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Resumen

Elmonitoreo de residuos de pesticidas en miel es importante debido al riesgo potencial que estos representan para la salud
y porque ambientalmente permite obtener informacion de los pesticidas que han sido usados en los cultivos alrededor de la
colmena. Para que los resultados tengan relevancia real es importante elegir cuidadosamente cuales pesticidas monitorear.
La seleccion de los 41 pesticidas evaluados se realiz6 en base a la probabilidad de ser encontrados en miel y productos de
la colmena, determinada mediante la frecuencia de aparicion de muestras positivas en la bibliografiay en la base de datos
pesticides-online. Se consideraron ademas datos recientes de laimportacion de pesticidas en Uruguay. Se presenta una
simple variacion del método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) para la determinacion de
residuos de pesticidas en miel. Se evaluaron dos métodos de clean-up: freeze-out (extracto a -20 °C durante 15 h) y d-SPE
(Extraccion en Fase Solida dispersiva) utilizando como sorbente PSA (Primary and Secondary Amine). Los pesticidas
fueron determinados por LC-MS/MS (QTrap) en modo positivo y negativo. Las recuperaciones estuvieron entre 81-111%
para el clean-up dispersivo con excepcion de cinco pesticidas acidos que si se recuperaron al realizar freeze-out (recupe-
raciones entre 80-114% con excepcion de tres pesticidas). Los porcentajes de DER (Desviacion Estandar Relativos) fueron
menores a 16% en un mismo dia y menores a 20% entre distintos dias para la mayoria de los pesticidas. Todos los pesticidas
presentaron buenas linealidades con R%>0,99 en el rango 0,01-0,4 mg/L. La mayoria de los pesticidas presentan limites de
cuantificacion de 0,01mg/kg que es el menor limite méximo de residuos establecido por la Unidn Europea para miel. Este
método se ajusta al doble objetivo de evaluar la calidad de las mieles uruguayas, cumpliendo con conceptos de seguridad
alimentaria, facilitar el comercio internacional asi como encaminar los intentos de utilizar la colmena como bioindicador de
calidad ambiental de una region.
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Summary

Multiresidue Analysis of 41 Pesticides in Honey by LC-MS/MS: Evaluation
of Two Clean-up Methods

Monitoring of pesticide residues in honey is important due to the risk they pose to human health, but also from an environmental
point of view, because they provide relevant data on the pesticides that have been used in the hive surroundings. Which
pesticides are monitored is crucial for the real significance of the results obtained. The selection of the 41 pesticides employed
inthis study was based on their relevance for bee products as reflected by the frequency of residue findings in the literature and
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the pesticides-online database. Recent data concerning the import of pesticides in Uruguay were also considered. A simple
variation of the QUEChERS method (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe) for the pesticide multiresidue analysis
of honey is presented. Two clean-up methods were evaluated: freeze-out (extract placed at -20 °C for 15 h) and d-SPE
(dispersive Solid Phase Extraction) using PSA (Primary and Secondary Amine) as sorbent. Pesticides were determined by
LC-MS/MS (QTrap) in positive and negative mode. Recoveries were between 81-111 % for the dispersive clean-up except
for five acidic pesticides which were recovered by freezing-out (recoveries between 80-114% except for three pesticides).
RSD percentages (Relative Standard Deviation) were less than 16% in one day and less than 20% between different days for
most of the studied pesticides. All pesticides showed good linearity, with R%>0.99 in the range 0.01-0.4 mg/L. Most of the studied
pesticides have a limit of quantification of 0.01 mg/kg which is the lowest maximum residue limit set by the European Union for
honey. This method serves the double purpose of evaluating the quality of Uruguayan honeys, in terms of food safety with
commerce exchange parameters, as well as an input provider for the use of the hive as a bioindicator of environmental quality

