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RESUMEN

Uno de los principales grupos de plaguicidas mayormente utilizados en México, son
los organofosforados; destacando principalmente por su modo de accion, amplio
espectro, efectividad en mayoria de plagas y por su aplicacion en diversos sectores
agricolas, pecuarios, urbanos y de salud. Considerados inhibidores de la
Acetilcolinesterasa (AChE), toxicos al ambiente y a los seres vivos. El uso excesivo de
estos insecticidas, ha perjudicado gravemente a los productores, reduciendo la
exportacion de frutas y verduras a Estados Unidos de América (EUA). Los estandares
y normativas son cada dia mas exigentes con los productos cruzados a EUA, exigiendo
gue los limites maximos de residuos plaguicidas (LMR) no superen la residualidad
(ppm) emitida por el Cédigo Electronico de Regulaciones Federales (E-CFR) de la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). Por lo anterior, el objetivo de esta
investigacion fue determinar los niveles detectables por organofosforados, utilizando
una técnica colorimétrica econdémica, para brindar apoyo a los productores, en el
monitoreo de residuos en productos horticolas y frutales. Para ello se realizaron
diversos ensayos de estandarizacién a diferentes concentraciones del insecticida
Diazinon, asi mismo de la enzima AChE. Posteriormente se probaron diversas frutas
y verduras siguiendo la metodologia de preparacidn y extraccion de las muestras, para
someterlas a un proceso de lectura, utilizando como herramienta un Lector de
microplacas Elx 800. De la misma forma, se realiz6 una comparacion de los datos
obtenidos por el Lector y el Cromatégrafo Liquido de Alta Eficacia (HPLC) para
cuantificar la cantidad de residuo albergada en las muestras analizadas. Los
resultados obtenidos demuestran que la validacién de dicha técnica, puede ser
aplicada como método de deteccion de residuos, antes del envio de productos a EUA,

brindando un mayor cumplimiento ante las normativas estipuladas.

Palabras clave: organofosforados, Acetilcolinesterasa, insecticidas, residualidad,

monitoreo y estandarizacion.



ABSTRACT

One of the main groups of pesticides widely used in Mexico are the organophosphorus
pesticides; they stand out mainly for their mode of action, broad spectrum,
effectiveness in most pests and for their application in various agricultural, livestock,
urban and health sectors. They are considered acetylcholinesterase (AChE) inhibitors,
toxic to the environment and living beings. The excessive use of these insecticides has
seriously harmed producers, reducing the export of fruits and vegetables to the United
States of America (USA). The standards and regulations are becoming more and more
demanding with the products crossed to the USA, demanding that the maximum
pesticide residue limits (MRL) do not exceed the residual (ppm) issued by the Electronic
Code of Federal Regulations (E-CFR) of the Environmental Protection Agency (EPA).
Therefore, the objective of this research was to determine the detectable levels of
organophosphates, using an economical colorimetric technique, to support growers in
monitoring residues in horticultural and fruit products. For this purpose, several
standardization tests were carried out at different concentrations of the insecticide
Diazinon, as well as of the enzyme AChE. Subsequently, different fruits and vegetables
were tested following the methodology of preparation and extraction of the samples, to
submit them to a reading process, using an Elx 800 microplate reader as a tool. In the
same way, a comparison of the data obtained by the reader and the High Performance
Liguid Chromatograph (HPLC) was carried out to quantify the amount of residue in the
analyzed samples. The results obtained show that the validation of this technique can
be applied as a residue detection method before the shipment of products to the USA,

providing greater compliance with the stipulated regulations.

Key words: organophosphates, acetylcholinesterase, insecticides, residuality,

monitoring and standardization.
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INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura (FAO), tras los afios 40’s y 50’s los plaguicidas eran vistos como sustancias
milagrosas, ya que frenaban plagas devastadoras de cultivos, por ello eran utilizados
sin medida alguna (Codex, 2020). Tal es el caso que la Organizacion mundial de la
salud (OMS) en el afio 2020 menciona que el uso de plaguicidas sin presencia residual
en productos alimentarios es considerado imposible, por lo que se han empleado
limites maximos de residuos que estandarizan los productos inocuos a comercializar.
(Ramos, 2021) actualmente los métodos convencionales para detectar residuos de
plaguicidas son muy costosos y dificiles de realizar, por ello la evaluacién de una
técnica mas econdmica, accesible y de facil utilizacién seria la principal opcion para
todos los productores. (Ureta, 2021) menciona que nuevos compuestos de insecticidas
salen al mercado y el desarrollo de moléculas mas biomagnificantes tienden a
producirse. En la actualidad existen equipos mas modernos y eficaces, como el
cromatografo de gases (CG), el cromatégrafo liquido de alta eficacia (HPLC) y el
Espectrofotometro de masas (ES), que son algunas técnicas utilizadas para analizar
residuos de insecticidas (Klein, 2006). El principal precursor de la accién de deteccion
de estos insecticidas, es la enzima acetilcolinesterasa (AChE) que se encuentra en el
neurosistema de los insectos y mamiferos, es inhibida por un grupo especifico de
insecticidas Organofosforados (OF) y Carbamatos, que son demasiados toxicos en la
aplicacion (Tejada et al.,1998). Existen enzimas sintéticas que se obtienen de grupos
de colinesterasas proveniente de vertebrados, conocido como colinesterasa
“verdadera” su estructura molecular proviene de la anguila Electrophorus electricus
Linneo., valida para diversidades de especies estudiadas (Sanchez y Salceda, 2008).
Para el desarrollo de este procedimiento analitico, se estudido la metodologia de
Ellman, asimilo y posteriormente se adaptd. Ellman y otros colaboradores en 1961
utilizaron para medir actividad AChE en una diversidad de especies, empleando el
acido 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB, también llamado Reactivo de Ellman)
como sonda para hacer un seguimiento de la reaccion catalizada por la enzima AChE,

