspondientes a Merlo contiene un 18% (7 

muestras) valores entre 16-19 % y un 82% (32 muestras) comprende valores >19 corno se 

puede observar en la Figura 26. Por otro lado, podemos observar que en las colmenas 

ubicadas en Alcira Gigena un 25 % (8 muestras) contienen valores comprendidos entre 16-

19% y un 75 % (24 muestras) comprende valores> 19%. Este alto contenido de humedad 

en la miel, se debe a que la miel analizada es mayormente miel verde. Aquí es necesario 

considerar que en el proceso de elaboración de la miel se incluyen dos procesos diferentes 

que consisten en un cambio químico en el azúcar y un cambio físico, mediante el cual se 

elimina el excedente de agua. Este proceso lo realizan las abejas mediante su complejo 

sistema glandular que culmina una vez que la miel esta "madura". Entonces es sellada 

dentro de las celdas con opérculo de cera, que también es producida por las abejas [63]. 

Por lo tanto, la miel recolectada no había sufrido estos procesos de maduración 
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Figura 26. Humedad de las muestras, Merla (n-32), Gigena (n=39) 

A su vez, se realizó un análisis estadístico, aplicando un ANO VA en donde la variable 

humedad no mostró diferencia significativa (F (1,62) = 0,35; P < 0,5568). Si se comparan 

los valores promedio de cada lugar, en Gigena se obtuvo un valor promedio de 15% y en 

Merlo se obtuvo un valor promedio de 18%, como se puede observar en la Figura 27. 

El valor límite o máximo establecido por la reglamentación del Mercosur es 20 % 

como se mencionó anteriormente, por lo cual, los porcentajes encontrados en las muestras 

analizadas se encuentran por debajo del valor de tolerancia máxima exigida [18]. Sin 

embargo, se debe resaltar nuevamente que el análisis se realizó mayormente en miel verde, 

por lo que el resultado no es completamente inesperado (Figura 27). 
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Figura 27. Análisis estadístico de Humedad, Merlo (n=32), Gigena (n -39). Cada barra 
representa la media ± S.E.M. (* p >0,05) ente My G. 

Determinación de color: El color es una propiedad óptica de la miel, resultante de los 

diferentes grados de absorción de la luz, de distintas longitudes de onda, por parte de los 

constituyentes en la miel [20]. Del total de muestras analizadas en Merlo, 38,5% (15 

muestras) corresponden a mieles de color ámbar claro, (50-85 mm Pfund); después un 

51,3% (20 muestras) corresponden a un color ámbar extra claro, (34-50 mm pfund), un 

5,12% (2 muestras) corresponden al color ámbar, (85-114 min Pfund), y solamente (2 

muestras) corresponden a un color oscuro dentro de la escala internacional, (>114 mm 

pfund). En el caso de las muestras de Alcira Gigena un 72% (23 muestras) corresponden a 

color ámbar extra claro, un 18,7% (6 muestras) corresponden a ámbar claro, y un 9,3% (3 

muestras) corresponde a color ámbar como se observa en el gráfico de barras en la Figura 

28. 
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Figura 28. Color de las muestras, Merlo (n=32), Gigena (n=39) 

De la misma manera se aplicó un ANOVA para el color, encontrando que hay 

diferencia significativa (F (1,62) = 5,36; p < 0,0239) entre las localidades de Merlo y 

Gigena. Las diferencias significativas se indican con un p < 0,05. Siendo los valores 

promedio 49,9 y 63,3 respectivamente, como se puede observar en la Figura 29. Esta 

diferencia se debería a la diversidad de cultivos y plantas existentes en las diferentes zonas 

[64]. En Gigena predominan las plantaciones de maíz, soja, maní, alfalfa, pradera natural, 

mientras que en Merlo predominan las plantaciones de algarrobo, chañar, espinillo, 

quebracho, sombra de toro, según los registros que fuimos llevando durante las salidas de 

campo. La legislación argentina no establece un color determinado para las mieles, sin 

embargo, es de nuestro conocimiento que los consumidores prefieren las mieles claras. 

Comparando estos valores con estudios realizados en la provincia del Chaco, encontramos 

que en ambas provincias predominan las mieles de color ámbar extra claro [65] Esta 

coincidencia está sujeta a la probabilidad de que existan floraciones similares en las 

diferentes zonas, y aunque en nuestros objetivos no estaba realizar un estudio botánico o de 

calidad polínica, podemos comparar con estudios previos que nos brindan información ya 

que el color es uno de los parámetros más estudiados [66]. 
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Figura 29. Análisis estadístico del color, Merlo (n-32), Gigena (n 39). Cada barra representa la 
medida :± SE.M. (*p <0,05) ente M y G. 

Determinación de acidez: La acidez es un importante criterio de calidad ya que 

contribuye a la estabilidad microbiológica del producto final. La acidez libre valora 

principalmente los ácidos orgánicos libres presentes en la miel. El más importante es el 

ácido glucónico, que se forma a partir de la glucosa [67]. La acidez normal en mieles 

frescas comprende valores de 10 a 12 meq/Kg. En el presente estudio se encontraron que 

tanto en Merlo como en Gigena predominan los valores de acidez superiores a 20 meq/Kg, 

seguido de valores comprendidos entre 16 y 20 meq/Kg, (Figura 30). Los valores de acidez 

encontrados en todas las mieles analizadas se encuentran por debajo del máximo 

establecido por la reglamentación del Mercosur (máx. 40 meq/Kg). Se tiene conocimiento 

de que las mieles de mieladas presentan por lo general, contenidos naturales de ácidos 

mayores que las mieles de las flores. 
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Figura 30. Acidez de las muestras, Merlo (n-32), Gigena (n---39). 

Se aplicó un análisis ANO VA para el contenido de acidez como se muestra en la Figura 

31, encontrando diferencia significativa entre Merlo y Gigena (F (1,62) = 5,41; p <0,233). 

Las diferencias significativas se indican con un p < 0,05 entre Gigena y Merlo. Siendo los 

valores promedio (23,7 y 20,4 respectivamente). Siendo la localidad de Merlo la que posee 

valores de acidez más elevados. Los resultados anteriores pueden ser atribuidos a que no 

todas las mieles poseen los mismos ácidos ya que esto depende de la naturaleza del néctar 

que la abeja tome para elaborar la miel [68]. 
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Figura 31. Análisis estadístico para el contenido de Acidez, Merlo (n-32), Gigena n-39). Cada 
barra representa la medida ± S.E.M. (*p <0,05) ente My G. 

Determinación de HMF: Este parámetro es fundamentalmente un indicador de calidad. 

Las mieles frescas tienen apenas trazas, que se elevan a 10 mg/kg poco después de ser 

extraídas. Cómo se mencionó anteriormente el HMF es un compuesto formado por la 

degradación de los productos azucarados, y aparece en forma espontánea y natural en la 

miel. Los valores de HMF encontrados en Merlo y en Gigena están entre 0,1 y 20 mg/Kg-1

alejados de los valores máximos establecidos por el CAA y el Mercosur (40 mg/Kg-1), 

como se observa en la Figura 32. 

Estudios realizados por otros autores en la provincia de Santa Fe, han informado valores 

de hidroximetil furfural en rangos que van de 0,4 a 9,5 mg/kg [69]. inferiores a los 

encontrados en el presente trabajo. Varios estudios regionales presentan información sobre 

características fisicoquímicas acorde al Código Alimentario Argentino y tienen más el 

objetivo de enfatizar la calidad que el de identificar tipos de miel [70,71]. 
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Figura 32. HMF de las muestras, Merlo (n=32), Gigena (n=39). 

