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RESUMEN

El'aumento de la poblacion en los altimos afios ha incrementado considerablemente, de esta
manerasla busqueda de alternativas en la produccion agricola para aumentar el
abastecimiento de alimentos de origen vegetal, ha recurrido al uso intensivo de plaguicidas
para el control“de malezas y aumento en la produccion de diversos cultivos vegetales. Sin
embargo, el uso inadecuado de los plaguicidas, especificamente los herbicidas triazinicos
que son el tema del estudio, pueden provocar dafios al ambiente y en el ser humano debido

a la presencia de residues quimicos en los alimentos frescos.

Las metiltiotriazinas estudiadas Ametrina (Am), Prometrina (Pm) y Terbutrina (Tb) en la
mayoria de los paises desarrollados estd prohibido o restringido su uso, y por ello en la
actualidad existen pocos registros de estudio de la presencia de sus residuos en los
alimentos, aun cuando estos herbi€idas ocupan el segundo lugar en su uso para el control de
malezas. Sin embargo, en México atn esta autorizado su uso en diversos cultivos, por ello
en el presente estudio se evalud la reproducibilidad y precision del Método LSE-SPE-
HPLC propuesto por Rodriguez<Gonzalo gt al. (2009) para determinar el contenido de
residuos de algunas metiltiotriazinas/en muestras de frutos y vegetales frescos (cafia de
azUcar, maiz, naranja, papa, pifia, apiogplatano, tomate, cebolla y pimiento) procedentes de
tres diferentes supermercados, con el-fin~de verificar el cumplimiento de los LMR

permitidos por norma.

La metodologia propuesta consistio en una etapa de extraccion LSE seguida de una
limpieza y preconcentracion mediante SPE. Como solucion extractante se utiliz6
diclorometano/acetona/n-hexano (1:1:1 v/v). Para la cuantificacion y deteccion de las
metiltiotriazinas se empled la técnica de HPLC. El método de mueStreo que se utilizo para
este tipo de alimentos se tomo del Manual Técnico de Muestreo de Productos Agricolas
para Determinacion de Residuos de Plaguicidas (SENASICA, 2012).

En la determinacion de la reproductibilidad y precision del método de extraccion, las
muestras se doparon con soluciones estdndar de las metiltiotriazinas estudiadasya una
concentracion de 0.01 ppm. Los cromatogramas obtenidos mostraron la ausencia de
sustancias interferentes, por lo cual no fue necesaria la modificacion de la metodologia“de

LSE-SPE. Los porcentajes de recuperacion de los analitos estudiados fueron superiores al
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95% con un coeficiente de variacion entre el 15-20% para la mayoria de las muestras; los
valares del %RSD fueron inferiores al de rechazo (%RDS=2.50). Por lo tanto, este método

fue empleado para el analisis de residuos de metiltiotriazinas en las muestras de estudio.

Los niveles.de concentracion de Am, Pm y Th encontrados en algunas de las muestras de
frutas y vegetales frescos estudiados son inferiores a los valores de LMR establecidos por
diversas organizaciones gubernamentales, nacionales e internacionales, quienes rigen el uso
adecuado de los plaguicidas en el sector agroalimentario (Normas oficiales mexicanas,
SENASA, SENASICA, COFEPRIS, CICOPLAFEST, EPA, Codex Alimentarius). Aunque
también se encontraron_sesiduos o trazas en algunas muestras donde su uso no estad

autorizado.

En Meéxico se han realizado diversos estudios de los valores de LMR de los plaguicidas
endosulfan sulfato, clorpirifos, DDT,.organoclorados, ureas, etc. que de las triazinas; aun
cuando la alta ingesta de los residuos triazinicos causan dafios en la salud humana, ya que
estan considerados como distuptores endocrinos. Es importante sefialar que los valores de
LMR permitidos en México paralas triazinas estudiadas son mas altos que los establecidos
en otros paises, como es el caso de la/Legislacioneespafola y europea, asi como de la EPA
(Agencia de Proteccion Ambiental de“los Estados Unidos). En el presente estudio, los
valores de LMR para las metiltiotriazinas estudiadas se encuentran en el margen de 0.05 a

0.25 ppm en la mayoria de las frutas y vegetales frescos estudiados.

Cabe destacar que, el método propuesto por Rodriguez-Gonzalo et al. (2009) fue apto para
determinar residuos de metiltiotriazinas en un intervalo de concentracion superiores a 0.005
ppm para las frutas y vegetales frescos estudiados (cafia de azlicarymaiz, naranja, papa,
pifia, apio, platano, tomate, cebolla y pimiento). Los datos obtenides demuestran que se
debe tener especial importancia de la presencia de residuos de plaguicidas‘en los alimentos

con el fin de ofrecer alimentos seguros a la poblacién.
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l. INTRODUCCION

Dentro” de los grupos de alimentos, las frutas y hortalizas son fundamentales en la
alimentacion; por ello la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) recomiendan que todas las
personas deberian consumir mayor cantidad de frutas y hortalizas con el fin de evitar
diversas enfermetades como la diabetes (FAO, 2006). Los alimentos frescos e inocuos,
como las frutas y+hortalizas, son importantes para una buena nutricion, y por ello se
requiere de un control &y huen manejo de los mismos desde su cultivo hasta su consumo
(FAO, 2016).

Los alimentos son una fuente”importante de agentes contaminantes de origen quimico
(plaguicidas, antibidticos, aditives)yfisico (residuos de vidrio, madera, particulas de polvo,
metales), y bioldgico (virus, parasitos\y bacterias), a los cuales el ser humano no es inmune.
Cuando los alimentos contienengniveles altos de agentes contaminantes conllevan riesgos
importantes para la salud de los-eansumidores (OMS, 2015). El origen de la contaminacion
de alimentos es diverso, extendiéndose a(los. sistemas de produccion, procesamiento,

distribucion y comercializacion (Varela 'y, Martinez;.2006).

Uno de los principales riesgos alimentarios se centra en los residuos de origen quimico
como los plaguicidas, antibidticos, hormonas metales pesados, compuestos bifenilicos,
dioxinas, cianuros y uso inadecuado de aditivos alimentarios; ademas de los alimentos
genéticamente modificados (OGM); o bien agentes no “cenvencionales que producen

enfermedades e implican riesgos para la salud (Varela y Martinez,.2006; FAO/OMS, 2003).

Los plaguicidas que comprenden un amplio grupo de compuestos{quimicos heterogéneos
son utilizados en las practicas agricolas para el control de plagas y malezas\en los cultivos,
con el fin de incrementar la productividad agricola y satisfacer las necesidades basicas de la
humanidad (Ohaco et al. 2010). Sin embargo, el uso inadecuado de los plaguicidas afecta
tanto al ambiente como a la salud de los consumidores y, eventualmente, en las
exportaciones de alimentos hacia paises con regulaciones estrictas y mecanismes de

verificacion eficientes pueden tener un impacto negativo (Albert, 2005a).



Entre los distintos grupos de plaguicidas usados en el control de malezas (malas hierbas) en
los~Cultivos agricolas destacan los herbicidas, como es el caso de las triazinas que son
ampliamente empleadas por los agricultores de Estados Unidos y México; tanto en las
etapas de.preemergencia como post-emergencia en distintos cultivos, como la cafia de
azlcar, maiz, .pifia, platano, naranjo, avena, cebada, esparrago, lenteja, papa, sorgo,
zanahoria, chicharo, tomate, trigo entre otros (Flores, 2000). Sin embargo, el uso no
adecuado de estas sustancias y las malas practicas agricolas y de poscosecha conllevan a la

presencia de residuos-de estas sustancias en las frutas, cereales y/o hortalizas.

Por lo anterior, diversos.autores han propuesto la utilizacion de nuevas técnicas analiticas
para el analisis de residuas-de este tipo de herbicidas. La selectividad y sensibilidad de
diversas técnicas son excelentes, y-las hace muy adecuadas para la deteccién de residuos a
concentraciones muy bajas (Herpandez et al. 2001; Sancho, Pozo y Hernandez, 2004;
Kuster, Lépez de Alda y Barceld, 2006; Fraile et al. 2009).



I, MARCO TEORICO

2.1) _Importancia de las frutas y hortalizas en la alimentacion

Hoy en diay ha ocurrido un cambio en la relacion existente entre la nutricion y la salud.
Hasta hace\poco tiempo se afirmaba que la provision de los nutrientes esenciales a través de
los alimentosfortificados, o ain méas de una pildora de multivitaminas, era mas que
suficiente para evitar las enfermedades relacionadas con un bajo consumo de frutas y
verduras; la vision redugccionista de la nutricion establecia que estos alimentos no eran mas
que un vehiculo para el’aporte de micronutrientes. Es asi que en lugar de dos frutas citricas

al dia, bastaba con una tableta-que aportara 50 mg de acido ascorbico.

Sin embargo, algunos estudios_realizados en Africa mostraron que el cancer de colon era
practicamente inexistente en esa“parte del mundo antes que se introdujera la dieta
occidental; en este continente el consumo de frutas y verduras era por lo menos de 600 g al
dia, y en muchos casos alcanzaba a un kilogramo diario, lo que implicaba un residuo no
digerible de unos 40-60 gramos de fibra fecal. Estas investigaciones no se ajustaban a la
idea reduccionista de que bastaba, proveer lossnutrientes esenciales para gozar de buena
salud. De aqui surge la paradoja de que Ja*fibra; un«no nutriente», resulta ser esencial para

la prevencion del adenocarcinoma de colon; entre otrasyafecciones (Uauy, 2006).

En la actualidad, la Organizacion Mundial,de la Salud/(OMS) y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAQ) dirigen una campafia para
reducir el riesgo de adquirir enfermedades cronicas, mediante“un suministro, disponibilidad
y consumo adecuado de frutas y hortalizas en todo el mundo. Las-frutas y vegetales frescos
son importantes componentes de una dieta saludable y su consumo diario y suficiente
podria contribuir a la prevencion de diversas enfermedades, como las cardiovasculares,
cardiopatias, el cancer, la diabetes y la obesidad, asi como prevenir.Fla carencia de
micronutrientes (OMS, 2016).

De esta manera, la iniciativa mundial de fruta y hortalizas para la salud (GlohFaV) tiene
como objetivo elevar al maximo las sinergias entre las actividades mundiales de 1a@MS en
materia de alimentacion, actividad fisica y salud, y los programas de la FAO (sobre

nutricion, seguridad alimentaria y la cadena de suministro horticola. Esta iniciativa apoyara



programas nacionales en los paises en desarrollo, desde los ministerios de agricultura, salud
ytrapsporte, hasta los agricultores, servicios de extension, escuelas y la industria

alimentaria.

La OMS™y la FAO recomiendan como objetivo para la poblacion, la ingesta de un minimo
de 400 g diar6s de frutas y verduras frescos. Por ello, la GlobFaV tiene como objetivo
garantizar que'el aumento de la produccion no comprometa la calidad e inocuidad de los
alimentos. Sin embargo, estudios diversos han reportado la presencia de residuos de
plaguicidas en frutasty'wegetales frescos, por lo que el consumo de estos alimentos conlleva
un riesgo para la salud‘humana, y ademas se confirma que no se esta cumpliendo con las
normas de inocuidad establecidas para su comercializacién. En este sentido, los riesgos que
suponen el uso inadecuado desplaguicidas o de agua contaminada para riego se opondrian al
objetivo de mejorar la salud publiea; por lo tanto, es importante garantizar la inocuidad y
calidad de los alimentos a lo largo de la cadena de suministro, es decir desde del campo a la
mesa (FAO, 2006; OMS, 2016).

Es importante mencionar que México.mantiene 12 tratados comerciales y seis acuerdos de
complementacion econdmica, que‘le permitensrealizar exportaciones a 152 paises. Entre las
principales regiones que consumen’ productos @gricolas mexicanos en el mundo estan
Norteamérica, Asia y UE (Fazla, 2016): A~pesar‘de_gque México sigue siendo el mayor
proveedor de frutas y hortalizas frescas .de Estados./Unidos, el pais estd perdiendo
competitividad en este mercado y ha sido desplazado per-otros paises, por lo cual es
importante mantener estos productos libres de contaminantes)que afectan la inocuidad
alimentaria (Trigos, Ramirez y Salinas, 2008).