1



utilizando como sustrato alternativo a la molécula de acetiltiocolina (AThCh). Por lo
cual se realiz6 diversas cuantificaciones y estandarizaciones para adaptarlo al objetivo
previsto. La aplicacion de una técnica capaz de determinar plaguicidas OF, depende
de factores de gran importancia como; efectividad, rapidez, fiabilidad, selectividad,

sensibilidad, disponibilidad con el medio ambiente y capacidad de analisis.



Hipotesis

Obtener un método de facil aplicacion, rapida, econémica y sensible, mediante una
técnica colorimétrica que permita determinar los residuos de plaguicidas

organofosforados, en alimentos hortofruticolas.

Objetivos

Determinar los niveles detectables de organofosforados, mediante una técnica
colorimétrica, accesible, econémica y de facil aplicacion para el monitoreo de residuos

de plaguicidas en frutas y verduras.
Objetivos especificos

1. Estandarizacion de los niveles detectables de Diazinon en muestras de frutas y
verduras mediante la técnica colorimétrica.

2. Evaluacién de la técnica colorimétrica para el monitoreo de residuos de
plaguicidas organofosforados en frutas y verduras.

3. Comparacion de la técnica colorimétrica con un método cromatogréfico.

Justificacion

La preocupacion que enfrentan los productores al no poder exportar sus productos
hortofruticolas, tiene un impacto en la comercializacion a nivel nacional, debido a un
requisito fundamental basado en comercio de productos libres de residuos, el elevado
costo de los métodos convencionales, para el analisis de residuos plaguicidas en frutas
y verduras; propicia el desarrollo de una metodologia econdmica, accesible y de facil

aplicacién para el apoyo a agricultores.



REVISION DE LITERATURA

Produccion de Frutas y Verduras en México
El Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) informé en el 2020, que
México a principios del 2019 se colocé en el 7° lugar en produccion agroalimentaria
aportando el 2%, asi mismo posee el 6° lugar con 48,800 toneladas (t) a nivel
internacional como productor de arandano, el 2°productor universal de Frambuesa con
128, 000 t y el 28° en uva fruta, donde el cliente principal es Estados Unidos (SIAP,
2020). El Servicio de Administracion Tributaria (SAT) en el 2020, mencioné que
nuestro pais fue posicionado como 9° productor mundial de Jitomate, 9° productor de
Lechuga, representando el 1.8% del volumen mundial de las hortalizas, 12°productor
mundial de Cebolla, en cuanto a pimiento se reporta un total de 1,407 millones de

dolares (mdd) en el afio 2019.
México un pais exportador

Avendafio (2008) y Macias (2010) sefialaron que México fue el principal proveedor de
productos agropecuarios en Estados Unidos de América (EUA), ascendiendo un valor
de las exportaciones mexicanas hacia ese pais de 7,450 millones de dolares (md).
Segun el SIAP en el 2020, México es caracterizado un pais exportador, aportando un
valor de 23 mil millones de délares (mmd) en el afio 2019, como se muestra en la figura
1, donde el cliente principal es EUA, pero también comercializa con Japon, China,
Singapur, Paises Bajos, Canadéd, Bélgica, Italia, Emiratos Arabes Unidos, Arabia

Saudita, y muy pronto al Reino Unido.



Figura 1. Estimaciéon Porcentual de Ganancia total (millones de ddlares) por

exportaciones.

Ganancia total (millones de dolares)

m Arandano
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Fuente: Elaboracion Propia. Porcentaje de la Ganancia Total por Exportaciones de Principales Frutas
y Verduras.