of aregion.
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Introduccion

Del monitoreo de residuos de pesticidas en miel es po-
sible colectar datos relevantes con relacion al riesgo poten-
cial que representan para la salud de los consumidores,
pero ademas se obtiene informacion de los pesticidas que
han sido usados en los cultivos alrededor de las colmenas
de donde esta proviene (Porrini et al., 2002, 2003; Rissato
etal., 2007; Balayiannis y Balayiannis, 2008). Reciente-
mente se han realizado distintos monitoreos y estudios en
Europay Estados Unidos encontrandose residuos de pes-
ticidas en productos de la colmena (Porrini et al., 2003; Fell
y Cobb, 2009; Johnson et al., 2010; Mullin et al., 2010), lo
que ha motivado el establecimiento de medidas rigidas de
control para-arancelario que regula la entrada de productos
apicolas en esos mercados. La determinacion de residuos
de pesticidas en miel se realiza empleando métodos multi-
residuo, donde un ndmero elevado de pesticidas es moni-
toreado en una sola determinacion analitica. El problema
que se presenta muchas veces en un método multiresiduo
es cuales pesticidas pueden o no ser analizados para que
los resultados tengan relevancia real. Esta seleccion define
el alcance del método y su aplicabilidad y generalmente se
hace en base a la disponibilidad instrumental para realizar
estas determinaciones. Existen distintos métodos analiticos
para el anlisis de residuos en miel donde se utiliza, parala
determinacion instrumental de los pesticidas, tanto croma-
tografia liquida como gaseosa acoplada a detectores clasi-
cos como arreglo de diodos, detector fotométrico de llama,
de nitrégeno y fésforo, asi como detectores de Ultima gene-
racion como masas en tandem (Fernandez et al., 2002a,
2002b; Herrera et al., 2005; Pirard et al., 2007; Rissato et
al., 2007; Bargafiska y Namiecenik, 2010; Bonzini et al.,

2011; Tomasini etal., 2011; Wiest etal., 2011). Las ventajas
de los detectores de masa en tindem comparados con los
detectores clasicos son su exactitud en la determinacion del
compuesto, y su capacidad para detectar concentraciones
de pesticidas mucho mas bajas (Fernandez et al., 2002a;
Wiestetal., 2011).

Se presenta un método para la determinacion de los
residuos de pesticidas en miel que se evaluaron como mas
relevantes por ser los empleados en Uruguay, que cumple
con el triple propdsito de asegurar la salud de los consumi-
dores, de controlar la calidad de la miel para exportacion y
de realizar las determinaciones para encaminar los intentos
de utilizar la colmena y sus productos como hioindicadores
de calidad ambiental de una region.

Materiales y métodos

Reactivos y estandares

Se utiliz6 acetonitrilo (MeCN) y metanol de calidad HPLC
de Merck (Darmstadt, Germany). El agua fue desionizada
en el laboratorio con un purificador de agua Millipore (Bille-
rica, MA, USA) Direct-Q 3. Se utiliz formiato de amonio de
Sigma-Aldrich Buchs, sulfato de magnesio anhidro ppa de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y &cido férmico pa
(98-100%) de Merck. El sorbente amina primaria y se-
cundaria (Bondesil-PSA, 40 um) utilizada es de Varian
(PaloAlto, CA, USA). Los estandares analiticos de pureza
>095% son de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Germany),
Riedel-de Haen (Seelze, Germany) y LGC Promochem
(Wesel, Germany). Las soluciones stock de estandares de
1 mg/mL se prepararon en acetonitrilo, considerando la pureza
del estandar, pesando cada estandar analitico individualmente
enmatraces aforados disolviendo y llevando a volumen.
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Las soluciones mezcla de estandares de trabajo se pre-
pararon mezclando y diluyendo exacta y apropiadamente
mdltiples soluciones stock con acetonitrilo. Todas las solu-
ciones se conservaron en la oscuridad por debajo de 4 °C.
La solucion stock del estandar interno (EI) Clorpirifos deute-
rado se prepar6 de la misma forma que las soluciones
stock de pesticidas. La solucion de trabajo del El se prepard
aunaconcentracion de 10 mg/L en acetonitrilo y se agregd
alas muestras al inicio de la preparacion de muestras. Una
dilucién apropiada de esta solucion a 1 mg/L en acetonitrilo
se utilizd para la preparacion de los estandares de calibracion.