2.2. Alimentos sanos e inocuos

Segun la FAO, la seguridad alimentaria se define como “Existe seguridad alimentaria
cuando todas las personas tienen, en todo momento, acceso fisico y economigo a suficientes
alimentos, inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus
preferencias en cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida activa y sana’.. Esta
definicion incluye la disponibilidad de alimentos, el acceso a los alimentos, la utilizacionde

los alimentos y la estabilidad de los mismos” (FAO, 2006).



El-suministro de alimentos inocuos fortalece las economias nacionales, el comercio, el
turismo, contribuye a la seguridad alimentaria y sirve de fundamento para el desarrollo
sostenible® Por ello, la FAO y la OMS han mantenido el interés en promover sistemas
nacionaleés~de control de los alimentos basados en principios y directrices de caracter

cientifico que’abarquen todos los sectores de la cadena alimentaria (FAO/OMS, 2003).

Los alimentos'frescos e inocuos son importantes para una buena nutricion, por lo que se
requiere de un buen manejo de los mismos desde el cultivo o la crianza hasta su consumo.
Un alimento inocuo Significa que esta libre de agentes contaminantes como las bacterias y
los hongos 0 mohos dafiinos, productos quimicos y otros materiales perjudiciales para la
salud. Los alimentos se contaminan por estos agentes de diferentes formas: a través del
agua y la tierra donde crecen;-uso de insumos durante su cultivo, crianza, manejo,
preparacion, almacenamiento, venta y hasta en el momento de servirlos; o bien por

contaminacion cruzada (FAO, 2016).

Uno de los principales riesgos“alimentarios se centra en la presencia de residuos quimicos
(residuos de plaguicidas, antibioticos, hormonas; uso inadecuado de aditivos alimentarios,
metales pesados, compuestos bifenilicos, dioxinas, cianuros); alimentos genéticamente
modificados (OGM); y agentes no convencionalés que producen enfermedades e implican
riesgos para la salud (Varelay Martinez;-2006; FAO/QMS, 2003).

Por ello, en la Conferencia Internacional de 1a Nutricion{CIN), organizada por la FAO y la
OMS, se reconocid que el acceso a cantidades suficientes“de.alimentos, de buena calidad e
inocuos, es esencial para una nutricion apropiada; asimismo‘en‘la CIN se comprometieron
a “Apoyar firmemente la intervencion de los gobiernos para fortalecer los sistemas de
control de los alimentos y educar a los consumidores; de igual‘\modo, se destacé el
importante papel que juega la industria para asegurar la calidad e.necuidad de los
alimentos, partiendo de su produccion en el campo, el almacenamiento, latransformacion
y la distribucion;, todo ello, mediante el empleo de buenas préacticas agricolas, buenas
practicas de fabricacion y de manipulacion de los alimentos, es decir considérando un

sistema de trazabilidad” (Varela y Martinez, 2006).



2.3.  Origen y uso de los plaguicidas

Segun fa NOM-057-FITO-1995, un plaguicida se define como un “Insumo fitosanitario
destinadosa prevenir, repeler, combatir y destruir a los organismos biolégicos nocivos a
los vegetales; tales como: insecticidas, fungicidas, herbicidas, acaricidas, molusquicidas,

nematicidas yrodenticidas”.

En la antigliedadsen el control de plagas se empleaban productos quimicos inorganicos,
como el azufre quemado con accion de fumigante, Arsénico como insecticida, la sosa y el
aceite de oliva para‘tratar,las semillas de leguminosas. En el siglo XVI, los chinos
empleaban arsenicales ‘como, insecticidas; en Europa a principios del siglo XIX se
utilizaban elementos como ¢enizas, caldo bordelés, azufre, cobre, compuestos arsenicales,
tabaco molido, compuestos de mercurio, zinc, fésforo, entre otros grupos de los insecticidas
de primera generacién para combatir-os insectos. Después de la guerra mundial surgen los
insecticidas de segunda generacion, que.son un conjunto de moléculas gque se clasifican en
grupos segun su estructura” quimica._Las tres familias mas importantes son: los

organoclorados, los organofosfatosey,los carbamatos (Pineda, 2017).

Los plaguicidas sintéticos surgieron entre, 19307y 1940 como resultado de investigaciones
enfocadas al desarrollo de armas quimigasyque originalmente fueron probadas en insectos;
uno de los primeros compuestos fue el diclorodifeniltricloroetano (DDT), sintetizado por
Zeidler en 1874, y que fue utilizado por primera vez durante la segunda guerra mundial
(Ramirez y Lascafia, 2001). En la actualidad existen mas.de mil compuestos quimicos,
agentes biologicos y agentes fisicos, marcados como formulaciones compuestas con
distintos nombres comerciales, que son usados en todo el mundo como insecticidas,

fungicidas, herbicidas, rodenticidas y antimicrobianos (Karam et al.;.2004).

El uso de los plaguicidas se extiende a diferentes ambitos, como el @gricola, industrial,
domeéstico, la jardineria y el sector pecuario (Fenik et al., 2011); no obstante.s¢ destaca su
uso en el sector agricola debido a la alta demanda en la produccion y rendimiento de los
cultivos para el abastecimiento de alimentos a la cada vez creciente poblacion ‘mundial
(FAO/OMS, 2003). Aun cuando los plaguicidas benefician la productividad agricola, es
importante hacer un uso adecuado de los mismos debido a que la aplicacion de “estas

sustancias se ha convertido en una fuente importante de contaminacion de los alimentos y
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del’'medio ambiente. Diversas investigaciones han demostrado la presencia de residuos de
plaguicidas en los alimentos, los cuales pueden afectar la salud de los consumidores, o bien
impedir sucomercializacion en diferentes mercados nacionales e internacionales (Guerrero,
2003; Fernandez-Alvarez et al., 2010).

En México estén autorizados 183 ingredientes activos de plaguicidas altamente peligrosos
en los distintos_usos+(agricola, doméstico, jardineria, industrial) con base en el Catalogo de
plaguicidas de COFEPRIS de 2016 (Bejarano-Gonzalez, 2017); asimismo se estima que en
el afio 2007 se comereializaron 100 000 t de estos compuestos, equivalentes al 4% del
consumo mundial (FAQ,,2017). De acuerdo con Pérez, Navarro y Miranda (2013) reportan
que los estados con el mayor uso de plaguicidas en México corresponden a Sinaloa,
Chiapas, Veracruz, Jalisco,#’Nayarit, Colima, Sonora, Baja California, Tamaulipas,

Michoacan, Tabasco, Estado de México, Puebla, Oaxaca

Sin embargo, en nuestro pais no se“cuenhta con informacién detallada sobre el grupo o los
ingredientes activos més utilizados, y mucho_menos sobre su uso por cultivo o Estado de la
Republica. En el afio 2016, la Direccion General de Epidemiologia (DGE, 2017) reportd
alrededor de 4,000 casos de intoxicaciones por plaguicidas (Garcia et al., 2018). Algunos
autores sefialan que los plaguicidas de mayor usofen México, corresponden a los herbicidas,
insecticidas y fungicidas. A finales de l0os 90°s se estim6 que alrededor de 50,000 toneladas
de compuestos activos de plaguicidas se estaban utilizando cada afio por los mexicanos
(Albert, 2005b).

2.4. Clasificacion de los plaguicidas

Los plaguicidas, como muchas sustancias o grupos de sustancias, /e pueden clasificar en
naturales y sintéticos. Los plaguicidas modernos, que son el resultado,de un proceso
industrial de sintesis quimica, han sido clasificados en funcion de_algunas de sus
caracteristicas principales, como el nivel de toxicidad aguda, vida media; estructura
guimica y uso (Ramirez y Lascafia, 2001; Karam et al., 2004). La Comision Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), en su Catalogo de Plaguicidas.2016,
establece una clasificacion con base en su concentracion, organismos que controlan; modo

de accion, composicion quimica, uso al que se destinan y por su origen; estas son las mas



comunes. En el Cuadro 1 se describe la clasificacion de plaguicidas de mayor empleo y con

relacion en la produccion agroalimentaria.

Cuadrost. Clasificacion de los plaguicidas por los organismos que controlan.

Plaguicidas Organismos que controlan

Insecticidas €ompuesto quimico a base de sustancias expulsadas por animales, utilizado
para matar insectos normalmente, mediante la inhibicion de enzimas vitales.

Acaricidas Sustancia utilizada para controlar o prevenir la presencia o accion de los acaros
mediante una accion quimica.

Fungicidas Son sustancias toxicas empleadas para impedir el crecimiento o eliminar los y
mohos perjudiciales para las plantas, los animales o el hombre.

Bactericidas ~ Sustancia con agcion bactericida que produce la muerte a una bacteria Los
organismos Secretan sustancias bactericidas como medios defensivos contra las
bacterias.

Antibidticos  Sustancia producida‘por un ser vivo o derivado sintético, que mata o impide el
crecimiento de ciertas clases de microorganismos sensibles.

Herbicidas Producto quimico que.Se «utiliza para inhibir o interrumpir el desarrollo de
plantas indeseadas en teffenos que han sido o van a ser cultivados.

Rodenticidas ~ Sustancias quimicas_cuya funeion es eliminar, controlar, prevenir, repeler o
atenuar la presencia®0 accion de‘los roedores, en cualquier medio.

Molusquicidas Son utilizados para controlar los.meluscos como los caracoles. Estas sustancias
incluyen metaldehidos; metiltiocarbamatos, sulfato de aluminio y azufre.

Fuente: Catalogo de Plaguicidas (2016).

2.4.1. Los plaguicidas denominados herbicidas

A partir del modelo de agricultura industrial impulsado en”México en las Gltimas décadas,
el uso de plaguicidas (insecticidas, fungicidas y herbicidas) y fertilizantes sintéticos ha
aumentado de forma preocupante. Por un lado, la promocién de gste.modelo ha fomentado
el control corporativo de todo el sistema alimentario, comenzando por/la concentracion del
mercado de los insumos (semillas y agrotéxicos) por unas cuantas empresas; y por el otro
lado ha conducido casi al exterminio de las practicas milenarias en Ja\ produccion de
alimentos sanos para las personas y en el cuidado del medio ambiente (Arellano-Aguilar y
Renddn Von, 2015).

Entre los plaguicidas organicos de mayor uso se encuentran los herbicidas, y se aplican de
un 85 al 100% entre los principales cultivos agricolas en los paises industrializados con‘el

fin de controlar o eliminar las malas hierbas o malezas, que constituyen verdaderas plagas
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para los cultivos, muchas de ellas de dificil manejo (Caseley, 1996). Un herbicida se define
COMO0.,‘una sustancia quimica que causa una disrupcion en la fisiologia o metabolismo de
una planta por un tiempo suficientemente largo como para matarla o reducir su

crecimiento’’ (Anzalone, 2007).

Los herbicidas“pueden ser agrupados segun su naturaleza quimica, su mecanismo de accién
y momento de_aplicacion entre otros; una caracteristica en comdn que pueden tener los
herbicidas es que@ctiian sobre procesos fisioldgicos de los vegetales siendo su toxicidad,
en algunos casos, sobre otras especies muy bajas (Pintado, 2010). En el Cuadro 2 se

describen los tipos de herbiCidas con base en la accion que ejercen al ser aplicados.

Cuadro 2. Grupos de herbicidas segun su modo de accion.

Mecanismo de Grupos existentes Tipos de Herbicidas
accion
Sobre la fotosintesis  Cuatro subgrupgs; los tres a) Que inhiben la transferencia de
primeros actuan Sobre, la fase electrones inhibiendo la fotosintesis.
luminosa desa fotosintesis. Los b) Que desacoplan la cadena de
del tipo “a’/son,los masgusados. transporte de electrones.