Principales Cultivos Horticolas y Frutales de Exportacion

Segun la FAO en el 2010, los productores de frutas y hortalizas se encontraban muy
interesados en una liberalizacion inmediata para que sus productos pudieran ser
facilmente exportados. En el afio de 1980 comenz0 la apertura comercial, confirmada
por el Tratado de Libre Comercio de América del Norte (TLCAN), tras ello se
empezaron a realizar cambios con la demanda del mercado, mejoraron la sustitucion
de cultivos que brindé como resultado un nuevo patron de la produccion (Yunez, 2006).
A principios del afio 2019 y los afios posteriores, se le atribuye gran importancia a las
frutas y verduras con alta demanda en el mercado estadounidense y europeo (SIAP,

2021), 8 de estas se hardn mencion a continuacion.



Limites méximos permitidos de Diazinon para cultivos de exportacién

El codex alimentarius (Codex), el Cdédigo de Regulaciones Federales (CFR)
perteneciente a la United States Environmental Protection Agency (EPA) en el 2021,
establece los siguientes limites maximos de residuos (LMR) de Diazinon para las

siguientes frutas y verduras, como se determina en la tabla 1.

Tabla 1. Limites maximos permitidos de Diazinon para cultivos de exportacion.

LMR PERMISIBLE POR E- LMR PERMISIBLE POR
FRUTAS Y
CFR/ EPA. Partes por millon EL CODEX
VERDURAS
(ppm) ALIMENTARIUS (mg/kg)
Arandano 0.50 ppm 0.2 mg/ kg
Uva 0.75 ppm 5 mg/ kg
Tomate 0.75 ppm 0.5 mg/kg
Frambuesa 0.75 ppm 0.02 mg/kg
Cebollin 0.20 ppm 1  mgl/kg
Lechuga 0.70 ppm 0.5 mgl/kg
Pimiento morron 0.5 ppm 0.5 mgl/kg
Ciruela 0.20 ppm 0.2 mgl/kg

*E-CFR: The Electronic Code of Federal Regulations, por sus siglas en espafiol Codigo Electronico de
regulaciones Federales.

*EPA: Environmental Protection Agency, por sus siglas en espafiol Agencia de Proteccion Ambiental.
*mg/kg: miligramo/kilogramo.

Métodos de deteccidon de residuos de plaguicidas

La produccién y la distribucion de alimentos inocuos son palabras claves que surgen
tras la preocupacion de interés mundial, buscando la proteccion de cultivos, pero asi
mismo minimizar las pérdidas ocasionadas por plaguicidas (Guerrero y Herrera, 2016).
Dicho uso repercute en la utilizacién de miles de sustancias en el mundo para el control
de plagas, esto ha llevado a la adopcion, desarrollo, creaciéon de técnicas y métodos

para el analisis de deteccion de residuos plaguicidas (Barco y Dallos, 2018).



La validacion de metodologias de andlisis es una herramienta objetiva que busca
garantizar la efectividad de un método de analisis que generé resultados confiables
bajo condiciones de trabajo disponibles en laboratorios; de otra forma busca
determinar un alcance en la metodologia (Ahumada, 2012).

Principales frutas y verduras de exportacion en México

Arandano Vaccinium myrtillus L.

El pais mantiene una produccién de 36,700 toneladas de ardndanos azules al afio, en
los estados de Jalisco, Michoacéan y Sinaloa, segun (SADER, 2018). El arandano
considerado la fruta mas cotizada en el mercado mundial de las berries, se establece

como cultivo tecnificado en la regién Norte de Jalisco (SADER, 2021).

Uva Vitis vinifera L.

México aporta 350 millones de toneladas de uva, dentro la republica el mayor productor
es el estado de Sonora, con un valor estimado a los 3 mil 800 millones de pesos.
Estados Unidos, Venezuela y Costa Rica son los principales mercados de exportaciéon
de este fruto mexicano (SENASICA, 2016).

Tomate Solanum lycopersicum L.

FIRA (2017) afirmé que la produccion y el consumo mundial de tomate rojo es una
prioridad en el movimiento del mercado. (SIAP, 2020) México el principal exportador
de este alimento, la produccion de tomate rojo descendi6 a un promedio anual de 4.8%
en el afio 2016, sobrepasando un récor mundial de 3.3 millones de toneladas. Segun
datos por Latin American Pesticide Residue Workshop Food and Enviroment
(LAPRWFE) y afirmado por Vryzas y Sans (2020), mencionaron que los plaguicidas
mayormente utilizados son los Organofosforados, representando una gran parte de las
aplicaciones en el crecimiento y desarrollo del tomate en campo y en invernadero,

dado a las aplicaciones desmesurados de plaguicidas OF, la FAO establece ciertos



estandares de limites maximos de residuos, que son aplicados durante la exportacion

de esta hortaliza, para la viabilidad y el consumo humanao.
Frambuesa Rubus idaeus L.