Instrumentos

Se trabaj6 con pipetas automaticas adecuadas para vo-
limenes de 10-100 uL, 200-1000 pL y 1-10 mL de Eppen-
dorf (Hamburg, Germany), balanzas analiticas con capaci-
dad de medir hasta 0,1 mg o hasta 0,01 g de Mettler-Toledo
(Greifensee, Switzerland), dispensador automatico OPUS
model (20 0 50 mL) de Hirschmann Laborgeréte (Ebersta-
dt, Germany), tubos de centrifuga de 50 mL PP descarta-
bles con taparosca, 114x28 mm, de Sarstedt (NUmbrecht,
Germany) y de 10 mL PP descartables con tapa rosca,
17x84 mm, de Simport (Beloeil, QC, Canada), dispensa-
dor de solvente de 10 mL para acetonitrilo de Eppendorf,
centrifuga capaz de alcanzar al menos 3000 x g, Rotana
460 model de Hettich (Tuttlingen, Germany), viales de auto-
sampler de 1,5 mL y viales con tapa rosca de 20-mL de
Ziemer GmbH (Mannheim, Germany), potes de plastico
(apilables) para almacenar las sales de particion ya pesa-
das y mezcladas utilizados de Juro-Labs (Henfenfeld,
Germany). Un divisor de muestras Repro highprecision de
Biirkle (Bad Bellingen, Germany) se emple6 para repartir
los solidos necesarios para la d-SPE. LC-MS/MS se rea-
lizd con un equipo de Waters (Milford, USA) Acquity UPLC
system acoplado a un API 4000 Qtrap MS/MS de Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA). La separacion se rea-
liz6 en una columna Phenomenex (Torrance, CA, USA)
Agua 150 mmx2 mm, 3 um particle size, C18.

Andlisis por LC-MS/MS: se emple6 un gradiente con
una fase mévil compuesta por A: formiato de amonio 5 mM
en agua; B: formiato de amonio 5 mM en metanol. Se utilizo
un flujo de 100 uL/min comenzando con 100% A al mo-
mento de la inyeccion y se cambia gradualmente a 30% A
(70% B) durante 3 min, luego se cambia a 15% A (85% B)
durante 3 min a 300 uL/min, siguiendo a 10% A (90% B)
durante 3 min. Esta composicion de eluente se mantuvo
durante 3miny luego se cambi6 en 0,5 min a las condicio-
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nes iniciales (100% componente A) hasta completar 22 min
postinyeccion. El volumen de inyeccion fue 5 ulL. La detec-
cién en MS/MS se realiz6 en modo monitoreo de reaccion
multiple (MRM) usando una interfase de ionizacion por elec-
trospray (ESI) en modo de ionizacion positiva y negativa. El
voltaje de ionizacion fue 4500 V, el gas de nebulizacion fue
aire a 70 psi, y el curtain gas fue nitrégeno a 30 psi. La
evaporacion por solvente en la fuente fue asistida por un gas
para secado (aire calentado a 425 °C/ 50 psi). Se realiza-
ron numerosos experimentos utilizando soluciones de ana-
litos por separado para determinar los modos de ionizacion
y transiciones MRM 6ptimas, energias de colision y poten-
ciales de declustering para cada compuesto individualmen-
te. Para esto se utilizé una bomba de jeringa a flujo constan-
te para la inyeccion directa al equipo de MS/MS de la solu-
cion de estandar. Los pardmetros del MS/MS utilizados en
este estudio estén listados en el Cuadro 1.

Preparacion de muestras

Se probd la metodologia de andlisis multiresiduo deno-
minada QUEChERS (Anastassiades et al., 2007) y se com-
pararon dos opciones (ay b) de purificacion del extracto:

Extraccion

Enun tubo de centrifuga se pesa 5,00 + 0,01 g miel, se
agrega 10 mL H,0, 10 mL MeCN y 100 uL de Clorpirifos
deuterado 10 mg/L (estandar interno) y se agita manual-
mente durante Iminuto. Agregar la mezcla de sales previa-
mente preparada: 4 g MgSO, anhidro, 1 g NaCl, 1 g
Na,citrato.2H,0, 0,5 g Na,Hcitrato.1,5H,0, agitar manualmen-
te durante 1 minuto, centrifugar durante 5 mina 3000 x g, tomar
6 mL sobrenadante.