Se realizó el respectivo análisis estadístico, ANO VA, como se muestra en la Figura 33, 

encontrando que hay diferencia significativa entre los valores de HMF (F (1,60 = 48; 

p<0,4932). El contenido de HMF en la miel es un indicativo de las condiciones en que la 

misma fue almacenada, tratamiento que ha recibido y edad [72]. El contenido de HMF de 

las mieles registró niveles variables en las zonas estudiadas, y se estima que estas 

variaciones están dadas principalmente por el tiempo, la estación o el clima y las 

condiciones reales del medio en que fueron cosechadas las mieles, debido a que las 

condiciones ambientales variaron entre una extracción y otra. 
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Figura 33. Análisis estadístico de HMF, Merlo (n=32), Gigena (n=39). Cada barra representa la 
medida ±. S.E.M. (*p <0,05) ente My G. 

De acuerdo a estos resultados se puede decir que el contenido de HMF en todas las 

mieles analizadas, es muy bajo teniendo en cuenta los valores dados como máximos en las 

actuales normas establecidas por el CAA [18]. Esto permite afirmar, en esta evaluación, 

que son mieles de muy buena calidad. 

CONCLLTSION PARCIAL 

Las mieles analizadas pertenecen a las diferentes áreas apícolas de las provincias de 

Córdoba y San Luis, Argentina, pueden corresponder a mieles poliflorales. En el análisis 

de humedad predominan los valores superiores al 19%. En los resultados de color 

predominan en las dos zonas el color ámbar extra claro, seguido por el ámbar claro, ámbar 

y por último y en menor porcentaje las mieles oscuras. En cuanto a los valores de la acidez, 

predominan los valores cercanos a 20 meq/kg. Por último, los valores de HMF están en un 

rango de 1,0-20 mg/Kg-1. Esto permite afirmar en esta evaluación, que son mieles de 

excelente calidad teniendo en cuenta los valores dados cómo máximos en las actuales 

normas establecidas por el CAA, a pesar de que los ensayos fueron realizaron en mieles 
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mayormente verde. Se encontraron diferencias significativas en los valores de color, acidez 

y HMF. 
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Inicialmente se trabajó en la puesta a punto de diferentes técnicas haciendo uso del 

equipo instrumental disponible. En este capítulo se describen todas las técnicas que se 

estudiaron. 

5.1 ANÁLISIS DE TIMOL 

En primer lugar, se trabajó con timol teniendo en cuenta la experiencia adquirida por el 

personal del laboratorio de investigación que habían realizado estudios previos con aceites 

esenciales. Se estudiaron diferentes métodos de detección por cromatografía liquida y 

gaseosa como se muestra a continuación. 

Para evaluar el mejor método de detección se llevó a cabo el análisis de timol por 

diferentes métodos cromatográficos, tanto en cromatografía gaseosa como en 

cromatografía líquida. También se analizó, en algunos casos, el 1,8-cineol (eucalipto!) ya 

que generalmente timol y eucaliptol se los encuentra juntos en el aceite esencial. Para 

todos los casos se realizaron inyecciones por triplicado. 

Detección y cuantificación 

Para la cuantificación de timol se probaron diferentes métodos en cromatografía gaseosa 

y cromatografía líquida con diferentes detectores para comparar los límites de detección de 

las técnicas utilizadas. 

5.1.1. HPLC-DAD 

En este caso, se empleó una columna de fase inversa marca Luna C18, con una longitud 

de 15 cm y un diámetro interno de 4,6 mm. El tamaño de partícula fue de 5 pan. La fase 

móvil consistió de una mezcla de acetonitrilo: buffer (ACN: buffer fosfato) en proporción 

55:45 (v/v) y a pH=3. El flujo empleado fue de 1 mL/min. 
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Figura 34. Curva de calibración de timol HPLC-DAD 

Se analizó Timol mediante HPLC-DAD, se logró analizar por este método, 

concentraciones del orden de (0,7511 ppm). En la Figura 34 se puede observar la 

respectiva curva de calibración, y los datos que arrojo la ecuación de la recta fueron: un 

coeficiente de correlación R2 = 0,993, la pendiente de la recta= 0,59 ± 0,02, y una ordenada 

del origen de la curva =1,52 ± 0,01. 

5.1.2. HPLC-DE 

Se empleó un cromatógrafo que consistió en una bomba Gilson modelo 307, un 

inyector Rheodyne modelo 7125 y un detector amperométrico de construcción local 

(HPLC-DE). La adquisición de datos se realizó con el programa Peak Simple. Se empleó la 

misma columna Luna C18, de longitud de 15 cm y un diámetro interno de 4,6 mm. El 

tamaño de partícula fue de 5 
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Figura 35. Curva de calibración de timol en HPLC-DE. 

16 

Se procedio a realizar una curva de calibración por HPLC-DE, ya que resulta muy 

interesante esta técnica que es muy sensible para compuestos que se oxidan y se reducen ( 

Figura 35). 

El timol en su virtud de carácter fenólico produce multitud de derivados de sustitución, 

todos los ácidos que se derivan del Timol tienden a oxidarse y por ello es viable esta 

técnica. Los valores de la regresión lineal son: coeficiente de correlación de R2= 0,988, la 

ordenada del origen 0,92 ± 1, y una pendiente de 3,54 ± 0,01 

5.1.3. CG-FID 

Se utilizaron dos tipos de columnas: una columna HP Innowax de 30 m de longitud, 

0,25 mm de diámetro interno y 0,25 de espesor de película y una HP-5, de 50 m de 

longitud, 0,25 mm de diámetro interno y 0,25 iim de espesor de película. Las inyecciones 

fueron realizadas en forma manual y se inyectó un volumen de 1 microlitro. 
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Se procedió a poner a punto la técnica por GC-FID y para ello se realizó una curva de 

calibración con las soluciones preparadas, se observa una tendencia lineal con un como se 

muestra en la (Figura 36). Los valores de la regresión lineal son: coeficiente de con-elación 

de R2 =0,997, la ordenada del origen = 2,8 ± 0,03 y una pendiente = 1,0 ± 0,02 
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Figura 36. Curva de calibración de timol en GC-HD 

Cabe mencionar aquí que los tres métodos utilizados para la construcción de las curvas 

de calibración de timol demostraron tener una dependencia lineal entre la señal y la 

concentración de timol. Además, los coeficientes de correlación de la regresión lineal 

empleadas estuvieron siempre por encima de (R2=0,987). Se logró analizar 

concentraciones del orden de (0,15 ppm), siendo por tanto el método HPLC-DE el más 

sensible de los tres empleados. 

Etapa de extracción 

Algunos autores estudiaron diferentes técnicas para la extracción de residuos de timol, 

eucaliptol, mentol y alcanfor en miel y en cera de abejas [73]. Teniendo en cuenta este tipo 

de estudio se siguió la misma metodología de extracción. También compararon las 
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eficacias logradas mediante la extracción con solventes (cloruro de metileno), la extracción 

en fase sólida y la destilación por arrastre con vapor de agua a baja presión. Concluyeron 

que esta última técnica, acoplada a la retención de los analitos en cartuchos de extracción 

en fase sólida rellenos con fase de octadecil silano (ODS) resultó ser la más eficiente para 

el análisis de residuos de timol en cera y miel de abejas. En nuestro estudio se emplearon 

dos métodos diferentes para la extracción de timol en muestras fortificadas. El primero 

consistió en la extracción por arrastre con vapor de agua y retención en cartuchos de 

extracción en fase sólida; finalmente se eluyó el timol retenido en el cartucho, empleando 

un pequeño volumen de metanol (Figura 37). 

Figu ra 37. Equipo empleado en la extracción por arrastre con vapor de agua. 

El segundo método empleado consistió en la extracción directa del metanol haciendo 

pasar la muestra fortificada a través del cartucho y la posterior elución del compuesto 

retenido mediante el empleo de metanol. 
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Figura 38. Curva de calibración de las extracciones realizadas en la miel contaminada con timol. 