¢) Que impiden la formacion de ATP.

d) Que alteran la biosintesis de
carotenoides.

Sobre la biosintesis  Alteran de la biosintgsis,de a) Que alteran la biosintesis de
de metabolitos metabolitos distintos'a los aminoéacidos aromaticos.
distintos a los carbohidratos .Se subdividen en  “hyQue alteran la biosintesis de la
carbohidratos tres grupos glutamina.

¢) Quesinhiben la sintesis de lipidos.

Sobre el crecimiento  Alteran la elongacion y division  a) Que‘alteran la elongacion celular.

vegetal celular. Cuando se incorporana  b) Que inhiben la sintesis de giberelinas.
una planta dan lugar a un ¢) Que son cépaces de inhibir la division
crecimiento anormal del vegetal, celular.
y en consecuencia originan
deformaciones, falta de
funcionalidad y la muerte de la
planta.
Otro mecanismo de a) Que provocan la disrup€ién de la
accion membrana celular.

b) Que actlan sobre pigmentes.
¢) Que poseen actividad hormonal.

Fuente: CASAFE (2010).



El-tso de herbicidas tuvo un impulso importante en 1945, y desde entonces se han
sintetizado méas de 130 principios activos, existiendo la introduccion de nuevos productos
con desis de aplicacion mas bajas, menor persistencia medioambiental y menor toxicidad
debido a‘mayores tasas de degradacion (SANCO, 2005). Sin embargo, el uso de herbicidas
exige un cuidado especial en su aplicacion; pues al no cumplir con las precauciones
necesarias se gpueden producir efectos negativos como son dafios sobre el cultivo o la

presencia de residues,persistentes en los alimentos (Caseley, 1996).

2.4.2. Herbicidas triazinicos

Las triazinas son los herbicidas selectivos basicos mas importantes introducidos por J. R.
Geigy, quien sintetizo los primeros derivados de la triazina hacia 1950 (Pinto y Jardim,
2000). En los ultimos afios han sido utilizadas ampliamente en la agricultura para la
proteccién de cultivos y eliminacion'de malezas en diferentes superficies agricolas (Tadeo
et al., 2000).

Las triazinas son sustancias sélidas con unaypureza superior al 80 % del ingrediente activo,
en solucién acuosa presentan una ‘solubilidad”que varia en el rango de 5 a 600 mg/L
(Trevisan, 2006). Quimicamente son _derivadossheterociclicos del nitrégeno. El término
heterociclico se emplea para designar un.anillo estrtictural compuesto por diferentes clases
de 4tomos. La mayoria de las triazinas comerciales son/simétricas y de baja solubilidad.
Recientemente se han desarrollado triazinas no simétricas<de mayor solubilidad y menor
residualidad (Tuesca, 2017).

Las triazinas pertenecen al grupo de herbicidas que eliminan o centrolan de forma selectiva
0 no selectiva a diversas malezas en los cultivos. En la actualidad(representan el 30 % de
los herbicidas de mayor uso; y son empleadas en las etapas de pre-emergencia y post-
emergencia de diversos cultivos para mejorar la calidad de los productos-agroalimentarios
(Miranda-Cruz, 2006). En la Figura 1 se muestra la estructura quimica de los dos

principales grupos de triazinas: simétricas y no simétricas.
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Figura 1; Férmula general de las triazinas simétricas y no simétricas. Fuente:
Miranda-Cruz(2006).

Las triazinas se aplican’por lo general al suelo, aunque algunas pueden aplicarse al follaje
con el agregado de surfaetantes. Cuando se aplican al suelo son absorbidos por las raices y
translocados dentro de la*planta unicamente por el xilema (via apoplasto). Aplicados al
follaje son absorbidos por la-planta pero actian como herbicidas de contacto, no se
translocan. Inhiben la fotosintesis®bloqueando la reaccién de Hill. Generalmente son mas
activos contra malezas de hojas anchas que contra gramineas. Son de baja toxicidad hacia
mamiferos. Para ser efectivos,réquieren ser movilizados hacia las raices en desarrollo por

medio de la lluvia, el riego o la‘ineorporacion (Tuesca, 2017).

El tiempo de vida de las triazinas./en el campo de cultivo, cuando se utilizan como
herbicidas, oscila entre los 4 y 12 meses, pero este tiempo depende de la dosis empleada, de
la temperatura del ambiente, de la cantidad"de materia-orgéanica que exista en el campo y de
la humedad. En el Cuadro 3 se indican les grupos ‘de’triazinas empleados en distintos

cultivos de importancia agroalimentaria.

Esta clase de compuestos se puede degradar por hidrolisis, porteacciones de alquilacion, y
también gracias al metabolismo de ciertos microorganismos. Las_triazinas tienen una gran
tendencia a la lixiviacion, por lo que pueden acumularse y por lo‘tanto ser detectadas en
aguas subterraneas. Es importante sefialar que la dosis letal media#{LD50) de estas
sustancias en ratas es de 1.78 mg/kg (Trevisan, 2006).
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Cuadro 3. Herbicidas del grupo de las triazinas mas usados y principales aplicaciones.

Triazinas Uso
Ametrina Cafia de azucar, maiz, pifia
Atrazina Maiz, sorgo, cafia de azucar
Hexazinona Alfalfa, cafia de azucar, silvicultura
Metamitrona Betabel, otros tipos de remolachas
Metribuzina Cafia de azucar, papa, soja
Prometona Sitios'no cultivables para aniquilar malezas de areas industriales, granjas, etc.
Prometrina Algodon, apio, soja
Simazina Malfz, citricos, uva, manzana, almendra, nuez, melocoton, pera
Terbutilazina Maiz, sorgo, uva
Terbutrina Cafia de azucar, cereales

Fuente: Herranz de Andrés y Moreno'(2013).

Las triazinas simétricas estdn divididas en tres grupos caracteristicos: clorotriazinas,
metoxitriazinas y metiltiotriazinas cuya estructura quimica se muestra en la Figura 2. Las
clorotiazinas, también denominadas,triazinas«de primera generacion, estan representadas
por la atrazina, simazina, propazina, terbutilazina, entre otras. Las metoxitriazinas y
metiltiotriazinas, también denominadas triazinas ‘de.segunda generacion, son obtenidas por
la introduccion de los radicales metoxila™y metiltio; respectivamente, como un tercer
sustituyente. Representantes de éste grupo de triazinas-aon la prometrona, terbumetrona,

atratona, ametrina prometrina, desmetrina, simetrina y terbutrina (Trevisan, 2006).

cl OCH,3
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HN N NH; Ha NH; HoM N M-

Clorotrazinz Metoxitriazing Tiomenltnazma

Figura 2. Estructura quimica de las triazinas. Fuente: Trevisan (2006).
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Las"metiltiotriazinas fueron introducidas como herbicidas de amplio espectro en los afios
cinclienta; las de mayor uso en la actualidad son: desmetrina, simetrina, ametrina y
prometrina (Gutiérrez y Medina, 2016); la estructura quimica de las metiltiotriazinas se

caracteriza-por presentar azufre (S) en uno de sus radicales como se muestra en la Figura 3.

S S N |
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L ¢ L ko
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H H H

Ametrina Prometrina :
Terbutrina

Figura 3. Estructura quimica de las metiltiotriazinas. Fuente: Uzal (2016).

La ametrina (Am) es un herbicida.empleado en pre y post emergencia para el control de
malezas en los cultivos de pifia, algodon, banahajcafé, cafia de azlcar, citricos, mandioca,
maiz y uva, actuando como un inhibider de la fotosintesis; es ampliamente utilizada debido
a su amplia accion en diferentes especies~de malas_hierbas. Este herbicida presenta un
pequefio desplazamiento hacia las regiones yvecinas del lugar de su aplicacion y posee una
persistencia media en el ambiente, pudiendo persistir hasta,por seis meses en el suelo,
siendo degradada por microorganismos y por fotélisis. Presenta una vida media de 20 a 100
dias, por lo que puede traslocarse en el ambiente y persistir en aguayy.suelo. Sus residuos y
metabolitos se han encontrado en aguas subterraneas, incluso después de largos periodos de
su aplicacion (De Andrade, 2008).

La prometrina (Pm) presenta un a&tomo de azufre (S) con un radical metil\(CH3) ligado al
anillo aromatico en la posicion 18, y sus grupos funcionales laterales’ R2 y R3
corresponden a un radical isopropil. Es un herbicida selectivo de pre y post emergencia.
(Rubira, 2016). La terbutrina es un herbicida selectivo de pre y post emergencia temprana,

su modo de accion inhibe la funcion clorofilica impidiendo la absorcion del CO3 ylla
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reaccion de Hill, especialmente durante la fase de germinacién y en estado de plantula
(Eeured, 2018).

Es importante sefialar que el uso de las triazinas ha sido prohibido y restringido en varias
partes del”_mundo, sin embargo en México estos herbicidas se siguen usando en las
formulaciones*agroquimicas y en algunos casos sin restriccién alguna (Hernandez y
Hansen, 2011).

2.5. Efectos'de"los herbicidas en la salud humana

La preocupacion del uso.de plaguicidas en la produccion de alimentos se debe a los efectos
adversos que causan en elmedio ambiente y en la salud humana, tanto de la poblacion en
general como de los trabajadores-que los manipulan; aunado también a problemas de
comercializacion en diferentes mercados mundiales (Fernandez et al., 2010). Sus efectos
en la salud anteriormente se consideraban de tipo agudo, dado los sintomas médicos que se
presentaban y el impacto directefen lasxmorbi- crénicos han tomado una mayor importancia
(Guerrero, 2003). Por su parte;”Karam ‘et al. (2004) sefialan que la mayoria de los
plaguicidas empleados en la agricultura moderna tienen accién teratogénica y afectan los
sistemas nervioso, endocrino e inmunolégico, ‘considerandose generadores potenciales de

enfermedades como el cancer, el asma y.la infertilidad entre otras.

En general, el contacto con plaguicidas produce efectos.agudos o dafios a corto y mediano
plazo, como irritaciones o quemaduras, problemas digestiv0s,0 respiratorios, y reacciones
alérgicas o hipersensibilidad, dependiendo de si el contacto se"produce a través de la piel, o
a traves de las vias respiratoria o digestiva. Una vez que penetrapen el organismo, pueden
bioacumularse suponiendo un riesgo potencial con el tiempo. Asi, unajintoxicacion cronica
puede convertirse en un problema importante para la salud, debido a la bisacumulacion de
pequerias cantidades aparentemente inocuas pero que, a largo plazo, han llegado a asociarse
con lesiones cronicas del sistema nervioso, cancer y otros efectos graves (Herranz de
Andrés y Moreno, 2013).

En México, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)
es la encargada de publicar el Catalogo Oficial de Plaguicidas de uso autorizado para los

distintos cultivos. Sin embargo, este catalogo requiere una revision y actualizacién del uso
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desplaguicidas con el fin de cancelar el uso autorizado de sustancias altamente peligrosas
queya han sido prohibidas en otras partes del mundo. Esta situacion genera un retraso en
la gestion integral de agrotoxicos a nivel nacional. Por ejemplo, en los principales cultivos
mexican0s-~se usan regularmente componentes quimicos altamente peligrosos como:
diazinén, malation, metomil, abamectin, clorpirifos, endosulfan, metamide, metil paration,
azinofos-metil; ‘carbaril, ciromazin, esfenvalerato, fenvalerato, imidacloprid, lambda-

cyaltrin, permetrfny-triclorfon, y algunas triazinas (Laso, Martinez y Escalona, 2015).

En general, los datas‘sobre los dafios derivados del uso de plaguicidas en México son
parciales e insuficientes; siendo una de las razones el hecho de que evaluar cualquiera de
los tipos de riesgos no es atraCtivo para los gobernantes, pues piensan que hablar de riesgos
perjudicaria la imagen del pais~a nivel internacional, reduciria la llegada de nuevos
capitales, o afectaria el turismo, y_les.intereses de la industria y la agroindustria; todos estos

factores contribuyen a que no exista in diagndstico correcto del problema (Albert, 2005a).