Purificacion
Opcibn a:

Freeze-out: Colocar el extracto en freezer a-20 °C du-
rante 15 h. Filtrar inmediatamente al sacar del freezer por
embudo con algodon. Tomar alicuota para inyectar en LC-
MS/MS.

Opcion b:

Extraccion en fase sélida dispersiva (d-SPE): colocar el
extracto en un tubo de 10 mL conteniendo PSA (25 mg/mL)
y MgSO, (150 mg/mL), agitar 30 segundos en vortex, cen-
trifugar durante 5 min a 3000 x g, tomar sobrenadante y
colocar en vial de 20 mL, agregar Acido Férmico 5% en
MeCN (10 pL/mL), homogeneizar. Tomar alicuota para
inyectar en LC-MS/MS.
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Cuadro 1. Parametros instrumentales del API1 4000 Qtrap MS/MS utilizados en este estudio. DP: Declustering Potential; CE:
Collision Energy; CXP: Cell Exit Potential,

Primera

Pesticida ~ Transicion DP ~ CE  CXP Segunda DP CE  CXp Tercera P CE CXP
miz>miz Transicionm/z>m/z Transicionm/z>m/z

Azoxistrobin 404,2>329 46 41 18 404,2>344,1 46 35 20 404,2>372,3 46 21 10
Boscalid 343,1>1399 76 29 12 343,1>306,8 76 29 18
Carbaril 202,2>1271 46 39 8 202,2>145,1 46 13 10
Carbendazim 192,2>132 56 43 22 192,2>160,1 51 25 10
Carboxin 236,1>1431 46 23 8 236,1>87 46 35 14 236,1>93,1 46 47 16
Clorpirifos-etil 351,9>200 61 25 1 351,9>97,1 61 53 4
Clodinafop-
propargil 350,1>238,2 41 31 4 350,1>266,1 41 23 4 352,1>268,2 41 23 4
f;',ﬂi';’;””a‘ 46715251 51 23 12 467,15450,1 51 15 6 469,1>452,1 5% 13 6
Dimetoato 230,1>1249 46 29 10 230,1>170,9 46 21 14 230,1>198,8 46 15 12
Epoxiconazol 330,1>121,1 51 29 8 330,1>75 51 101 6
Hexitiazox 353,1>168 66 37 14 353,1>227,7 61 23 14 355,1>229,8 56 23 14
Imazalil 297,2>159,1 56 31 14 297,2>200,9 56 25 16 299,1>160,9 46 29 10
Imidacloprid 256,1>175 51 19 10 256,1>209 51 21 12 258,1>210,9 46 23 12
Iprodione 330,1>2449 61 21 14 330,1>287,9 61 19 16 332,1>246,9 61 21 14
Linuron 249>159,9 61 25 10 249>182 61 23 12 251,1>161,9 61 27 14
Metalaxil 280,2>1921 61 25 10 280,2>220,1 61 21 12 280,2>248,1 61 15 12
Metomilo 163,1>1059 46 15 18 163,1>107,1 46 11 8 163,1>87,9 46 13 14
Metoxifenozide 369,3>1491 21 23 4 369,3>313,2 21 15 6 369,3>91 21 61 4
Metolaclor 284,1>176,1 46 35 10 284,1>252 51 21 16 286,1>254 46 21 14
Metribuzin 215,2>187,1 66 25 12 215,2>74,1 66 49 12 215,2>84,1 61 31 14
Miclobutanil 289,2>125 61 49 8 289,2>70 61 37 12 291,2>70,1 56 43 12
Ometoato 214,1>1249 51 31 8 214,1>154,8 51 23 14 214,1>182,9 51 17 12
Profenofos 373,1>1281 41 55 4 373,1>302,9 41 25 4 375,0>304,9 41 25 4
Piraclostrobin 388,1>163 51 35 14 388,1>194 51 19 16
Tebuconazol 308,1>125 51 55 4 310,1>70 51 43 4
Tebufenozide 353,3>133 16 25 4 353,3>297,2 16 15 4
Tetraconazole 371,9>159 61 49 10 371,9>70 61 51 4 372>159 81 39 14
Tiacloprid 253,1>126 41 29 4 255,1>128 41 27 4
Tiametoxam 292>131,9 26 29 4 292>181,2 26 29 4 292>211,1 26 19 4
Tiodicarb 355>107,9 61 21 20 355>87,9 56 33 14
Triflumuron 359,1>139 31 47 4 359,1>156,2 31 23 4 361,1>158 46 29 4
Amitraz 294,3>1632 51 21 14 294,3>121,9 51 43 8 294,3>107,0 51 59 18
Flutriafol 302>70 41 45 12 302>123,1 41 43 8 302>95,1 41 73 6
Cumafos 336>227 81 37 12 336>306,9 81 25 18 363>334,9 81 23 20
Haloxifop 362,1>3159 81 25 18 362,1>91 81 47 6 364,1>318 71 27 6
Imazapir 262,2>217 46 29 12 262,2>220 46 25 12 262,2>149 46 37 8
Metsulfuron metil ~ 382,1>167 61 23 10 382,1>199 61 31 12 382,1>77,1 61 81 4
Dicamba 219>174,9 -40 -10 9 220,9>176,9 -40 -10 -9
Picloram 240,9>196,8  -50 -14 -11 238,9>194,9 -45 -14 -9 238,9>122,9 -45 -32 -7
Imazetapir 288,1>244,0  -55 -20 -1 288,1>200,9 -55 -32 11 288,1>185,9 -55 -50 -9