(R2=0,999, Ordenada del origen-0,005 ± 0,07, Pendiente =0,028± 0,0004 ppm -1) 

Se construyeron curvas de calibración a partir de muestras de miel (Figura 38) 

contaminadas ex profeso. Para ello se tomaron muestras de miel se las contaminó con 

concentraciones crecientes de timol y se las sometió a la extracción mediante arrastre con 

vapor de agua mencionado en la parte experimental. Posteriormente, se inyecto en el 

HPLC-DE. 

Se obtuvo una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones analizadas. Los 

coeficientes de correlación fueron ambos superiores a (R2=0,978) mostrando una buena 

correlación entre la serial y la concentración de timol. Los límites de detección fueron del 

orden de 10 ppm en ambos casos. 

5.2. ANÁLISIS DE GLIFOSATO 

De manera simultánea se trabajó con glifosato que, como se mencionó anteriormente es 

una molécula muy inestable en el ambiente y se descompone en su principal metabolito el 

ácido aminometilfosfónico (AMPA), [74,75 ]. De manera que en el método analítico 

desarrollado se contempló la determinación de ambos. 
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La técnica generalmente empleada para la determinación de glifosato es cromatogafía 

líquida HPLC con detección Uy o fluorescencia. En el caso de la detección por UV la 

serial es pobre y presenta mediana sensibilidad, no obstante, se realizan reacciones que 

generen derivados que pueden detectarse por fluorescencia con una sensibilidad mucho 

mejor en comparación con la que se obtiene por Uy. Existen diferentes métodos de 

derivatización: 

Derivatización postcolumna: Debido a su carácter ácido-base, el glifosato puede 

determinarse sobre una columna de intercambio catiónico fuerte, con una fase móvil con 

buffer fosfato a pH: 2. En este caso, una vez efectuada la separación, se debe derivatizar el 

analito postcolumna siendo la reacción más utilizada la de o-ftalaldehído-2-mercaptoetanol 

(OPA/2-ME). Para ello se necesita una hidrólisis previa del glifosato con hipoclorito 

cálcico para obtener una amina primaria que reacciona con el OPA para generar un 

derivado altamente fluorescente [76]. 

Derivatización pre-columna: Con otros reactivos derivatizantes, el glifosato forma 

productos que presentan buena estabilidad y no es necesario llevar a cabo la reacción on-

line o post-columna. El reactivo más utilizado es el 9-fluorenilmetilcloroformiato (FMOC) 

el cual no necesita una hidrólisis previa del glifosato. La reacción se lleva a cabo en un 

medio tamponado de borato, con un tiempo de reacción de 30 minutos. La derivatización 

también es aplicable al AIVIPA. La única desventaja es la elevada fluorescencia del propio 

FMOC lo que requiere su extracción antes de ser inyectado en el cromatógrafo [76]. 

Procedimiento utilizado Se utilizó la derivatización pre-columna aplicada como se 

describe a continuación: Se prepararon soluciones stock de glifosato y AMPA por separado 

de concentración 10 ppm. A partir de las soluciones stock se prepara un conjunto de 

patrones en el rango de concentración de 0,05 a 2,0 ppm en cada uno de los analitos. 

Posteriormente se procede a la derivatización de los mismos. 

Derivatización: se toma 1,7 ml de solución de cada patrón, se le adiciona 2 ml de la 
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solución de FMOC y 0,3 ml del buffer borato. Se agita la mezcla durante 30 segundos y 

posteriormente se lo deja reposar durante 30 minutos para que se lleve a cabo la reacción 

de derivatización. Posteriormente se trasvasa la mezcla a una ampolla de decantación y se 

extrae el resto de FMOC que no reaccionó con dos porciones de 2 ml de acetato de etilo. 

La capa superior se descarta, es la que contiene el FMOC. La capa inferior se inyecta 

directamente en el cromatógrafo para su determinación. 

Para el análisis cromatográfico se utiliza una columna C18 y corno fase móvil una mezcla 

de 30% acetonitrilo y 70% solución buffer de fosfato de pH 2. El volumen de inyección 

fue de 5 1,11. La detección se realiza a kex = 266 nm y Xeni = 315 nm. 

Los tiempos de retención fueron de 8 y 11 minutos para glifosato y AMPA 

respectivamente. A continuación, se muestran las curvas de calibración obtenidas tanto 

para glifosato (Figura 39). Con un coeficiente de correlación de R2=0,997, una ordenada 

del origen = -14844,800 ± 7400 y una pendiente = 1,92e7± 5400. 
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Figura 39. Curva de calibración de Glifosato 
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Así mismo para AMPA (Figura 40) se obtuvo un coeficiente de correlación de 
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R2=0,998, una ordenada del origen —5,51± 2 y una pendiente = 4,08 ± 5. Las curvas se 

obtuvieron graficando el área de los picos cromatográficos vs la concentración de cada 

patrón. 
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Figura 40. Curva de calibración del AMPA 

Como puede observarse mediante este método puede determinarse simultáneamente 

glifosato y AMPA obteniéndose muy buenos calibrados para ambos y límites de detección 

aceptablemente bajos. 

5.2.1. Etapa de extracción del Glifosato y AMPA 

De la misma manera, se ensayó un método de extracción para el glifosato y el AMPA, 

teniendo en cuenta uno de los objetivos de nuestro estudio, por lo cual se llevó a cabo 

adaptando una técnica en suelos y aguas superficiales [77] 

Se pesan 5 gr de miel y se disuelven en 10 mL de agua, después se filtra a través de un 

papel filtro común y el filtrado se derivatiza como se mencionó anteriormente. 

Para poner a punto la etapa de extracción se contaminan diferentes soluciones de miel 
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con concentraciones de una mezcla de glifosato y AMPA en concentraciones de (0,5-4,0 

ppm). Se aplicó el mismo procedimiento de derivatización descripto anteriormente. 

Como se observa en la Figura 41, la curva de calibración para el glifosato extraído de la 

miel, muestra una respuesta lineal entre las concentraciones trabajadas y el área obtenida. 

Se calculó el porcentaje de recuperación obteniéndose porcentajes del 90%, para el 

glifosato, pero muy bajos porcentajes de recuperación para el AMPA. Si bien se avanzó 

considerablemente en la puesta a punto del análisis de residuos de glifosato y de AMPA 

queda pendiente mejorar la técnica de extracción y analizarlas por técnicas más sensibles. 
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Figura 41. Glifosato extraído de la miel (R2= 0,989, Ordenada del origen=2,3e6 ± 5 P=6,3e6 

3800) 

5.3. ANÁLISIS MULTI-RESIDUO DE PLAGUICIDAS Y MEDICAMENTOS 

En este punto se muestran los primeros análisis realizados para una metodología 

multirresiduo. Inicialmente se comenzó a trabajar con las tetraciclinas teniendo en cuenta 

que en el laboratorio ya se habían realizado estudios anteriores con estas sustancias y 

resaltando la importancia que han tenido en el tratamiento de las enfermedades de la abeja 
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durante años, aunque los apicultores con los que se trabajó no las utilizan. Así mismo, se 

decidió incorporar algunos plaguicidas de uso agrícola y apícola para desarrollar una nueva 

metodología ya que no había hasta el momento bibliografía que reportara un estudio de 

medicamentos y plaguicidas en un mismo estudio. 

Los analitos que se determinaron por análisis multi-residuo fueron: oxiteeaciclina 

tetraciclina , atrazina, fipronil y cumafós. Inicialmente se determinaron los espectros de 

absorción UV individuales de cada uno de los compuestos para conocer los máximos de 

absorción y poder fijar las longitudes de onda de trabajo. Los espectros se registraron en un 

intervalo de 200 a 400 nm. 

Inicialmente se tomaron espectros de absorción para cada uno de los analitos para 

conocer las absorbancias maximas y después trabajar con estas por HPLC-DAD. La Figura 

42 muestra el espectro para la oxitetraciclina como ejemplo, presentando un máximo 

característico a 270 nm y otro de menor intensidad a 360 nni, el espectro de la tetraciclina 

es similar. 

3,0 - 

Z5. 