Por consiguiente, el financiamiénto, cuando lo hay, para realizar estudios o investigaciones
sobre el tema esta limitado; en censecuencia estos estudios son insuficientes, parciales y de
poco alcance, y no permiten documentar los ri€sges y el panorama de la situacion sobre la

presencia de plaguicidas en México, y.sus efectos adversos sobre la salud y el ambiente.

Hoy en dia, la presencia en el ambiente y los alimentos de un grupo de sustancias
denominadas como compuestos disruptores endocrinos<(CBE), ha atraido la atencion de la
comunidad cientifica y meédica; ya que este tipo de compuestos actla en el organismo
interfiriendo con las hormonas naturales, dada su gran capacidad para enlazarse a los
receptores de estrogenos y andrdgenos, actuando en algunos casos~como agonistas y, en
otros, como antagonistas de estas hormonas. Los CDE también (pueden interferir en la
sintesis, transporte, metabolismo y eliminacion de las hormonas, incidiendo directamente
sobre su concentracion en el torrente sanguineo y afectando los procesos que ellas
controlan; ejemplo de ello es que pueden inhibir la produccion de la hormona'tiroidea, la
cual a su vez tiene un efecto negativo sobre el desarrollo del sistema nervigso.central
(Benitez y Miranda, 2013).

De esta manera, es importante sefialar que algunos herbicidas del grupo de las triazinas’se

consideran disruptores endocrinos; y que los mas vulnerables a los efectos nocivos
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causados por la exposicion a estas sustancias son los fetos, bebés, nifios y adolescentes en
creeimiento, mujeres embarazadas, madres lactantes y mujeres en edad fértil. Los nifios
corren“mas riesgo que los adultos porgue ellos tienen una ingesta mayor con relacion a su
peso carperal, ademas exposiciones prolongadas durante el periodo de desarrollo
(embrionarioy infancia, nifiez temprana y pubertad) pueden ser especialmente peligrosas.
Los fetos estan expuestos a plaguicidas a través de la dieta de la madre, y los bebés a través
de la leche materna(CESA, 2012).

Dentro de los herbicidas triazinicos, la simazina y atrazina se encuentran entre los
principales contaminantes#esiduales. A pesar de la magnitud de su uso, son pocos los casos
reportados de sus efectos @.dafios agudos en humanos, ya que estos compuestos presentan
una baja toxicidad para los mamiferos. No obstante, su presencia siempre supone un riesgo
potencial para la salud, principalmente debido a su tendencia a acumularse en tejidos
grasos, asimismo los efectos cronicas'se han asociado a la aparicion de dafios hepaticos, de
rifion y corazon, problemas ensel desarrollo del feto e incremento de la posibilidad de

desarrollar cancer de ovario (Herranz de Andrés y Moreno, 2013).

Por su parte, Laso et al. (2015), sefiala que sla exposicion a los herbicidas ha sido
relacionado con el aumento de "céncer de( prostata y pulmén, y enfermedades
neurodegenerativas, como Parkinson y“Alzheimer. Asimismo, la exposicion de mujeres
embarazadas, y en algunos casos de nifos, a los plaguicidas ha sido relacionada con
resultados adversos para la salud de los menores, entre elles; reduccion del peso al nacer,
duracién y aparicion de anormalidades, menor inteligencia;~comportamientos alterados,
probabilidades mas altas de desarrollar leucemia y mayores posibilidades de tener un aborto

espontaneo.

2.6. Contaminacion de alimentos por plaguicidas

La calidad de un alimento, hoy en dia, no implica solamente considerar su valor nutritivo o
sus cualidades organolépticas, sino también su seguridad, vinculada siempre & la’ausencia
de agentes quimicos o biologicos capaces de atentar contra la salud del consumidor, Los
peligros por agentes quimicos son una fuente importante de enfermedades transmitidas por

los alimentos, aunque muchas veces es dificil asociar los efectos con un alimento
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determinado, e incluso pueden manifestarse mucho tiempo después del consumo del
preducto (Nieto, 2013).

La presencia de residuos quimicos en los alimentos es uno de los aspectos fitosanitarios
mas preocupantes dentro del &mbito de la inocuidad debido a diversos motivos, entre ellos
porque afectan“a toda la poblacion al ser todos consumidores de alimentos; por la sensible
opinién publica’a todas las cuestiones referentes a la inocuidad de los alimentos; por su
incidencia en el comercio internacional de alimentos vegetales; y por su influencia en las
estrategias de lucha_contra las plagas. Dicha tematica es importante, tanto por sus
repercusiones de orden‘toxicoldgico o sanitario, como por sus consecuencias econémicas y
comerciales, especialmente~en las producciones hortofruticolas y en productos de

exportacion (Mazzarella, 2016).

La FAO (2015) reporté que en €l afio 2013 se obtuvo una produccion agricola a nivel
mundial de 23.34 billones de toneladas (t); para lo cual se aplicaron 1.29 millones de t de

plaguicidas (insecticidas, herhicidas, fungicidas y bactericidas).

La dispersion de plaguicidas en grandes cantidades al entorno y de sus residuos persistentes
en el medioambiente ha dado origen-a. problemas de acumulacion en aire, agua, suelo y
biota; y, por lo tanto, de su ingreso a‘larcadena alimentaria a través de su consumo por el
ser humano, donde se acumulan en algunos) 6rganas”vitales y provocan el desarrollo de

intoxicaciones de distinta gravedad (ver Figura 4).

Los plaguicidas se absorben por contacto con la piel, inhalagién.en forma de polvo o vapor,
0 por su ingesta a través de agua o alimentos contaminados. A finales de los noventas, la
OMS estim6 que tres millones de personas por afio resultaban envenenadas con
plaguicidas, la mayoria de éstas en paises en desarrollo; y que alrededor de 20,000 personas

murieron victimas de envenenamiento (WHO, 1999).

Los plaguicidas como los herbicidas suelen estar presentes en cantidades residuales en los
alimentos (por ejemplo frutas y vegetales frescos) que se cultivan a traves de una
agricultura industrial intensiva, debido a un uso incorrecto como la sobredosificacion y
aplicacion inadecuada por parte de los agricultores, entre otros factores (Karam-et-al.,
2004).
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Figura 4. Residuos de plaguicidas en sistemas bidticos y abidticos y su ingreso en la
cadena tréfica. Fuente: Cremiyn (1991).

El amplio uso de los herbicidas para el control de malezas en los cultivos hace que el
contacto con las personas y animales_sea inevitable; por lo que éstos pueden ocasionar el
envenenamiento del ser vivo como resultado. de exposiciones agudas y cronicas.
Adicionalmente, los herbicidas pueden impactar ken poblaciones humanas y animales
mediante exposiciones secundarias o a‘traves de efectos indirectos, como el consumo de

alimentos contaminados (Badii, Landeros y Cerda, 2007).

En general, diversos estudios han demostrado que los alimentos presentan residuos de
plaguicidas o sus metabolitos, y que llegan al organismo en forma de una mezcla o coctel;
asimismo, sefialan que algunos de los principios activos de les plaguicidas pueden
interactuar de forma sinérgica, y el efecto combinado de éstas Sustancias es mayor al

impacto que tendrian los analitos de forma individual (Laso et al., 2015).

Por lo tanto, el empleo de plaguicidas implica un peligro para los consumidores debido a
que tanto las propias sustancias, como sus metabolitos y productos de ‘degradacion o
reaccion, pueden estar presentes en pequefias cantidades residuales en los alimentos las
cuales podrian generar efectos adversos para la salud publica. De esta maneraf resulta
esencial mantener en niveles aceptables, desde el punto de vista toxicologico, el contenido

de residuos de plaguicidas en los alimentos (Soto, 2011). Por ello, las buenas préacticas
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agricolas son una herramienta en el control de la contaminacién de frutas y vegetales

frescos, asi como la deteccion temprana de sus residuos en los alimentos.

2.7. / Limite Maximo de Residuos para Plaguicidas (LMR)

Los limites.maximos de residuos de plaguicidas (LMR) para alimentos y bebidas es un
parametro que;halsido establecido para diversos alimentos en la mayoria de los paises con
el fin de evitar cualquier impacto adverso en la salud publica, y para insistir en las buenas

précticas agricolas (BRA) y buenas practicas de manufactura (BPM) (Pérez et al., 2013).

Segln el Codex Alimentarius (2015), el Limite Maximo para Residuos de Plaguicida
(LMR) se define como “lateoncentracion mdxima de residuos de un plaguicida (expresada
en mg/kg), para que se permita degalmente su uso en la superficie o la parte interna de
productos alimenticios para consume humano y de piensos”. Los LMR se basan en datos
de BPA para lograr que los alimentos‘derivados de productos basicos que se ajustan a los

respectivos LMR sean toxicologicamente aceptables.

Los LMR, se calculan a partir de”los.datos/obtenidos de ensayos supervisados a campo, y
que han sido realizados aplicandoel patrén de“use critico detallado en las etiquetas de los
productos fitosanitarios. Es importantesdestacar que’los LMR no son limites toxicoldgicos,
sino que son limites toxicoldgicamente aceptables basados en una buena practica agricola,
y que representan la cantidad méxima de, un residuo-sque es posible encontrar en un
producto alimentario de origen vegetal como consecuenciaydel uso legal y racional de
fitosanitarios (Mazzarella, 2016).

En el caso de paises donde no existe una normativa que regule estos niveles, se emplean los
valores establecidos por la Comision Codex Alimentarius. EI Codex Alimentarius (o
Codigo Alimentario) es un programa mixto de la FAO/OMS, que tiene poriobjeto proteger
la salud de los consumidores, garantizar practicas equitativas en el comergio de alimentos y
promover la coordinacidn del conjunto de trabajos sobre normas alimentarias emprendidos

por organizaciones gubernamentales e internacionales (Albero, 2009).

En México, el Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes (CNRPY C)
apoyado por los Comités Estatales de Sanidad Vegetal, realizan el monitoreo de residues‘de

plaguicidas; ademés existen diversos laboratorios privados, autorizados por el Servicio
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Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) y acreditados por
la~Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA); que prestan servicios a importadores y
exportaderes de alimentos para la determinacion de andlisis de residuos de plaguicidas
(SENASICA, 2013).

Entre las Normas Oficiales Mexicanas relacionadas con residuos de plaguicidas en frutas y
hortalizas frescas' se mencionan: la NOM-008-FITO-1995, por la que se establecen los
requisitos y especCificaciones fitosanitarios para la importacion de frutas y hortalizas
frescas; y la NOMs057-FITO-1995, por la que se establecen los requisitos y
especificaciones fitosanitarias para emitir el dictamen de analisis de residuos de

plaguicidas.

2.8. Determinacion analitica de herbicidas en alimentos

El uso intensivo de plaguicidas en la\produccion de alimentos es inevitable, por lo que es
importante identificar los residdos de éstos en los alimentos para evitar los problemas
asociados a largo plazo. La cuantificacion\e identificacion analitica de plaguicidas, entre
ellos los herbicidas, requiere de. tres etapas.fundamentales: pre-tratamiento-extraccion,
limpieza-preconcentracion y determinacion “analitica. En la eleccion de cualquier
metodologia se consideran como criterios‘principalésyque el método sea rapido, facil, de
bajo costo, eficaz, con aplicacion en diversas matrices/y que incluya un namero importante
de analitos (Carabias-Martinez et al., 2007; Lambropotlou.y Albanis, 2007; Rodriguez-
Gonzalo et al., 2009; Stoytcheva y Zlatev, 2011).

Las técnicas convencionales de extraccion, limpieza y precongentracion de plaguicidas,
tales como extraccion liquido-liquido (LLE), extraccion solido-liquido (LSE) o extraccion
de Soxhlet, y extraccion en fase solida (SPE) son ampliamente aceptados_ y. utilizados para

aplicaciones de rutina y/o con fines de referencia (Ramos, 2012).