Teflubenzuron 378,9>339 -25 -16 -12 378,9>195,9 -25 -32 0 381>197,8 -25 -30 0
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Resultados y discusion

Para el presente estudio, la seleccion de los 41 pestici-
das evaluados se realiz6 en base a la probabilidad de ser
encontrados en miel y productos de la colmena, determina-
da mediante la frecuencia de aparicion de muestras positi-
vas en la bibliografia y en la base de datos pesticides-online
(CVUA Stuttgart, 2007). Se consideraron ademés datos
recientes de laimportacion de pesticidas en Uruguay (DGSA,
2010).

El método desarrollado es una simple variacion del
método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe) (Anastassiades et al., 2007) para la de-
terminacion de residuos de pesticidas en miel. Se evalua-
ron dos métodos de clean-up: freeze-out (extracto a-20 °C
durante 15 h) y d-SPE (Extraccion en Fase Soélida disper-
siva) utilizando como sorbente PSA (Primary and Secon-
dary Amine). Los pesticidas fueron determinados por LC-
MS/MS cromatografia liquida acoplada a masas en tan-
dem (QTrap) en modo positivo y negativo.

La comparacion entre las dos opciones de purificacion
se realiz6 evaluando cuél de los dos procedimientos permi-
te alcanzar un valor mas cercano al valor terico que se
deberia obtener cuando se adiciona una cantidad preesta-
blecida del pesticida a monitorear a la muestra blanco (pre-
viamente analizada para verificar que no contenga los pes-
ticidas a estudiar). Este valor llamado recuperacion es uno
de los parametros establecidos por las guias europeas para
la validacion de una metodologia para analisis de residuos
de pesticidas en alimentos de la Direccion General de Sani-
dad y de los Consumidores (DG-SANCO) (Pihlstrom,
2011). El pardmetro «recuperacion» se obtiene calculando
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el porcentaje para cada pesticida que es posible determinar
efectivamente luego de haber realizado todos los pasos del
método analitico en una muestra blanco a la que se le adi-
ciond previamente una cantidad exactamente conocida de
pesticida. Estos resultados se resumen en la Figura 1. Se
tomo para la evaluacion y comparacion el criterio estableci-
do enla DG-SANCO que define como aceptables las recu-
peraciones que se encuentran entre 70y 120%. Las recu-
peraciones para el clean-up dispersivo fueron aceptables
para un método multiresiduo (81-111%) con excepcion de
los cinco pesticidas &cidos de los cuales Haloxifop e Ima-
zapir fueron analizados con ionizacién positiva y Dicamba,
Picloram e Imazetapir con ionizacion negativa (Figura 2).

Para el clean-up con freeze-out las recuperaciones tam-
hién fueron aceptables: estuvieron entre 80-114% con ex-
cepcion de Tiametoxam, Metsulfuron-metil y Ometoato.