2,0. 

1,5 - 

1,0 - 

0,5 - 

0,0 
200 250 300 3 .50 400 

Longitud de onda 

Figura 42. Espectro de absorción de la tetraciclina 

Una vez que se tomó el espectro y se obtuvieron los máximos se procedió a verificar la 

ley de Lambed y Beer. 
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Una vez obtenidos los espectros de cada compuesto, se procedió al desarrollo de un 

método analítico para la detección simultánea de varios analitos. Para ello, inicialmente se 

realizaron corridas en modo isocrático para cada analito, y así fijar los tiempos de 

retención correspondientes. Una vez obtenidos los tiempos de retención para cada uno, se 

creó un método en modo gradiente para analizar la mezcla de los analitos y obtener una 

buena separación y resolución. 

La columna utilizada fue marca Luna de 5p. C18,100 Á de 150 x 4,60 mm, el gradiente 

creado se muestra en la Tabla 6. 

Tabla 6. Condiciones de gradiente en HPLC-DAD 

Tiempo(min) Velocidad de Flujo 

(mlimin) 

%A (Ac. Oxálico) %B (ACN) 

0 0,5 80 20 

15 0,5 10 90 

20 0,5 10 90 

22 0,5 80 20 

25 0,5 80 20 

La Figura 43 muestra un cromatograma característico, observándose una buena 

separación en un tiempo relativamente corto. El orden de elución es el siguiente: 1) 

oxitetraciclina, 2) tetraciclina, 3) atrazina, 4) fipronil y 5) curnafós. 
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Figura 43. Separación analítica por HPLC-DAD 

Como se mencionó anteriormente, en los últimos arios la cromatografia líquida acoplada 

a la espectrometría de masas (LC-MS) se ha implantado en la determinación de 

plaguicidas. Tanto es así, que en la Unión Europea es un requisito que la espectrometría de 

masas sea la técnica empleada para la confirmación de residuos de pesticidas en alimentos 

de origen animal en los laboratorios autorizados para el control oficial de residuos. 

Para llevar a cabo los estudios se prepararon soluciones patrones (1 x10-2 M) para cada 

una de las sustancias estudiadas, y se hicieron diluciones de cada uno para obtener una 

concentración de (1x10-5M). Se preparó una mezcla que contiene los cinco malitos 

nombrados anteriormente. En el análisis de LC-MS/MS se utilizó como estándar interno 

una solución de Doxiciclina, en una concentración de (1x10-5 M). 

5.3.1. Condiciones cromatográficas 

Para llevar a cabo la separación de los analitos se utilizó una columna Luna C18 

(Phenomenex) 150 x 3,00 mm, 5 um, empleando una mezcla de acetonitrilo/ácido oxálico 

0,01 M (15:85) como fase móvil. Se aplicó una velocidad de flujo 0,2 mL/min y el tiempo 

de corrida en modo gradiente fue de 40 minutos, como se muestra a continuación en la 

Tabla 7 
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Tabla 7. Condiciones de gradiente en LC-MS/MS 

Tiempo (mm ) Velocidad de Flujo (mL/min) °A")A (ACN) %B (A. Oxálico 0,01M) 

0.00 0,2 15 85 

0.01 0,2 15 85 

10.0 0,2 25 75 

120 0,2 50 50 

200 0,2 90 10 

300 0,2 90 10 

32.0 0,2 15 85 

40.0 0,2 15 85 

Por otra parte, se hicieron ensayos en el LC-MS/MS, utilizando el mismo gradiente que 

se utilizó en HPLC-DAD, pero no se obtuvieron buenos resultados por lo cual se buscó el 

mejor que fue el descrito. 

5.3.2. Condiciones de la interfaz y espectrómetro de masa-masa 

Los análisis fueron realizados en modo positivo y negativo. El voltaje aplicado en el 

capilar correspondió a 3,25 kV, y el voltaje de cono a 35 volt Dwell 0,1 seg. Todos los 

análisis fueron realizados en modo MRM (monitoreo de reacciones múltiples). La Tabla 8 

muestra los iones seleccionados y el modo de ionización para cada uno de los compuestos. 

Tabla 8. Condiciones de Trabajo de LC-MS/MS 

Modo E 
capilar 

E 
cono 

Hijo 
3 

Compuesto E 
colisión 

Ionización Precursor Hijo 
1 

Hijo 
2 

Oxitetraciclina MRM 3,25 35 15 EP + 461 426 443 381 

Tetraciclina MRM 3,25 35 15 EP + 445 445 410 428 

Atrazina 1k4RM 3 46 20 EP ± 216 174 146 132 

Fipronil MRM 2 35 25 EP - 435 250 330 - 

Cbmafás 15/1RIV1 2 35 25 EP + 363 227 307 
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5.3.3. Metodología de extracción 

Una vez obtenido el método de separación, se procedió a realizar la extracción en de las 

muestras de miel. 

El pre tratamiento de la muestra se realizó según la metodología descripta por 

Hamscher, G, y col; 2002 [78]. Este consistió en dos etapas de extracción en fase sólida. 

La primera se realizó empleando cartuchos Oasis HLB Waters, USA, que es un sorbente de 

fase reversa con balance hidrofílico-lipofílico, acondicionado con la adición de 5 mL de 

metanol seguido de 10 mL de agua. La muestra (6 g) se disolvió en 30 mL de buffer EDTA 

(pH: 4) y la solución se cargó en el cartucho a una velocidad de 3 mL/ min mediante la 

aplicación de vacío a la cámara de extracción (Phenomenex, USA). Luego se lavó con 5 

mL de una mezcla H20: Me0H (95:5) y finalmente se eluyó con 15 mL de acetato de etilo 

para obtener la (solución 1). 

La segunda etapa de extracción se realizó empleando cartuchos Sep-Pak (Waters, USA) 

que tienen un intercambiador débil de cationes y está basado en sílice. Están diseñados 

para la extracción de analitos catiónicos en disoluciones acuosas y no-acuosas, 

acondicionados con la adición de 5 mL de acetato de etilo. Se cargó la (solución 1) en el 

cartucho a una velocidad de 3 mL/ mm n mediante la aplicación de vacío. Se lavó con 5 mL 

de metano! y finalmente se eluyó con 4 mL de fase móvil (ACN: Acido Oxálico 0,01 M 

15:85). 

Inicialmente se inyectaron los analitos por separados para observar los tiempos de 

retención. Después se preparó una mezcla que contenía todos los analitos. Se pudo 

observar una buena separación con un tiempo de corrida relativamente corto (Figura 44). 
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Figura 44. Cromatograma de una mezcla de 5 patrones en (ES-9 

El fipronil se analizó simultameamente con los demás malitos en el mismo modo de 

MRM pero en modo (ES-). Como se puede apreciar hay una serial mucho mas alta, para el 

fipronil comparada con inyecciones realizadas en (ES+) para el mismo, eluyendo en el 

mismo tiempo de retención (Figura 45). 
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Figura 45. Cromatograma representativo de Fipronil en modo en (ES-) 

En esta etapa de separación se utilizó doxiciclina como estandar interno para las 

tetraciclinas, y en la (Figura 46) podemos apreciar la separación sin ninguna interferencia. 
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Figura 46. Cromatograma de una mezcla de 5 patrones más estándar interno (Doxyciclina) por 
ES+, el fipronil analizó por ES-. 