En la cuantificacion y/o identificacion de plaguicidas mediante el uSo _.de técnicas
instrumentales, influyen las propiedades quimicas y fisicas de éstas sustanciasy las, cuales
difieren considerablemente entre los distintos grupos. La introduccién de nuevos principios
activos con distintas estructuras quimicas y la revolucion tecnolégica han dado lugar a’la

publicacion de numerosos métodos analiticos que se basan, generalmente, en la utilizacion
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de~técnicas cromatogréaficas, que en su mayoria estdn acopladas a distintos sistemas de
deteCcion (Juan, Pico y Font, 2003).

La mayeria de los métodos de analisis de triazinas implican una etapa de extraccion, en la
que el analito es separado de su matriz, seguida de una etapa de concentracion para permitir
la deteccion dekanalito. Por altimo, una pequefia porcion del extracto final es inyectada en
un instrumento_capaz de detectar y cuantificar selectivamente las triazinas presentes en la
muestra (Uzal, 2016)..En los Gltimos afios se han generado grandes avances en los métodos

de analisis de herbicidas'triazinicos en muestras de distinto origen.

En el caso concreto del@anélisis de triazinas en muestras agroalimentarias, se han descrito
métodos basados en cromategrafia liquida con dos sistemas de deteccion, ultravioleta-
visible, HPLC-UV, y espectrometria de masas LC-MS. También se han utilizado distintos
métodos basados en reacciones heterogéneas antigeno-anticuerpo con anticuerpos unidos a
una enzima (ELISA), en los cuales,"a cuantificacion de las triazinas (antigenos) se realiza
mediante el seguimiento de upa reaccion enzima-sustrato llevada a cabo posteriormente con
aquellas moléculas de enzima inmovilizada gracias a la reaccion inmunoldgica. Para este
seguimiento se ha empleado espectrofotometria _ultravioleta-visible, espectrofluorimetria y
potenciometria. Otras técnicas también” descritas son las de cromatografia de gases con
analizadores de masas o detectores “de~fotometria de llama (GC-FTD) y las de

cromatografia en capa fina (TLC) (Miranda-Cruz et al’;_2010).

No obstante, también se han publicado en los ultimos afios diversos trabajos sobre
determinacion electroanalitica de plaguicidas en alimentos,-paturales o industrializados,
correspondiendo la mayor parte de ellos a la utilizacion de electredos modificados con
enzimas y electrodos de mercurio (Galli et al. 2006). Asimismo, la téehica de extraccion y
purificacion de dispersion de la matriz en fase solida (MSPD), utilizada en' la extraccion de
residuos de medicamentos de tejidos animales, ha sido utilizada en (la_extraccion de
NUMEerosos compuestos organicos, entre los que se encuentran los herbicidas triazinicos, de

muestras solidas, semi-solidas y viscosas (Uzal, 2016).

Sin embargo, la informacion obtenida con el uso de técnicas electroanaliticas’ son
dependientes de la superficie electrostatica y buena reproducibilidad; el electrodo a utilizar

en estos tipos de analisis depende de dos factores: del comportamiento redox del mismo

21



analito y de las corrientes residuales obtenidas en el intervalo de potencial evaluado.
Tamhbién se debe de considerar la ventana de potencial de trabajo, conductividad eléctrica,
reproducibilidad de la superficie, las propiedades mecanicas, el costo de fabricacion, la
disponibilidad y toxicidad (Galli et al., 2006).

Cabe mencionat que en la eleccion de la técnica analitica es importante considerar las
propiedades del analito, el limite de deteccion, el tiempo, costo e infraestructura. De esta
manera una de las'técnicas apropiadas y de menor costo para la deteccion y cuantificacion

de residuos de triazinas.es la cromatografia de liquidos.
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.  HIPOTESIS

El ‘método de extraccién solido-liquido (LSE) con solventes orgéanicos asistida por
ultrasonido, limpieza y pre-concentracidn por extraccion en fase sélida (SPE) propuesto por
Rodriguez<Gonzalo et al. (2009), para la determinacién de herbicidas triazinicos por
HLPC, puede emplearse en muestras de frutas y vegetales frescos con el fin de verificar el

cumplimiento de les LMR establecidos por norma.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la presencia de ferbicidas triazinicos como las metiltiotriazinas en frutos
y vegetales frescos provenientes«de tres supermercados en el estado de Tabasco
mediante el uso de la metodologia de LSE-SPE-HPLC con el fin de verificar el

cumplimiento de los LMR establecidas por norma.

4.2.  Objetivos especificos

e Seleccionar las frutas y vegetales de estudio para“laydeterminacion de residuos de
herbicidas triazinicos por HPLC (Cromatografia Liguida de Alta Resolucion) con

base en sus usos autorizados y niveles de consumo de dichos alimentos.

e Aislar los analitos en estudio mediante el método de extraceion LSE asistido por
ultrasonido, limpieza y pre-concentracion por SPE de las muestras de frutas y

vegetales frescos seleccionados para su analisis y cuantificacion por-HPLC.

e Comparar los valores de LMR de metiltiotriazinas establecides por el
CICLOPLAFEST y Codex Alimentarius con los encontrados en las{muestras

estudiadas para la verificacion de su cumplimiento.

23



V. MATERIALES Y METODOS

5.1) _Seleccion de supermercados

La toma-de muestra de frutas y vegetales frescos estudiados se realiz6 en tres
supermercados, comerciales seleccionados como representantes en la venta de frutas y

vegetales en el municipio de Centro, Villahermosa, Tabasco.

5.2. Seleccion de frutas y hortalizas

La seleccion de frutas y hortalizas para su estudio se realizé con base en la demanda del
producto, el uso autorizade del grupo de herbicidas de las metiltiotriazinas utilizadas en
los distintos cultivos con base.en el Manual de CICLOPLAFEST (2012) y lo reportado en
investigaciones previas. De esta_forma, las muestras de frutas y vegetales frescos
seleccionadas fueron cafia de azlcar, )maiz (elote); naranja, papa, platano, pifia, apio, y

ademas tomate, cebolla y pimiento por St alto consumo.

5.3. Metiltiotriazinas (herhicidas) estudiadas

Los herbicidas triazinicos empleados para determinar sus residuos en frutas y vegetales

frescos fueron: ametrina (Am), prometrina (Pm) y-terbutrina (Th).

5.4. Toma de Muestras

Para la toma de muestras de cada fruta y vegetal se consideraron dos muestreos en meses
distintos y en diferentes dias de la semana, estos meses se selecCionaron con base en el mes
de mayor produccion y de produccién media de las frutas y vegetales estudiados. También
se incluyd del grupo de hortalizas al tomate o jitomate, cebolla y- pimiento por su alta
demanda y consumo per cépita. Cabe mencionar que de estos tres cultivos, el tomate y el
pimiento son hortalizas que comunmente en su produccion se utiliza:a~agricultura

protegida.

Con el objetivo de obtener una muestra para determinar su conformidad con 1os limites
maximos de residuos de plaguicidas (LMR) se realizd un muestreo mediante la seleccion
de una muestra representativa de las frutas y vegetales frescos expendidas en~los

supermercados seleccionados, la cual corresponde a una muestra que mantiene las
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cardcteristicas del lote del cual procede durante su exposicion y compra por parte del
consumidor. Por lo anterior, la muestra representativa se obtuvo con un muestreo aleatorio
simple; y €l nimero de unidades corresponde a lo indicado en los métodos de muestreo
recomendados para la determinacion de residuos de plaguicidas a efectos del cumplimiento
de los LMR 'segtn el CAC/GL 33-1999 y en el Manual Técnico de Muestreo de Productos
Agriacolas para'Determinacion de Residuos de Plaguicidas (Senasica, 2012); ver Anexo 1.

5.4.1. Etiquetado y,almacenamiento de muestras:

El etiquetado de muestras/se realizé con base en los elementos necesarios indicados en el
Manual Técnico de Muestreo_de Productos Agricolas para la determinacién de residuos
plaguicidas (2010). Después-@dé recolectar las frutas y hortalizas y etiquetarlas, éstas se
colocaron en una nevera y fueron.trasladadas al Laboratorio de anélisis de suelo, agua y
plantas del Colegio de Posgraduados-Campus Tabasco, ubicado en Periférico Carlos A.
Molina S/N, en la Ciudad de Cérdenas, Tabasco. Al ingresar las muestras al laboratorio se

almacenaron en refrigeracion a/4-°C, previo,al proceso de extraccién de analitos.

5.5. Preparacion de la muestra

Para la extraccion de analitos cada muestra'se colocé‘en un recipiente de polietileno con el
fin de que alcanzara la temperatura ambiente. Posterigrmente se procedio a su trituracion
mediante el empleo de una licuadora, marca comercial Moulinex Classic Metallic, a una
velocidad media 2. Las muestras molidas nuevamente se” colocaban en el recipiente
plastico para su homogeneizacion con apoyo de un batidor manual. Esta muestra molida se
dividio en 10 submuestras, a partir de las cuales se constituyd una.muestra de 100-200 g, y
a partir de esta ultima submuestra se pesaron 5 g para proceder ‘al proceso extraccion-

limpieza-preconcentracion como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema de preparacion de muestras

5.6. Extraccion de-metiltiotriazinas en frutos y vegetales frescos y
determinacion analitica.

Para aislar los analitos en estudio” (metiltiotriazinas) se utilizé el método de extraccion
solido-liquido (LSE) asistida por ultrasonidos y la limpieza y preconcentracion de muestras

mediante extraccion en fase sélida (SPE) propuesto por Rodriguez-Gonzalo et al. (2009).

Cada muestra se coloco en un tubo-de centrifuga con tapa de 45 mL de capacidad y se le
adicionaron 15 mL de agua ultrapura, colocédndose la tapa para proceder a la extraccion
en el bafio de ultrasonido (Bransony” Serie MH, /Mod. 3800) por 10 minutos a una
temperatura entre 25-30 °C. Transcurridos€el\tiempo ascada muestra se le adicion6 10 mL
de solucion extractante diclorometano/acetona/n-hexano. (1:1:1 v/v) y se colocaron
nuevamente en el ultrasonido por otros 10 minutos. Una yez concluido el tiempo de
extraccion en ultrasonido se procedid a la separacion de las,fases liquidas (organica y
acuosa), y la fase solida mediante la centrifugacion a 17776 g”por 10 minutos en una
Centrifuga Multiuso 5810/R de Eppendorf; el sobrenadante de la fase organica se colectd
con la ayuda de una pipeta Pasteur.

Posteriormente se procedio a la limpieza y preconcentracion de muestras;, para ello se
emple6 como fase solida un Oasis MCX de Waters previamente acondicionado, a través
del cual se paso la fase organica obtenida y el extracto resultante se evaporo a Sequedad en
un rotavapor con vacio marca Buchi (Rotavapor® R-100). Para determinar la

reproducibilidad y precision de la metodologia, antes de iniciar con el proceso LSE<SPE,
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lassmuestras de frutas y vegetales frescos fueron dopadas previamente con las soluciones

estandar de las metiltiotriazinas en un nivel de concentracion de 0.01 ppm.

Para TasCuantificacion y deteccidn de las metiltiotriazinas se empled la técnica de HPLC,;
utilizando”un, equipo SpectraSYSTEM P4000 (Florida, USA), equipado con un detector
UV-DAD-6000LP, una bomba de vacio para desgasificar SpectraSYSTEM y un sistema de
inyeccion manual con un bucle de 20 uL. El detector espectrofotométrico se selecciono

para un registro de sefiales de absorbancia de 200 a 300 nm.

La fase movil empleadasfue acetonitrilo (ACN) -0.005 M de tampén fosfato (pH 7.2), el
gradiente de elucidn ini€io con 2.0% de ACN que aumento linealmente en 15 minutos a
45%, en 30 minutos a 50%,.después en 2 minutos regreso a las condiciones iniciales. La

columna se equilibré durante 5gninutos y el caudal empleado fue de 1.0 mL/min.