Ambos métodos de clean-up dieron resultados igual-
mente buenos para 36 pesticidas con recuperaciones acep-
tables de acuerdo a la reglamentacion citada anteriormente.

Se observaron diferencias entre ambos clean-up para
los pesticidas acidos marcados en la Figura 2. Estos que-
dan retenidos al realizar el clean-up con PSA, pero si se
obtienen buenas recuperaciones con el freeze-out.

En el caso de encontrarse un residuo de estos pestici-
das &cidos en una muestra real se debe realizar freeze-out
como purificacion del extracto en la repeticion del analisis
con fines confirmatorios y cuantitativos y con PSA para el
caso de Tiametoxam, Metsulfuron-metil y Ometoato.

Estos métodos han sido desarrollados en un equipo LC
MS/MS (Qtrap) similar al disponible en el Polo Agroali-
mentario y Agroindustrial de Paysandu de la Universidad
de laRepublica donde ya han sido reevaluados y validados

Pesticidas en modo negativo
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Figura 1. Recuperaciones de los pesticidas para las opciones de purificacion y modos de ionizacion del estudio.
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Figura 2. Estructuras quimicas de pesticidas con diferencias entre las opciones de purificacion del estudio.

los métodos. De ahi suimportancia, ya que se ajustan al
triple objetivo de evaluar la calidad de las mieles uruguayas,
cumpliendo con conceptos de seguridad alimentaria, de
facilitar de comercio internacional, y de comenzar los estu-
dios para utilizar la colmenay sus productos como bioindi-
cadores de la calidad ambiental de agroecositemas uru-
guayos.

Validacion del método

Para realizar la validacion del método se estudiaron los
niveles 0,01 mg/kg y 0,05 mg/kg que son los niveles que la
Unién Europea establece como limites maximos de resi-
duos tolerables en miel. La exactitud del método fue estudia-
da mediante los porcentajes de recuperacion de cinco répli-
cas, obtenidas como se detalld anteriormente. La precision
fue estudiada mediante el porcentaje de Desviacion Estan-
dar Relativa (%DER) de las mismas cinco réplicas (Figura
3). Estas se encontraron por debajo de 16%, lo cual es
aceptable segln la guia SANCO que establece un 20%
como maximo permitido, con excepcion de Imazapir que
presentd un 26% DER. La reproducibilidad intermedia o
también llamada precision entre-dias, evaluada mediante el
%DER de estudios realizados distintos dias, también fue
aceptable (<20%) con excepcion de Imazapir.

Se obtuvieron limites de cuantificacion o limites de repor-
te, como se denominan en la guia SANCO de 0,01 mg/kg,
parala mayoria de los pesticidas en estudio, con excepcion

%DER
W<s% s5.9% M10 -16%

Figura 3. Porcentajes de Desviacion Estandar Relativa ob-
tenidos de la validacion del método.
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de Boscalid (0,05 mg/kg), Metsulfuron metil, Imazapir y
Amitraz (0,2 mg/kg).

Se realizaron curvas de calibracién en solvente y en
matriz, que consiste en adicionar los pesticidas en cantida-
des conocidas a un extracto de miel blanco. Todos los pes-
ticidas estudiados presentan buena linealidad, R*>0,99 en
elrango 0,01 a 0,4 mg/L. Se calculé ademas el efecto ma-
triz como el porcentaje de la diferencia entre las pendientes
de las curvas de calibracion en matriz y en solvente res-
pecto a la pendiente de la curva de calibracion en solvente,
(pendiente curva calibracion en matriz-pendiente curva ca-
libracion en solvente)/pendiente curva calibracion en sol-
vente*100. Los pesticidas estudiados presentaron un efecto
matriz moderado (<11%) excepto Amitraz (-48%), Clorpiri-
fos (17%) e Imazapir (43%) por lo que se utilizaron las
curvas de calibracion preparadas en matriz para la cuanti-
ficacion de todos los experimentos. Este parametro es im-
portante porque se debe al aumento o supresion de la sefial
del analito que pueda ocasionar la matriz y su subestima-
cion al emplear curvas de calibracion en solvente lleva a
errores en la cuantificacion.
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