5.3.4. Análisis de las curvas de calibración 

Para la determinación cualitativa y cuantitativa se realizaron curvas de calibración a 

partir de soluciones preparadas de cada uno de los analitos, obtenidos en las condiciones 

mencionadas anteriormente. Trabajando en concentraciones comprendidas entre (3x10'M 

hasta 1x10-7 M). Como podemos observar , para la oxytetraciclina hay un comportamiento 

lineal entre el logaritmo del al-ea y el logaritmo de la concentración. Cabe aclarar que en 

estas curvas se trabjó con el logaritmo teniendo en cuenta el amplio rango de trabajo 

(Figura 47). Los valores correspondientes a la curva de calibración son de IZ 2= 0,999, la 

ordenada del origen = 6,5 ± 0,02 y una pendiente = 0,89 ± 0,02 
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Figura 47. Curva de calibración de Oxitetraciclina 

Tambien se puede observar el calibrado para la Atrazina (Figura 48) con un R2=0,999, una 

ordenada del origen = 6,69 ± 0,01 y una pendiente = 0,98 ± 0,01. 
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Figura 48. Curva de calibración de la Atrazina 

En la Figura 49, se puede obsservar la curva de calibración para el fipronil. Su coeficiente 

de correlación R2=0,998 ordenada del origen= 4,28 +0,01 ,pendiente=0, 59 ± 0,02. 
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Figura 49. Curva de calibración del Fipronil 

5.4. ANALISIS POR GC-ECD: 

Por otra parte, y teniendo en cuenta la sensibilidad que se puede obtener con el GC-

ECD, se realizaron ensayos con otros analitos: Clorpirifos, Fipronil y Endosulfan. 

Se procedió de la misma manera en la que trabajamos, preparando soluciones de cada 

analito, para conocer el tiempo de retención de cada uno. Se realizaron inyecciones 

individuales para confirmar los tiempos de retención. Se puede observar una buena 

separación y los tiempos de retención de los analitos (Figura 50). El orden de elución es el 

siguiente: el primer tiempo de retención se le atribuye al cloipirifos, seguido por el fipronil 

y por último el endolsufan, presentando dos picos característicos, teniendo en cuenta que el 

patrón es una mezcla de isómeros. Inicialmente se trabajó con una rampa que duraba 15 

minutos, pero se hicieron ajustes teniendo en cuenta que los analitos tenían una buena 

separación entre los 200 y 270°C, de esta manera se logró realizar ensayos en tan solo 6,5 
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minutos, observándose una buena separación y obteniendo una respuesta lineal en las 

diferentes concentraciones con las que se trabajó. 

[41] 
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Figura 50. Cromatograma de mezcla de clotpirifos, fipronil y endosulfim en metano! (0,25-5,0 

121)77) 

Se escogió un rango de trabajo en donde se puedan estudiar los LMRs para cada 

compuesto. Cabe destacar que el endosulfan está prohibido en el país hasta agotar 

existencia. A continuación, se puede observar el calibrado para el endosulfan (Figura 51) 

Obteniéndose un 122= 0,986, una ordenada del origen = 1,7 ± 0,03 y una pendiente = 1,3 ± 

0,07 
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Figura 51. Curva de calibración de Endosulfan. 

Como podernos observar en la (Figura 52) se muestra la curva de calibración para el 

Clorpirifos. Igualmente se realizaron inyecciones por triplicado observándose una 

linealidad entre la concentración y el área, un coeficiente de correlación IV= 0,992, la 

ordenada del origen = 1,43 ± 0,02 y una pendiente = 1,50 ± 0,06. Ppm-1
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Figura 52. Curva de calibración de CloTirifos 
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De la misma manera se muestra la curva de calibración para el fipronil, observando la 

linealidad entre el logaritmo de concentración y el logaritmo del área (Figura 53). 
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Figura 53. Curva de calibración de Fipronil 

CONCLUSION PARCIAL 

Se realizó un estudio muy amplio de las diferentes técnicas cromatográficas y se 

pusieron a punto las mismas. Por lo cual podemos concluir que el timol puede ser 

determinado fácilmente mediante cualquiera de las tres técnicas empleadas (GC-FID, 

HPLC-UV o HPLC-DE). 

Comparando las tres técnicas cromatográficas empleadas para la determinación de timol 

en miel, se obtuvo resultados más reproducibles mediante la técnica de cromatografia 

líquida con detector electroquímico, ya que, de los tres, es el método más sensible, 

lográndose respuestas reproducibles a niveles relativamente bajos (5 ppm). Por último, la 

extracción usando el método directo con cartuchos de extracción en fase sólida es rápida y 

confiable. 
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También se logró poner a punto una técnica más sencilla de las existentes para la 

determinación de glifosato y su principal metabolito AMPA. La técnica puesta a punto 

mostró que es posible obtener muy buenos calibrados, reproducibles y con límites de 

detección aceptablemente bajos. 

Se logró poner a punto la técnica para el análisis multi-residuo de plaguicidas y 

medicamentos, tanto en HPLC-DAD como en LC-MS/MS, lo cual resulta muy interesante 

porque no hay bibliografia reportada donde se estudien en conjunto. Casi siempre se 

estudian los medicamentos por separado y por técnicas muchos más costosos. 
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6.1. ANÁLISIS MULTIRRESIDUO DE PLAGUICIDAS Y MEDICAMENTOS 

PREVIAMENTE SELECCIONADOS 

En este capítulo se describen dos metodologías instrumentales empleadas para el 

análisis multirresiduo de los diferentes analitos estudiados, que fueron UPLC-MS/MS y 

GC-MS/MS. 

OBTENCION DE LAS CURVAS DE CALIBRACIÓN POR UPLC-MS/MS 

Inicialmente se realizaron inyecciones individuales de los analitos seleccionados 

(atrazina, cumafós y amitraz), para confirmar los tiempos de retención de cada uno. 

Se tuvieron en cuenta las condiciones cromatográficas como la fase móvil, columna, 

interfaz, energía capilar, energía de cono, energía de fragmentación entre otras. En la tabla 

9 se muestran las condiciones cromatográficas que se utilizaron en el análisis UPLC-

MS/MS. 

Tabla 9. Condiciones del gradiente en UPLC 

Columna ACQUITV, C18 1,7 mn, 5 cm* 2,1mm 

Tiempo (min) Velocidad de flujo %A (1120) %B(ACN/0,1%Formico) 

(mL/min) 

0 0,2 90 10 

4 0,2 0 100 

5,2 0,2 o laa 

6.5 0,2 90 I 0 

7,0 0,2 90 10 

Posteriormente se hicieron mezclas de los tres en diferentes concentraciones, 

observándose una excelente separación entre los tres, siendo orden de elución: atrazina, 

cumafós y amitraz respectivamente (Figura 54). 

v 
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709641.1..Y.:~ 41» ind 

Cumafés 

Atralma Amitraz 

Figura 54. Croinatograma.s de una mezcla de patrones atrazina (violeta), cumafós (rojo) y amitraz 
(verde). 

Como se mencionó anteriormente, la cromatografía líquida acoplada a espectrometría 

de masas se basa en la obtención de iones a partir de moléculas orgánicas en fase gaseosa; 

una vez obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su relación masa/carga, y 

finalmente se detectan por medio de un dispositivo adecuado. De esta manera partiendo de 

las condiciones de la interfaz y las condiciones espectrométricas de la masa/masa, con las 

que se trabajó anteriormente, se realizaron ajustes para la optimización de los parámetros 

establecidos. Inicialmente se buscó el ion padre partiendo del conocimiento de la masa de 

cada analito, por ejemplo, para atrazina su masa molecular es 215,0938 g/mol, se preparó 

una solución a baja concentración y se inyectó directamente en la interfaz, con el fin de 

obtener la mejor serial. Una vez obtenido el valor del ion molecular o ion padre en este 

caso 216,1[M+H] . Se buscaron los fragmentos o hijos más abundantes. A continuación, 

optimizamos los parámetros para obtener una mayor sensibilidad. Para ello se tuvieron en 

cuenta, la energía de cono, la energía de colisión y la energía capilar. Se realizó el mismo 

procedimiento para cada uno de los analitos. En la tabla 10 se resumen las condiciones 

óptimas de trabajo, con las cuales se pudo obtener una altísima sensibilidad. 
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Tabla 10. Condiciones del la interfaz UPLC-IVISMS 

Compuesto Modo E 

(Capilar 

kV) 