La columna empleada fue una Sphefisorb S5 ODS2 de 4.0 mm X 250 mm empaquetada
con particulas de 5 um de octadecil=silano, adquirida a Waters (Milford, MA, USA). La
temperatura de la columna fue Ja_temperatura.ambiente. Las sefiales espectofotométricas se

registraron entre 200 hasta 300 nn.

La fase organica seca se reconstituyd/con 2 mL'de-una mezcla de ACN/MeOH (50:50 v/v),
y una alicuota de 20 pL se utilizé para‘su inyeecion en el equipo el HPLC para la
deteccion y/o cuantificacion de las metiltiotriazinas Jen estudio. En la adquisicion,
almacenamiento y procesado de datos se utilizd €l software propio del equipo

(ChromQuest versién 2.1).

5.7. Reactivos y materiales

Los solventes organicos utilizados en el HPLC acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH)
fueron de grado HPLC, marca comercial Merck (Darmstadt, Alemania); y agua UHQ (ultra

high quality) adquirida en Meck.

Las metiltiotriazinas estudiadas (ametrina, prometrina y terbutrina) se adquirieron en
Sigma-Aldrich, marca Riedel de Han, con un porcentaje minimo de pureza superior al-98%.
Las soluciones madre de cada herbicida se prepararon en metanol (MeOH) a”una
concentracion de 200-500 mg/L y se almacenaron a 4 °C en frascos ambar herméticamente
cerrados.
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En-el proceso de SPE se utilizé una fase solida de una mezcla de polimeros denominado
Oasis. MCX®, marca Waters (Milford, EEUU).

Patron.estandar interno: Se utiliz6 como patron estandar atrazina (Az), cuya solucion madre
se prepard en metanol (MeOH) a una concentracién de 100 mg/L y se almaceno 4 °C en un

frasco &mbar hérméticamente cerrado.

5.8. Determinacion de metiltiotriazinas y LMR

La sefial analitica empleada para determinar el contenido de metiltiotriazinas en las frutas y
vegetales frescos estudiados fue el area del pico (PA). Y para su cuantificacion la sefal

analitica empleada fue el area del pico (PA) normalizado contra un patrén interno:

PA — Analito

PA —S'=
PA — Estandar Interno

Ademas con el objetivo de_,determinar la posibilidad de encontrar residuos de
metiltiotriazinas en las frutas 4--vegetales frescos estudiadas, se determind la frecuencia
relativa de la presencia de metiltiotriazinas en las muestras estudiadas. Para ello se calculd
el valor de la frecuencia relativa entre €l grupo’de-muestras analizadas por cada herbicida

mediante la formula;

_ ™ 100
fR—Nx

Donde:

X1, Xa,..., Xn, corresponde al conjunto de datos
ni = es el total de valores igual a X

N = es el nimero total de elementos

100= valor numero que relaciona del porcentaje o tanto por ciento.

La frecuencia relativa porcentual se determind a partir de multiplicar f; per_200 (valor

numérico que relaciona el porcentaje o tanto por ciento).
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VI.  RESULTADOS

6.1) _Seleccion de las muestras de frutas y vegetales frescos estudiados.

En el Cuadro 4 se muestran las frutas y hortalizas que fueron seleccionadas para su estudio
con base envel uso autorizado de metiltiotriazinas para la produccién de estos cultivos
(CICLOPLAFEST, 2012), los datos de residuos de plaguicidas reportados por diversos

autores, y su mayory, mediano consumo per capita (SIAP, 2016).

Cuadro 4. Frutas y hortalizas seleccionadas para la determinacion de herbicidas triazinicos.

Fruta y/o vegetal Uso a_uto_rizgdo de N Re_si_duos de Consgrr_lo anual
fresco Metlltll\zt’n_am anas en Metiltiotrizinas reportadas  Per caplta:), 2015
exico por otros autores (kg)
Cafia de aztcar Am v 15.4
Maiz (elote) Am, Pm, Th ~ 297.0
Naranja Am v 37.1
Papa Am v 15.3
Pifia Am, Th - 6.3
Apio Pm - -
Platano Am v 15.1
Tomate* Th - 13.8
Cebolla* Am i 9.9
Pimiento* - - -

2CICLOPLAFEST (2012). Comisién Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas,
Fertilizantes y Sustancias Toxicas. "SIAP (2016). Servicio de InformaciénsAgroalimentaria y Pesquera.
SAGARPA 2012-2015. *Vegetales frescos incluidos por su alto consumo en*Jabasco.

En el Cuadro 5 se indican los meses en los cuales se realizo el primer y.segundo muestreo
de las frutas y vegetales frescos estudiados, considerando para ello la naturaleza y ciclo de
sus cultivos, asi como la demanda y afluencia de los consumidores (FDA, 2003; Medina et
al., 2007; SIAP, 2016). La toma de muestra de la fruta y/o vegetal se llev6rageabo en
distintos dias de la semana de cada mes de muestreo con la finalidad de realizar la

extraccion de analitos lo mas cercano posible a la fecha de muestreo.
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Cuadro 5. Mes correspondiente al primer y segundo muestreo de las frutas y vegetales
seleceionados para la cuantificacion de metiltiotriazinas.

Fruta y Vegetal Estudiado

Primer Muestreo (M1)

Segundo Muestreo (M2)

Canfa de azlcar

Maiz (elote)

Naranja
Papa
Pifa
Apio
Platano
Tomate
Cebolla

Pimiento

Enero
Mayo
Marzo
Febrero
Marzo
Enero
Enero
Febrero

Enero

Enero

Junio
Octubre
Noviembre
Julio
Julio
Agosto
Julio
Julio
Mayo

Julio

Con el fin de facilitar el andlisis e interpretacion del contenido de metiltiotriazinas en las

frutas y vegetales frescos estudiados, en el .Cuadro 6 se muestra la identificacion de

muestras analizadas (fruta o vegetal estudiade), primer o segundo muestreo (M1 y M2) y

los tres supermercados seleccionados«(S1, S2 'y S3). EI nombre correspondiente a cada

supermercado (S1, S2 y S3) se omitid a petieion y confidencialidad de los involucrados.

Cuadro 6. Identificacion de muestras para la'determinacion:de residuos de metiltiotriazinas
por HPLC en tres supermercados.

Esudiado | muesreo | St 2 B | ereo (01 2 3
Cafa de Enero | CAMIL-SI | CAMI1-S2 | CAML-S3 | Junio | CAM2:SL | CAM2S2 | CAM2S3
Maiz (elote) Mayo MA-M1-S1 MA-M1-S2 | MA-M1-S3 Octubre MA-M2-S1 )| MA-M2-S2 | MA-M2-S3
Naranja Marzo NA-M1-S1 | NA-M1-S2 | NA-M1-S3 | Noviembre | NA-M2-S1 | NA-M2-S2 | NA-M2-S3
Papa Febrero PA-M1-S1 PA-M1-S2 PA-M1-S3 Julio PA-M2-S1 PA-M2-S2 PA-M2-S3
Pifia Marzo PI-M1-S1 PI-M1-S2 PI-M1-S3 Julio PI-M2-S1 P1-M21-S2 PI-M2-S3
Apio Enero AP-M1-S1 AP-M1-S2 AP-M1-S3 Agosto AP-M2-S1 AP-M2-S2 AP-M2-S3
Platano Enero PT-M1-S1 PT-M1-S2 PT-M1-S2 Julio PT-M2-S1 PT-M2-S2 PT-M2-S2
Tomate Febrero TO-M1-S1 TO-M1-S2 TO-M1-S3 Julio TO-M2-S1 TO-M2-S2 TO=M2-S3
Cebolla Enero CE-M1-S1 CE-M1-S2 CE-M1-S3 Mayo CE-M2-S1 CE-M2-S2 CE-M2-S3
Pimiento Enero PM-M1-S1 PM-M1-S2 PM-M1-S3 Julio PM-M2-S1 PM-M2-S2 PM-M2-S3

M1 (primer mes de muestreo), M2 (Segundo mes de muestreo), S1 (Supermercado 1), S2 (Supermercado 2), S3 (Supermercado 3)
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6.2. Precision y Reproducibilidad del método de extraccion LSE-SPE-
HPLC

Con elsfin de verificar el empleo y/o aplicacion del método propuesto por Rodriguez-
Gonzalo“et-al. (2009) para la extraccion de metiltiotriazinas en las frutas y hortalizas
estudiadas, se“procedié a determinar la reproducibilidad y porcentaje de recuperacion de
analitos en mugstras previamente dopadas a una concentracion de 0.01 ppm de cada
metiltiotriazina (Am.~Pm. Tb). Para ello, la colecta de muestras se realizd en el

supermercado (S1).

Una vez colectadas las mMuestras se procedié a su molienda y obtencion de la muestra de
ensayo, la cual se enriquecigs.€on soluciones estandar de Am, Pm y Tb a una concentracién
de 0.01 ppm, homogeneizandorperfectamente la muestra después de doparlas. A partir de
esta muestra enriquecida se procedi@. a realizar la extraccion de analitos con base en la
metodologia propuesta de extraccién_$olido-liquido (LSE) con la mezcla de solventes
organicos asistida por ultrasopido; limpieza-pre-concentracion de la muestra por extraccion
en fase sélida (SPE) y deteccion.por.HPLC.

Con base en los cromatogramas obtenidos,se observa la ausencia de sustancias interferentes
con las sefiales analiticas correspondientes-a las metiltiotriazinas estudiadas (ver ejemplo en
la Figura 6). Por lo tanto, la metodologia propuesta permite obtener muestras limpias y sin
interferentes durante su lectura por HPLC,*y no requierecde modificacion alguna en sus

distintas etapas para la obtencion de los extractos secos y analitos en estudio.

método-A
I 50 mAU
Sz
Az Am
Pz PmTb
I\IJ\ T T T T T
0 2 4 6 8 min

Figura 6. Cromatograma de una muestra de platano enriquecida con patrones estandar de Am, Pmy
Tb a una concentracién de 0.01 ppm.
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Apartir de los cromatogramas obtenidos de las muestras enriquecidas se calculd el
porcentaje de recuperacion del contenido de cada metiltiotriazina estudiada, considerando
el area’de pico (PA) normalizado contra un patron interno y la desviacion estandar relativa,
RSD (%).-El % de recuperacion del patrén estdndar se obtuvo a partir de la formula

siguiente:

] y Pencontrado
Porcentaje de recuperacion = ———— x 100
Ppuesto

En la Figura 7 se mugstran los porcentajes de recuperacion de los analitos estudiados en las
muestras enriquecidas; ‘con’base en los datos se observa que los valores de recuperacion son
superiores al 95%, con coeficientes de variacion inferiores al 15 0 20% para la mayoria de
analitos en las muestras estudiadas..Con relacion a los valores del %RSD (ver Cuadro 7),
éstos fueron inferiores al de ¥eehazo (%RDS=2.50). Por consiguiente, ambos datos
permiten concluir que la pérdida delanalitos por las diversas etapas de LSE, la retencion de
los analitos por el sorbente (SPE) y su.elucion, no son etapas cruciales en la pérdida de la
reproducibilidad y precision delzmétodo propuesto por Rodriguez-Gonzalo et al. (2009)

para este tipo de muestras.
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Figura 7. Porcentaje de recuperacion de metiltiotriazinas en las frutas y vegetales frescos estudiados (CA =
cafia de azicar, MA = maiz (elote), NA = Naranja, PA = Papa; Pl = pifia, AP = apio; PT = platano, TO =
tomate, CE = cebolla, PM = pimiento). Para n=3, muestras dopadas con una solucién estandar de 0.01"ppm,de
Am,Pmy Th.
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Cuadro 7. Valores del %RSD en las muestras dopadas con metiltiotriazinas.