E de 

cono 

(y) 

E de 

colisión 

(eV) 

Hijol Hijo2 Hijo3 Precursor 

[M+Hr 

Atrazina MScan 3,0 30 20,25,25 216 174 146 132 

Amitraz MScan 3,19 70 15,30,38 294 163,2 122,2 107,1 

Cumaffis MScan 3,30 34 23,23,17 363 227 335 307 

6.2 CURVAS DE CALIBRACIÓN CON PATRONES 

Como se mencionó anteriormente, se realizaron inyecciones de las mezclas preparadas 

en diferentes concentraciones, para construir un calibrado de cada analito. La 

cuantificación se hizo por calibración externa, construyendo una gráfica de respuesta en 

función de las conecntreación. Los niveles deconcentración de la curva de calibración son 

expresados en mg/Kg (ppb). En la Figura 55 se puede observar el calibrado para la atrazina 

construido con patrones que fueron preparados en acetonitrilo en concentraciones que iban 

de (1-30 ppb), con un coeficiente de correlación de R2== 0,999, una ordenada del origen 

—270 ± 1 y una pendiente de 1181 ± 1 ppm-1. 
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Figura 55. Curva de calibración de Atrazina 

En las Figuras 56 se muestran los respectivos calibrados para el cumafós, que 

comprende el mismo rango de concentración para el cumafós, un coeficiente de 

correlación de R2=0,999, la ordenada del origen = 11,00 ± 0,02 y la pendiente de 157 ± 2. 
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Figura 56. Curva de calibración de Cumeós. 

En la Figura 57 se observa la curva de calibración para el amitraz y se obtuvo un 

coeficiente de correlación de IV= 0,998, la ordenada del origen = 764 ± 1 ppm"' y una 

pendiente = 2311 ± 1 ppm-i . En todos los casos se observa una tendencia lineal en las 

concentraciones estudiadas. A su vez, se estudió la estabilidad de los patrones, 

inyectándolos en un período de 30 días registrándose variaciones en el valor de las áreas. 

Por este motivo, se decidió preparar los patrones en el momento, y de esta manera se logró 

trabajar con un método un método reproducible y robusto. 
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Figura 57. Curva de calibración de Anntraz. 

6.3. OBTENCIÓN DE LAS CURVAS DE CALIBRACIÓN EN MUESTRAS DE 

MIEL APLICANDO QUECHERS 

Como se mencionó anteriormente, la miel es una matriz muy compleja y produce un 

efecto que se verá reflejado en la serial del analito, aumentándola o disminuyéndola a partir 

de la muestra estudiada en comparación con los resultados obtenidos con patrones. En la 

Figura 58, se muestra la curva de calibración para la atrazina extraída de la miel aplicando 

el procedimiento quechers. Se observa un comportamiento lineal, en las concentraciones 

trabajadas con un coeficiente de correlación (R.2= 0,999) los valores de la regresión lineal 

obtenidos se muestran en la tabla 9. 
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Figura 58. Curva de calibración de atrazina extraída de miel. 

En la Figura 59 se puede observar la curva de calibración para el cumafós extraído de la 

miel, se muestra el mismo comportamiento lineal obtenido para la atrazina y un coeficiente 

de correlación (1'12=-  0,998), los valores de la regresión lineal obtenidos se muestran en la 

tabla 9. 
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Figura 59. Curva de calibración de cumafós extraído de miel. 

En la Figura 60, se puede observar la curva de calibración para el amitraz extraído de la 

miel fortificada, se puede observar que posee un comportamiento lineal, en las 

concentraciones trabajadas y se obtiene coeficiente de correlación (R2 =0,999), los valores 

de la regresión lineal obtenidos se muestran en la tabla 9. 
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Figura 60. Curva de calibración de amitraz extraída de miel. 

Como se puede observar en las curvas de calibración de las figuras anteriores, existe 

una buena linealidad entre la concentración de cada analito y la respuesta en este caso del 

área medida. Idealmente, la serial analítica debería representar solo la contribución del 

analito. Cuando los componentes de la matriz afectan por exceso o defecto la respuesta 

instrumental, estamos en presencia de un efecto matriz [79]. Por lo general, el estudio del 

efecto malicia] se realiza por dos métodos diferentes. Una opción es comparar las 

pendientes de los estándares en disolvente con las pendientes de los estándares matriciales 

[80]. 

El otro método es la comparación de las áreas de las soluciones estándar preparadas en 

matriz y las preparadas en disolvente, multiplicadas por 100. Cuando el resultado es igual 

al 100%, no hay efecto de matriz, mientras que valores superiores o inferiores al 100% 

indican enriquecimiento o supresión de la ionización por los componentes de la matriz 

como en nuestro caso [81]. En la tabla 9 se muestras los valores correspondientes a la 

regresión lineal, ordenada del origen y pendientes de los respectivos calibrados. 
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Tabla 11. Parámetros de regresión, ordenada del origen y pendiente de las curvas de calibración 
en muestras contaminadas exprofeso de atrazina, cumafós y amitraz. 

Analito Ecuación Y=a+b*X Coeficiente de Correlación R2 Ordenada del origen 
u.a./ppm-i

Pendiente 
u.a. 

Atrazina Y=a+b*X 0,999 5,40± 0.01 1828 ± 70 

Cumafós Y=a+b*X 0,999 -6,70± 0,5 343,0 ± 0,5 

Amitraz Y=a+b*X 0,998 -685,0 ± 0.5 3202 ± 64 

Por último, cuando se tienen las curvas de calibración con patrones y con muestra se 

procede a realizar las extracciones en las muestras de miel recolectadas. En la tabla 12 se 

muestran los resultados de residuos de plaguicidas determinados por UPLC-MS/MS, estos 

están expresados en mg/kg (ppb). Los resultados que están por debajo del límite de 

detección (LDM) del método se informan con no detectados ND. Se calculó la 

concentración para cada uno de los analitos en las muestras, por interpolación en las curvas 

de calibración, obteniendo límites de detección que van de 0,2 a 1,0 ppb. 

Tabla 12. Resultados obtenidos para las muestras de miel aplicando Quechers por UPLC-MSMS 
(PPN 

Pool* Atrazina Angitraz Camal& 

25 ND 

26 ND 

27 1,0:3 

28 ND 

29 "b1i5 

30 ND 

31 ID 

32 ND 

33 14D 

34 ND 

35 •NO 

36 3,77 

37 ND 

38 1,67 

39 10 

ND 1.31 

ND 23,15 

Ñt 1,24 

ND 25,84 
, 2:21,;: 

ND 3,74 

IslE1 0,54 

ND 7,03 

Ñ 105 

ND 21,55 

140> 41,90 

ND 5,96 

ND 2.14 

ND 3,61 

10  4,45 
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40 ND ND 1,67 

41 0,25 ND 6,92 

42 ND ND 0,82 

43 ND ND 2,02 

44 ND ND 14,29 

45 ND ND 1,03 

46 ND ND 8,43 

47 ND ND 7,95 

48 ND ND 9,82 

49 NI) ND 1,04 

50 ND ND 0,63 

51 ND ND 20,38 

52 ND ND 2,92 

53 ND ND 3,71 

54 ND ND 2,89 

55 ND ND 2,07 

56 ND ND 3,02 

57 ND ND 0,88 

58 ND ND 2,72 

* Las muestras que involucran el número de pool, ubicación y fecha están descriptas en 

la tabla 6 

6.4. OBTENCIÓN DE LAS CURVAS DE CALIBRACIÓN EN MUESTRAS DE 

MIEL POR GC-MS/MS 

Por otra parte se realizaron medidas en un sistema GC-MS/MS en los laboratorios 

privados del Centro de Alta Tecnología Analítica (CATA) en la ciudad de Buenos Aires. 

Para este análisis se preparó una mezcla con 9 plaguicidas: diclorvos, timol, atrazina, 

clorpirifos, fipronil, endosulfan, arnitraz, cumafós y cipermetrina en acetonitrilo. Para 

poder conocer los tiempos de retención de cada uno de los analitos se inyectó una mezcla 

con una concentración de 10 ppm. La Tabla 13 muestra las condiciones cromatográficas 

utilizadas. 
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Tabla 13. Condiciones y parámetros analíticos GC-MS/MS 

Gas Carrier He 

Inyector PTV 

Modo Splitless 

Tiempo de Splittess 3 mm n a 30 mL/min 

Columna Columna Agilent HP-5 5 % Phenyl Methyl 

silox, 30m*250 pun*0,25 pm 

Flujo en columna 1,2 mtimin Flujo constante 

Programación del horno 60°C 1,50 mmn 

40°C/min a 170°C 

10°C/min a 310 1,20 mmn 

Inyección 1 pL 

Para todos los plaguicidas se tuvieron en cuenta las dos fragmentaciones más 

abundantes. La primera transición fue usada para la cuantificación y la segunda transición 

para la confirmación teniendo en cuenta la intensidad del ion precursor de cada uno de los 

compuestos. Para la determinación cualitativa y cuantitativa se utilizó una mezcla patrón 

10 ppm que contenía los nueve analitos descritos anteriormete. A partir de ésta se hicieron 

diluciones y se realizaron las curvas de calibración, trabajando en concentraciones 

comprendidas entre 10 ppb hasta 100 ppb. Los tiempos de retención para las sustancias 

registradas son estimados con exactitud y en simultáneo desde los componentes más 

volátiles hasta los menos volátiles (Figura 61). 
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Figura 61. MRM de algunos de los analitos estudiados. a) Clorpirifos, b) Amitraz, e) Atrazina, d) 
Diclorvos, e) Endosulfan, fi Fipronil 

Teniendo en cuenta que este equipo crea métodos de análisis MRM automáticamente, 

ua partir de una base de datos y obteniendo así las transiciones mas abundantes, para cada 

uno de los analitos estudiados. En la Figura 62 se observa un cromatograma (MRI5/1) para 

el diclorvos y las transiciones mas abundantes de este que son (184,9 ----> 93,0; 
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109 --I. 79,0). Se aplicó el mismo procedimiento para los 8 malitos restantes, y asi conocer 

sus principales iones. Todos los plaguicidas se detectaron con gran selectividad y sin 

interferencia. 

510 3
2.5 

2 

15 

1 
0.5 

o 

x10 3
3.5 

3. 

2.5 

2 

1.5 - 

1 

0.5 

o 

<10 3
9 

8 

7 

6 
5 

4 

3 

2 

1 

o 

Cpd 2: Dichlorvos: +EI MRM CID@10.0 (184.9 -> 93.... 
4.966 
12 •-•:.5 

_ 
3 Coánts vs:4Aguisitkon TinMmin) 6 6.5 

Cpd 2: Dichlorvos: +El MRM:5 (4.589-5.233 min, 308 Scans) CID95.0 (109.0 -> 79.0) miel 10 ppb... 
7%o 

75.5 76 76.5 77 77.5 78 78.5 79 79.5 80 80.5 81 81.5 82 82.5 
Counts vs. Mass-to-Charge (nnlz) 

Cpd 2: Dichlorvos: +El MRM:2 (4.957-5.009 min, 26 Scans) CID@10.0 (184.9 -> 93.0) miel 10 ppb... 
93 0 

89 895 9'0 90.5 91 91.5 92 92.5 93 93.5 94 94.5 95 955 96 96.5 97 
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z) 

Figura 62. MRM y las transiciones más abundantes para el Diclorvos 

Una vez aplicadas las extracciones por el procedimiento Quechers a las mieles, se 

procede a analizar los resultados. En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos de 

residuos de plaguicidas determinados por GC-MS/MS y, en las diferentes muestras de 

miel. Se calculó la concentración para cada uno de los analitos, e interpolando los valores 

del área en las curvas de calibración. Los valores de concentración de cada uno de los 

analitos fueron provistos por el CATA. Los límites de detección de esta técnica varían de 2 

a 5 ppb. 
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Tabla 14. Resultados obtenidos para las muestras de miel aplicando Quechers por GC-MgMS 
(PO) 

Pool* Diclorvos Timol Atrazina Clorpirifos Fipronil Endosulfart Arnitraz Curotafós Cipermetrina 

ND ND 10,69 ND ND ND 9,41 ND ND 

2 ND 1501 10,45 ND ND ND 12,66 ND ND 

3 4,75 12017 11.20 ND ND ND 10,06 ND ND 

4 ND ND 10,71 ND ND ND 11,30 ND ND 

5 ND ND 26,57 ND ND ND 320 NI) NI) 

6 ND 41,83 10,40 ND ND ND 319 ND ND 

7 ND ND 10,38 ND ND ND 45,99 ND ND 

ND 1398 10,39 ND ND ND 37,81 ND ND 

9 ND 21,25 10,38 ND ND ND 48,80 ND NI) 

10 ND ND 10,38 ND ND ND 10,20 ND ND 

11 2,22 62,15 10,46 ND ND Ni) 68,47 ND 11/41D 
12 ND ND 10.38 ND ND ND 11,41 ND ND 

13 ND 1985 10,36 NI) NI) ND 7,93 NI) ND 

14 47,10 ND 10,42 ND ND ND 10,05 ND ND 

15 ND 655 10,40 NI) ND NI) 7,10 NI) Ni) 

16 56,56 456 10,39 ND ND ND 14,8 ND ND 

17 ND NI) 10,37 ND ND NI) 8,01 ND NI) 

18 ND ND 10,38 ND ND ND 7,80 ND ND 

19 ND 4075 10,42 NI) ND ND 8,05 ND ND 

20 9,35 ND 10,36 ND ND ND 7,02 ND ND 

21 ND 10,36 ND ND ND 7,22 NI) ND 

22 ND 10,41 ND ND ND 7,92 ND ND 

23 1692 10,36 ND Ni) ND 7,33 N13 NI) 

24 4061 10,37 ND ND ND 7,04 ND ND 

* Las muestras que involucran el número de pool, ubicación y fecha están descriptas en 

la tabla 6. 

Con respecto a los residuos de plaguicidas encontrados, se puede decir que se registró 

presencia de timol, principalmente en las mieles a las cuales se les aplicó tratamiento 

orgánico (muestras 2, 3, 6 y 8). Es importante destacar el uso periódico de las tabletas de 

timol para el control de la Varoosis y parasitosis (aproximadamente cada 15 días). Se ha 

demostrado en otros estudios la importancia del contacto de las tabletas de timol con la 

abeja para tener una mayor dispersión y eficacia del producto [82,83]. Para el timol, como 

para otros aceites esenciales están dentro del estado legal de la FAO como Generally 
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Recognized As Safe (GRAS) en concentraciones superiores a 50 mg/kg, es decir que estas 

sustancias en la miel son de interés no toxicológico [22]. De este acuerdo con la regulación 

estadunidense N° 2377/90, estas sustancias están en el grupo II de las drogas veterinarias 

no tóxicas, las cuales no necesitan LMRs [84]. Los aceites esenciales son, sin embargo, 

sustancias olorosas intensivas y pequeñas cantidades en la miel pueden alterar su sabor 

[85]. También se encontró residuo de timol en la muestra 9, a la cual se le aplicó 

tratamiento sintético, esto puede atribuirse a la contaminación cruzada entre colmenas, la 

cual tiene lugar cuando las abejas salen durante su pecoreo. 

El diclorvos es un insecticida muy polar y soluble en agua cuya eficacia ha sido 

demostrada en diferentes trabajos [86,87]. Se encontró residuo de este insecticida en la 

muestra de miel 3 que está ubicada en la zona de alta actividad agrícola. El valor 

encontrado no sobrepasa los LMRs permitidos para granos que es 500 ppb [88]. Es 

importante resaltar que la contaminación en la miel por este plaguicida se debe a la 

aplicación del mismo en los cultivos de maíz y otros productos de la zona, indicando de 

esta manera la importancia de la abeja y sus productos como posibles indicadores 

ambientales. 