Vegetal Am Pm Tb

Estudiado .. %RSD  memeeeeeee-
CA 2.05 2.46 2.05
MA 2.29 2.07 1.68
NA 2.33 2.07 1.54
PA 2.00 2.05 2.07
Pl 2.03 1.98 1.52
AR 2.00 2.05 2.00
PT 212 1.54 1.11
TO 2.05 2.05 0.98
CE 2.02 2.00 2.05
PM 2.50 2.46 2.07

CA = cafia de azlcar, MA = maiz (elote), NA = naranja, PA = papa; Pl = pifia, AP = apio;
PT = platano, TO = tomate,.CE\=cebolla, PM = pimiento). Para n=3, muestras dopadas
con una solucion de 0.01 ppm-de.metiltiotriazinas estudiadas.

Por lo tanto, los datos de %Recuperaeién y %RSD calculados permiten sefialar que la
metodologia propuesta puede /ser. utilizada?para la extraccion y cuantificacion de las
metiltiotriazinas por HPLC en las/rutas y vegetales estudiados (cafia de azUcar, maiz-elote,
naranja, papa, platano, pifia, apio;~tomate, cebola y pimiento), y para concentraciones

iguales o superiores a 0.005 ppm.

6.3. Deteccion y/o cuantificacion de residuos’de triazinas en las frutas y
vegetales frescos estudiados.

En el Cuadro 8 se indica el contenido de Am, Pm y Th encontrado‘y/o detectado en cada
una de las muestras estudiadas considerando los tres supermercados i, dos meses de
muestreo con base en la metodologia en estudio. Los datos muestran unasmayor presencia
de Am, seguida de Tb y Pm para la mayoria de las muestras procedentes.de los tres
supermercados y ambos muestreos. Estos datos coinciden con los reportados en.la‘literatura
consultada, donde el mayor el nimero de casos reportan altos niveles de residuos de\Am,
que es el herbicida del grupo de las metiltiotriazinas de mayor empleo en los cultivos y

formulaciones quimicas (Catalogo de Plaguicidas, 2016).
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Cuadro 8. Cuantificacion de metiltiotriazinas en muestras de frutas y vegetales frescos
procedentes de tres supermercados (S1, S2 y S3).

Superfepcado . Muestreo 1 I Muestreo 2
Identificacion | Am | Pm \ Tb | Identificacion | Am | Pm | Tb
mg/Kg mg/Kg
CA-M1-S1 0.1 nd NC CA-M2-S1 NC nd 0.02
MA-M1-S1 NC nd NC MA-M2-S1 nd nd nd
NA-M1-S1 0.15 nd nd NA-M2-S1 nd nd NC
PA-M1-S1 nd nd nd PA-M2-S1 0.05 nd NC
s1 PJM1-S1 0.02 nd nd PI-M2-S1 nd nd NC
AP-M1-S1 nd nd nd AP-M2-S1 nd nd nd
PT-M1-S1 NC nd nd PT-M2-S1 nd nd 0.01
TO-M1-S1 nd nd nd TO-M2-S1 nd nd nd
CE-M1-§% nd nd NC CE-M2-S1 0.01 | NC nd
PM-M1-S1 0.05 nd nd PM-M2-S1 nd nd nd
CA-M1-S2 nd nd 0.02 CA-M2-S2 0.15 nd nd
MA-M1-S2 0.05 nd nd MA-M2-S2 nd nd NC
NA-M1-S2 0.01 nd NC NA-M2-S2 nd nd nd
PA-M1-S2 nd nd nd PA-M2-S2 NC nd nd
2 PI-M1-S2 0.03 nd nd PI-M21-S2 nd NC nd
AP-M1-S2 nd 0.0% nd AP-M2-S2 0.01 nd nd
PT-M1-S2 nd nd nd PT-M2-S2 nd nd nd
TO-M1-S2 nd nd nd TO-M2-S2 0.02 nd nd
CE-M1-S2 0.0 | »NC nd CE-M2-S2 nd nd NC
PM-M1-S2 nd nd NC PM-M2-S2 nd NC nd
CA-M1-S3 0.02 nd 0.05 CA-M2-S3 nd nd nd
MA-M1-S3 NC nd NC MA-M2-S3 nd nd 0.01
NA-M1-S3 0.01 nd nd NA:M2-S3 NC nd nd
PA-M1-S3 nd nd nd PA-M2-S3 nd 0.01 nd
s3 PI-M1-S3 NC nd nd P1-M2-S3 NC nd nd
AP-M1-S3 nd nd NC AP-M2-S3 nd nd 0.01
PT-M1-S2 0.01 nd nd PT-M2-83 nd nd nd
TO-M1-S3 0.02 nd nd TO-M2-S3 nd nd nd
CE-M1-S3 NC nd nd CE-M2-S3 nd nd NC
PM-M1-S3 nd NC nd PM-M2-S3 001 nd NC
CA = cafia de azicar, MA = maiz (elote), NA = naranja, PA = papa; Pl = pifia, AP z"apio; PT = platano,

TO=tomate, CE = cebolla, PM = pimiento. Para n=3 por muestra de cada fruto y/o vegetal fresco y por
muestreo. NC=No Cuantificable, nd= No detectada.

De acuerdo con Muller y Switzerland (2008), la Am es la metiltiotriazina mas poderosa en

lo que respecta a su actividad en el control de malezas en etapas iniciales, especialmenteen

condiciones calidas. Su uso comercial mas importante es en el cultivo de la cafia de azucar

donde se utiliza tanto en preemergencia como en post-emergencia, asi mismo es un
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herbicida selectivo y versétil en la etapa de post-emergencia en el cultivo del maiz. Por otra
parte,.la Am posee una persistencia y actividad mucho mas prolongada en los suelos
tropicales *que las clorotriazinas. También se registra su uso en cultivos tropicales y
subtropicales, como la pifia, el platano y la palma. No obstante, los datos obtenidos para los
tres supermercados y épocas de muestreo presentan diferencias significativas (P>0.05) para

las tres metiltiotriazinas estudiadas.

En la Figura 8 se muestra el intervalo de concentracion de residuos de metiltiotriazinas
encontrado en las‘“frutas y vegetales frescos estudiados procedentes de los tres
supermercados y en las'des épocas de muestreo. La cafia de azlcar y la naranja presentaron
el contenido mas alto de ‘metiltiotriazinas (0 a 0.15 ppm) y la concentracion menor se

encontro en cebolla, platano yapie-(0 a 0.01 ppm).
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CA MA NA PA Pl AP PT TO PM CE

Figura 8. Intervalo del contenido maximo (ppm) de metiltiotriazinas encontrados-en las frutas y vegetales
frescos estudiados. Para N=18 por cada muestra considerando los tres supermercados y dos épocas de
muestreo. (CA: cafia de azlicar, MA: maiz (elote), NA: naranja, PA: papa, Pl: pifia, AP; apio, PT: platano,
TO: tomate, PM: pimiento y CE: cebolla).

Los vegetales de tomate, cebolla y pimiento, que estan considerados de alto.consumo per-
capita (SIAP, 2016), presentaron niveles de concentracion maximos de 0.02,9:0%.y 0.05
mg/kg, respectivamente. Aunque estos valores de concentracion no superan loS/niveles
establecidos legalmente por diferentes organizaciones e instituciones, es importante sefialar

que a largo plazo podrian afectar la salud del consumidor, debido a sus efectos de
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disruptores endocrinos. Asimismo, el empleo inadecuado de las triazinas se ha asociado
conla.formacién de diferentes tipos de cancer (Sathiakumar y Delzell, 1997).

6.4. ‘Frecuencia relativa de la presencia de residuos de metiltiotriazinas en
las frutas y vegetales frescos estudiados.

Un estimado de lasfrecuencia con la cual puede existir la presencia de residuos de Am, Pm,
y Tb en las frutas ¢ \vegetales frescos estudiados se obtuvo a partir del calculo de la
frecuencia relativa (fz).para todas las muestras procedentes de los tres supermercados y de
las dos etapas de muestreo<La fr se calculé considerando tres grupos: Muestras que
presentaron niveles de concentracion de 0.005-0.015 mg/kg de Am, Pm y Th, muestras con
niveles de metiltiotriazinas no ‘Cuantificables (Nc) por el método y técnica utilizada y

muestras no detectado (nd) o sin residuos de metiltiotriazinas.

En la Figura 9 se muestran los~alores de la frecuencia relativa porcentual de la presencia o
ausencia de metiltiotriazinas presentes en Jas, frutas y vegetales frescos estudiados. Los
datos indican que en el intervalo de concentragion.de 0.005-0.15 mg/kg, el 30.0 % de frutas
y vegetales frescos presentaron residues de Am¢ ely10.0 % de Tb y 3.3 % de Pm. Estos
datos corroboran que la Am es la triazina-que se“encontré con mayor frecuencia en las

muestras analizadas con respecto a la Pm y Tb.

Es importante sefialar que un porcentaje de muestras presentaron residuos de Am, Th o Pm,
pero que debido al nivel de sensibilidad de la técnica instrumental empleada no fue posible
su cuantificacion. Estos valores porcentuales correspondieron a 25,)8:3 y 23.3% para Am,
Pm y Th, respectivamente; y finalmente, las muestras de frutas y vegetales frescos que no
presentaron residuos de Pm fue del 88.3%, el 55.0% de Am vy el 66.7% de"Tb. De acuerdo
con Bray et al. (2008), en todo el mundo se han comercializado en total @20 herbicidas del
grupo de las triazinas, de este total siete de ellas fueron registradas en su maemento para su
uso en los cultivos de Estados Unidos: ametrina, atrazina, metribuzin, prometryn;Simazine,
terbutryn, y prometon. Algunas de ellas actualmente ya estan prohibidas en este~pais,

aunque no en el caso de México.
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Figura 9. Frecuencia relativa porcentual del‘contenido de Am, Pmy Tb presentes en el total de muestras de
frutas y vegetales frescos estudiados enslos-tres supermercados y dos épocas de muestreos. N=60.

Del total de muestras, tanto de(frutas y vegetales frescos, correspondientes a los tres
supermercados y dos épocas de mugstreo,.el 70% no_presentd residuos de metiltiotriazinas,
el 15.6 % no fue posible cuantificarlos; y el 14:6% registro residuos en el intervalo de
concentracion de 0.005-0.15 ppm. Cahe .destacar .que la presencia de residuos de
metiltiotriazinas en las frutas y hortalizas estudiadas se déba a una posible contaminacion
cruzada durante la cosecha, poscosecha, almacenamiento, transporte y/o distribucion, o
bien en su comercializacion. Lo anterior debido a que norse cumple con las buenas

précticas agricolas, buenas practicas de poscosecha, o bien de trasporte y comercializacion.

En la Figura 10 se muestra el contenido de metiltiotriazinas en las frutas ywegetales frescos
procedentes de cada uno de los supermercados (S1, S2, S3). En el caso de los tres
supermercados, la Am fue la metiltiotriazina que se present6 con una frecuencia relativa de
0.25-0.35, es decir que entre un 25 a 35% de muestras mostraron residuos de AnT)la Pm se
presento entre el 5 al 10% de muestras, mientras que la Tb se manifesto con una frecuencia
entre el 25 al 40% de las muestras.
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Figura 10. Frecuencia relativa del contenido de metiltiotriazinas en las muestras de frutas y vegetales\frescos
procedentes de cada supermercado S1, S2y S3 considerando ambos muestreos y niveles de concentracion en
el intervalo de 0.005-0.15 ppm. N=20. NC: no cuantificable, nd: no detectada.

Estos valores corroboran que la Am y Tb se utilizan con mayor frecuencia en el control de

malezas, y son las metiltiotriazinas de mayor empleo en las formulaciones comerciales' de
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herbicidas, e incluso en algunas ocasiones son la mezcla de ambos, como es el caso de la
clerotriazina, atrazina (Az), con la Tb (COFEPRIS, 2018).

Diverses estudios analiticos de cuantificacion o deteccion de residuos plaguicidas en
matrices de-frutas y vegetales frescos a nivel nacional, han demostrado un alto indice de
residuos de estas sustancias. Entre los residuos de plaguicidas con mayor nimero de
registros se encuentran el 2,4 D; Diuron, Carbofuran, Malation y del grupo de las triazinas
la Az. No obstante, diehos estudios presentan un porcentaje bajo aproximadamente 30% en

la exactitud de los analitos calibrados con patrones estandares.

6.5. Comparacion entre los valores de metiltiotriazinas encontrados y los
LMR establecidos/anivel nacional y de otros paises.

En el Cuadro 9 se indican los valores de LMR (Limite Maximo de Residuos) establecidos
para residuos de metiltiotriazinas enl1as frutas y vegetales frescos estudiados segun la
Comision Intersecretarial para gl.Control-del/Proceso y Uso de Plaguicidas, Fertilizantes y
Sustancias Toéxicas (CICOPLAFEST) vy "vigilados por la Comision Federal para la
Proteccidn contra Riesgos SanitarioS (COREPR{S).

Los valores de LMR permiten determinar‘el riesgo”que representan los residuos de estas
sustancias en los alimentos, en este case”las frutas y vegetales frescos, dado que a
concentraciones superiores a los LMR establecidas dichas: sustancias resultarian toxicas
para el consumidor, y podrian generar efectos adversos=en la salud del hombre,
especialmente cuando el consumidor es la poblacion infantil.“Cabe sefialar que los Unicos
plaguicidas cuya importacion, comercializacion y uso estan permitides en México, son los
que han sido registrados ante la Secretaria de Salud (COFEPRIS, 2018).

Con base en los datos reportados, la mayoria de los frutos y vegetales estudiados
presentaron residuos de al menos una de las tres metiltiotriazinas, principalmente de Am.
Es importante sefialar que todas las muestras donde se encontraron residuos de 'Am, Pm y
Th cumplen con la normatividad nacional, dado que estos valores se encuentran dentro del

intervalo establecidos en la legislacion nacional.
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Aunque cabe sefialar que en algunas muestras se encontraron residuos de alguna de la
metiltiotriazinas estudiadas aun cuando no esté autorizado su uso durante su cultivo, tal es
el caso del tomate, pimiento, cebolla, papa, cafia de azlcar, apio (ver Cuadro 10). En este
caso y con-base en las marcas de plaguicidas que se comercializan muchas de ellas
contienen ‘mezclas de metiltiotriazinas en su formulacién, lo cual muchas veces es del

desconocimienta del productor.

Cuadro 9. Comparacion.de los residuos de metiltiotriazinas encontrados en las muestras de
estudio con los valores 'deAZMR reportados por CICOPLAFEST.

Fruta o Vegetal Amz AmP Pm? Pm® Th? ThP
Fresco
-------------------------- LMR (ppm)

Caria de azlcar 0.25 0.15 NA nd NA 0.02
Maiz 0.25 0.05 0.25 Nd 0.1 0.01
Naranja NA 0.15 NA Nd NA Nd
Papa 0.25 0.05 NA 0.01 NA Nd
Pifia 0.25 0.03 NA Nd NA Nd
Apio NA 0.01 0.5 0.01 NA 0.01
Platano 0.25 0.01 NA Nd NA 0.01
Tomate NA 0.02 NA Nd NA Nd
Cebolla NA 0.01 NA Nd NA NC
Pimiento NA 0.05 NA Nd NA NC

a\/alor reportado por CICLOPLAFEST, PValor encontrado en el presente estudio. NA: No autorizado
su uso, NR: valor no reportado, NC: No detectado o sin residuos.

La Am fue la metiltiotriazina que se encontré en al menos el 50%“de frutas y vegetales
frescos estudiados. En este sentido es relevante destacar que este” herbicida ocupa el
segundo lugar de las triazinas que se utiliza con mayor frecuencia en les cultivos para el
control de malezas, asi como en las formulaciones comerciales de estos herbicidas (Muller
y Switzerland, 2008; Catalogo de Plaguicidas, 2016).

Los valores obtenidos en la cuantificacion de los residuos de Am, Pmy Tb en las muestras
de los frutos y vegetales estudiados obtenidos en los tres supermercados preséntan la

mayoria de ellos diferencias significativas entre el primer y segundo muestreo.

40



Otros autores como Gonzalo et al. y Herrero et al. reportaron residuos de Am en naranjas y
papas, éste ultimo empleando el método de HPLC. También lograron cuantificar residuos
de Pm1 en las mismas muestras, mientras que la Th solo se encontré en muestras de

naranjas

Es importante“sefialar que las buenas practicas de higiene durante la preparacion de
alimentos, y el\lavado de las frutas y hortalizas con abundante agua, antes de su consumo o
su preparacion enalimentos, son factores que podrian favorecer la eliminacion de estos

herbicidas sobre la superficie de los mismos.

En el Cuadro 10 se muestran los valores de LMR establecidos para los estados miembros
de la Unién Europea (Codex-Alimentarius), Estados Unidos y Japén con el fin de comparar
estos valores con los residuosg¢obtenidos en las frutas y vegetales frescos estudiados. La
EPA (Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos) registra valores de LMR
para la Am en los cultivos de cafia de azucar, maiz, pifia y platano. EI Codex Alimentaius,
que legisla el control de los LMR en alimentos establece un mismo valor permisible de las

metiltiotriazinas para la mayoria“de _las frutas.y vegetales frescos correspondiente a 0.05
ppm.

Cuadro 10. Limite maximo residual de metiltiotriazinas en las frutas y vegetales reportados
por Estados Unidos (EPA), Unién Europea(WE), Reino Unido y Japon.

Ametrina (Am) Prometrina'(Pm) Terbutrina (Tb)
Fruta/ < LMR (ppm) >
Vegetal  Epps UEM  Reino Japond EPA®  UEM  Reino Japond EPAY UE®  Reino Japond
Unido®) Unido®) Unido®)
Cafiaazicar 0.25  NA 0.1* 0.05 - NA 0.1* - - NA 0.1* -
Maiz (Elote)  0.25 NA 0.1* 0.05 0.25 NA  0.1% 0.02 - NA 0.1* -
Naranja NR NA 0.1* - NA 0.1* - - NA 0.1* -
Papa NR NA 0.1* - NA 0.1* 0.2 - NA 0.1* -
Pifia 025 NA 0.1* 0.05 - NA 0.1* - - NA 0.1* -
Apio NR NA 0.1* 0.5 NA 0.1* - - NA 0.1* -
Platano 025 NA 0.1* - NA 0.1* - - NA 0.1* -
Tomate* NR NA 0.1* - NA 0.1* - - NA 0.1* -
Cebolla* NR NA 0.1* - NA 0.1* 0.02 - NA 0.1* -
Pi miento* NR NA 0.1* - NA 0.1* - - NA 0.1% -

Fuente: ¥ EPA (2017). ®Codex Alimentarius (2012); ©Y9Promperu (2018). NA: No autorizado su uso, NR: valor
no reportado.

41



Las organizaciones europeas y americanas tienen normas reglamentarias mas estrictas en el
ambito alimenticio, por lo que el uso de plaguicidas en cultivos estd muy vigilado por
dichas” organizaciones y por tal motivo es dificil encontrar residuos de plaguicidas en
muestras_de alimentos. Cabe destacar que la mayoria de los herbicidas empleados en

Mexico son.prohibidos en Europa y Estados Unidos.

De acuerdo con' los+valores encontrados de residuos de Am, Pm y Th utilizados en los
cultivos de las frutas~y hortalizas analizadas en el presente estudio, se recomienda la
supervision de las BPA' para cada tipo de cultivo. También es importante sefialar que el
contenido de residuos'.de” metiltiotriazinas en el presente estudio son menores a los
reportados para otros plaguicidas que se emplean en estos cultivos, por ejemplo los
organofosforados y organoclorades; donde la cuantificacion de residuos persistente en los

frutos y vegetales frescos es muche’mas significativa que los residuos de metiltiotriazinas.

Algunos autores como Ribas et “al. (1998) sefialan que dentro del grupo de las
metiltiotriazinas, la Am, Tb y.Pm estan clasificadas por la OMS como las menos toxicas y
se considera que en condiciones.generales de uso aparentemente no implican un riesgo para
los humanos. No obstante, otros autores como”Tug(1992), Junnila et al. (1993) y Davies et
al. (1994) sefialan que al acumularse lgs'Compuestosixenobidticos de este grupo de triazinas
en los tejidos de los vegetales representan un-riesgo para la salud del hombre.
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VIlI.  CONCLUSIONES

El método analitico LSE-SPE-HPLC demostr6 que la pérdida de analitos por las diversas
etapasde/LSE, la retencion de los analitos por el sorbente (SPE) y su elucion, no son etapas
cruciales enila pérdida de la reproducibilidad del método propuesto por Rodriguez-Gonzalo
et al. (2009):

El método propueste.permitio detectar, identificar y cuantificar residuos de metiltiotriazinas
a niveles de concentraeion superiores al 0.005 ppm en las muestras de frutas y vegetales

frescos estudiados.

Con base en las concentraciones de Am, Pm y Tb encontrados en distintas muestras de
frutas y vegetales frescos, estas’cumplieron con los valores del LMR establecidos tanto por
la CICLOPLAFEST como por el'Cadex Alimentarius.

En algunas muestras de  frutas ¥y vegetales frescos se detectaron residuos de
metiltiotriazinas aun cuando no estan autorizado su uso durante su cultivo, esto puede
deberse a un mal uso de las BPA, o bien por una contaminacion cruzada durante su

cosecha, poscosecha, trasporte, distribucion y/oCamercializacion.

El método propuesto es recomendable- para ‘el /analisis cuantitativo de residuos de
metiltiotriazinas en muestras de cafia de azUear, elote«{maiz), naranja, pifia, papa, platano,
apio, tomate, cebolla y pimiento en fresco, debido a‘su bajo costo, alta recuperacion de

analitos (valores superiores al 95%), y simplicidad.
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VIIL.

ANEXOS

Anexo 1. Productos de origen vegetal: Descripcion de las muestras primarias y tamafio de

las muestras de laboratorio.

Productos de‘origen vegetal: descripcion de las muestras primarias y tamafio minimo de las muestras

de laboratorio

Clasificacion de los productos Ejemplos

Tamafio minimo de
cada muestra de

Naturaleza de las
muestras primarias

que han de tomarse laboratorio
Categoria A. productos.alimenticios de
oriaen veaetal.
1.Todas las frutas, tipo 1, grupos 001 —
008 Todas las hortalizas, tipog2,/grupos
1.1 productos frescos de tamafio pequefio,  Varias bayas Unidades enteras, 1kg

unidades generalmente < 25 g guisantes envasadas o tomadas

Aceitunas con un instrumento de

muestreo
1.2 productos frescos de tamafioc medio, Manzanas Unidades enteras 1 kg (10 unidades al
unidades de 25 — 250 g, generalmente Naranjas menos)
1.3 productos frescos de tamafio grande; Coles Unidades enteras 2 kg (5 unidades al
generalmente unidades > 250 g Pepinos menos)
Uvas (racimos)

2.Legumbres, tipo 2, grupo 015 Soja 1kg
Cereales en grano, tipo 3, grupo 020 Arrozetrigo 1kg

Nueces de arbol, tipo 4, grupo 022 Excepto,cocos

Mani
(cacahuate)

Semillas oleaginosas, tipo 4, grupo 023

Semillas para la fabricacién bebidas
dulces, tipo 4, grupo 024

Café en grano

3.Hierbas aromaéticas, tipo 027 Perejil fresco

Otros productos

1 kg 5 unidades
50049

500 g

Unidades enteras 0.5 kg

0.2 kg

Fuente: CAC/GL 33-1999 (1999) y Manual Técnico de Muestreo de Productos Agricalas para Determinacion

de Residuos de Plaguicidas (Senasica, 2012)
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