La atrazina, que es mi herbicida utilizado para los cultivos de maíz y sorgo, es aplicado 

al suelo, aunque también puede ser eficaz en aplicaciones sobre el follaje, posee una 

residualidad de 2 a 6 meses [89]. Se encontró residuo en varias muestras analizadas tanto 

por GC-MS/MS corno por UPLC, aunque estos valores no sobrepasan los LMRs 

permitidos en la miel que son 0,2 ppm [90]. Es por ello que es muy importante conocer un 

poco más sobre la capacidad de retención y la persistencia de la atrazina. Para ello 

diferentes autores han investigado los procesos de adsorción y degradación del herbicida 

en suelos agrícolas. [91, 92]. A su vez otros autores han reportado una vida media de 

atrazina de 120 días, 0,8 y 1,1,12 años [93,94]. Confirmando de esta manera la persistencia 

de este analito en el ambiente en diferentes matrices como el suelo y la miel. Los 

resultados muestran ausencia de clorpirifos, fipronil, endosulfan y cipermetrina. 

El amitraz es uno de los acaricidas más comúnmente utilizado por los apicultores para 

combatir los ácaros y parásitos como la Varroa jacobsoni y Apis ascophera [95 ,96]. Los 
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análisis de residuos muestran la presencia de amitraz en todas las mieles estudiadas por la 

técnica cromatográfica GC-MS/MS, lo cual era de esperarse ya que durante el desarrollo 

de este estudio se aplicó permanentemente en las colmenas elegidas como "tratamiento 

sintético". Sin embargo, los valores encontrados, no sobrepasan los LMRs (Amitraz 200 

ppb), excepto las muestras 5 y 6 (320,3 y 318,8 ppb). Una posible explicación a estos 

resultados es que el amitraz haya sido aplicado como insecticida en plantaciones de maíz y 

trigo cercanas a la zona de estudio. En el caso de cultivos de trigo presenta una gran 

importancia, por las enfermedades causadas por hongos, entre las que se encuentra la 

fusariosis o 'golpe blanco' de la espiga [97]. Es importante comparar los resultados de este 

estudio con otros autores que resaltan la alta actividad de este principio activo, ellos hablan 

de una baja capacidad de dejar residuos en miel como en cera. Los bajos niveles de 

residuos generalmente determinados en miel aun cuando el amitraz es directamente 

administrado en la colmena se deberían a su rápida degradación [98]. De acuerdo a otros 

autores el amitraz es el único acaricida de síntesis estudiado que se descompone en la miel, 

siendo completamente degradado dentro de los 10 días por ruptura de los enlaces amino de 

su molécula [99]. Resulta muy interesante hacer la comparación en este caso de las 

técnicas implementadas ya que por HPLC-MS/MS no se encontró en ninguna de las 

muestras analizadas, pero cuando se realizó la determinación por GC-MS/MS se encontró 

residuos de este en las 24 muestras estudiadas. Si bien no fueron las mismas muestras 

analizadas por una técnica y otra sería muy interesante poder hacer el estudio sobre las 

mismas muestras por las diferentes técnicas analíticas, teniendo en cuenta de que tienen 

diferente sensibilidad y trazabilidad. 

En cuanto al cumafós se observan trazas en todas las muestras analizadas por UPLC-

MS/MS. Aunque durante el desarrollo del proyecto no se aplicó cumafós, este producto se 

aplicó durante muchos arios consecutivos utilizando pastillas de cumafós ABVarC, sin 

rotación de drogas. Además 

La presencia de cumafós puede explicarse por su gran afinidad por los lípidos ya que la 

cera de abejas presenta en su composición un importante contenido de ácidos grasos de 

alto peso molecular, lo que la hace un medio adecuado para la acumulación de sustancias 

lipofílicas como el cumafós [100]. Estudios anteriores han demostrado que el cumafós se 
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acumula a lo largo del tiempo en la cera de la colmena y contamina en baja proporción a la 

miel [101]. De esta manera podemos comparar nuestros resultados con otros autores que 

han analizado residuos de este acaricida en cera y en la miel en cuatro cuadros 

representativos de cuatro apíarios diferentes escogidos al azar. Ellos encontraron una alta 

concentración de residuos de coumafós en cera en comparación con la cantidad encontrada 

en la miel. (Límite de detección en cera: 15 ppb, limite de detección en miel: 5 ppb) [102]. 

De esta manera podemos concluir que nuestros límites de detección son mucho más bajos 

que los informados en este estudio, aunque hubiera sido muy interesante poder realizar en 

análisis sobre la cera. 
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El desarrollo de algunos sectores de la agricultura se encuentra estrechamente 

relacionado con la actividad apícola, teniendo en cuenta que esta especie desempeña un rol 

muy importante en la polinización de cultivos, principalmente en frutas y hortalizas. 

Aproximadamente un 90 % de la producción de alimentos dependen de la polinización de 

la Apis melífera que es uno de los agentes polinizadores más importantes a nivel mundial. 

Tal como se mencionó anteriormente, se realizaron muestreos durante tres años 

consecutivos. Se recolectaron un total de 445 muestras con las cuales se formaron 81 

pooles, de los cuales 58 fueron sometidos al análisis de residuos de plaguicidas de uso 

agrícola y medicamentos de uso apícola, aplicados por los apicultores para mantener la 

sanidad de las colmenas. 

De la misma manera fueron sometidos 71 pooles a diferentes análisis fisicoquímicos de: 

humedad, color, acidez y contenido de HMF. A partir de estos resultados se pudo concluir 

que las mieles estudiadas satisfacen las especificaciones de calidad establecidas por el 

C.A.A. 

Se realizó un análisis estadístico que mostró que existe diferencia significativa entre las 

localidades de Gigena y Merlo para Color, acidez y HMF. Para el parámetro de humedad 

no se encontró diferencia significativa. 

En cuanto a los plaguicidas de uso agrícola, a partir de estos estudios se pudo 

determinar que el 50% de las muestras contienen residuos de atrazina y el 7% de diclorvos. 

La importancia de esta observación reside en el hecho que dichos plaguicidas no son 

empleados por los apicultores, sino que serían incorporados a la colmena por las abejas, 

quienes durante su pecoreo se ponen contacto con zonas contaminadas con los mismos. Lo 

que demostraría que los productos de la colmena, como la miel, bien pueden jugar el rol de 

indicadores de la contaminación ambiental. Respecto a los plaguicidas de uso apícola, el 

100% de las muestras analizadas presentan residuos de amitraz, lo cual es lo esperado dado 

que fue empleado por los apicultores para control de la Varroa. Si bien, del total, solo 2 

muestras superan el LMR (300 ppb) es un resultado muy importante para los apicultores en 

cuanto a la aplicación sin control que pueda hacerse del mismo ya que demuestra que 
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efectivamente este acaricida llega a la miel y la contamina pudiendo acumularse. 

Por otra parte, el 50% de las muestras contienen residuos de cumafós, aunque no 

superan el LMR (100 ppb). Este resultado es de suma importancia dado que este último 

acaricida no fue empleado por los apicultores, lo cual confirma que el mismo, por sus 

características de liposolubilidad, puede quedar almacenado en la cera y luego transferirse 

a la miel. 

Finalmente es importante destacar que, dado que en la zona agrícola de la provincia de 

Córdoba principalmente se cultiva soja sería sumamente importante el análisis de residuos 

de glifosato en ¡nuestras de miel. Si bien en este trabajo de Tesis no se llegó al análisis de 

las muestras obtenidas se logró poner a punto la técnica de determinación del mismo y su 

metabolito AMPA y se probó una metodología de extracción sumamente sencilla con 

resultados aceptables. 
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