El cultivo de frambuesa en México se ha ampliado en los ultimos afios, los principales
estados que se les atribuye esta produccion son Jalisco, Michoacéan y Baja California,
el estado de México fue uno de los productores de frambuesa de invierno, en el 2010
(SIAP, 2011). Durante el afio 2015 se exporté 390,583 toneladas a nivel nacional, con
un valor de 1,500 millones de ddlares (SIAP, 2015).

Cebollin Alliun choenoprasum L.

El principal productor y exportador de cebollin son los estados de Baja California,
durante el ciclo agricola primavera-verano 2019, en el Valle de Mexicali se sembraron
y cosecharon un total de 1,796 hectareas (ha) dejando consigo una produccion
de 23,949 t de cebollin y un beneficio econémico superior a los $385 millones de
pesos, en aproximacion, se preciso que el 90 % del cebollin producido en el Valle de
Mexicali se exporté a Estados Unidos, mientras que la produccion restante se destiné
para abastecer la demanda de Inglaterra y la industria restaurantera local (SADER,
2020).

Lechuga Lactuca sativa L.

Los principales estados con mayor produccion de lechuga son Guanajuato, Zacatecas
y Aguascalientes segun datos del SIAP (2018) el volumen alcanzado en el 2017 en 22
entidades fue de 466,803 toneladas, 6.1% superior al 2016, para el afio 2018 se
mantuvo una superficie sembrada de 22.4 mil hectareas, obteniendo una produccion
de 521.6 mil toneladas, con un 11.7% por arriba de lo generado en el 2017. Dado a
esto, la familiaridad con los plaguicidas ha mostrado una cotidianidad con el estilo
alimentario, desde hace 35 afios se reporta la presencia de diazinon, clorpirifos y
leptofos en lechuga (var. capita), tan s6lo en México; a pesar de haberse prohibido
ciertos plaguicidas todavia se siguen utilizando en algunos paises, con datos anuales
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de monitoreo del Centro Nacional de Referencia de Plaguicidas y Contaminantes
(CNRPYC) sefiala el uso de Diazinon en diversos cultivos; aun conociendo el limite

méaximo de residuos (LMR) para la combinacion plaguicida-cultivo (Pérez et al., 2013).

Pimiento morrén Capsicum annuum L.

En México el 50% de la produccion es bajo agricultura protegida; el principal productor
de pimiento a cielo abierto es Sinaloa aportando anualmente 166 mil t de este producto,
asi mismo el pais ocupa el primer lugar a nivel internacional en la exportacion de
pimientos (SIAP, 2018). La problemética principal que enfrentan los productores
sinaloenses, es la determinacién de residuos plaguicidas en el morrén, ya que el uso
de plaguicidas OF suele ser rutinario en los campos agricolas de Sinaloa, Sonora y
Guanajuato, los ingredientes mas utilizados en el sector horticola son: diazinén, di-

systén, metilparation, malation, paration y etion (Marquez, 2015).

Ciruela Prunus domestica L.

Los estados pioneros de ciruela que destacan, son: Chiapas, Michoacan y Jalisco,
aportando una produccién anual de 84 mil t; asi mismo el avance no manejable de
nuevos compuestos de insecticidas OF, ha conducido a la contaminacion de frutos
obtenidos después de postcosecha, lo que ha producido pérdidas graduales en los
productores (SADER, 2014).

Actividades de Mejora para la Calidad de los Productos

La calidad de las hortalizas es fundamento importante para el mercado a exportar; el
consumidor de frutas y verduras establece criterios muy importantes de seleccién, uno
de ellos es la eleccion de cultivares, la madurez, la frescura, el sabor, el aspecto, y
sobre todo el valor nutritivo; en el contexto agroindustrial las técnicas de produccion,
exigen calidad, obligando cada dia una mejora general en la produccion de frutos y

hortalizas, con el objetivo de competir con éxito en los diferentes mercados que son
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cada vez mas selectivos, con exigencias de confiabilidad y mejora en los productos
(Gonzaélez et al., 2010). En los ultimos afos se ha percibido la pérdida de calidad en
tomate, debido a la interaccion por patégenos, lo que provoca el deterioro de los frutos
(Mallor, 2021). El uso de la biotecnologia mediante modificacion de vias metabdlicas
involucradas en la maduracion de fruto, para produccion de plantulas resistentes a
plagas patoldgicas, producen materiales transgénicos que aun no han sido aceptados
por los consumidores. (Cagigas, 2018). Entramos en un punto critico de la necesidad
de romper la asociacion entre produccion y degradacién ambiental, planificando los
agroecosistemas, de tal forma que se puedan satisfacer las necesidades de las futuras
generaciones, reduciendo el impacto ambiental con el uso de plaguicidas,
promoviendo el uso de plaguicidas con extractos vegetales y de microrganismos
(Prudente, 2021). La implementacion de sistemas de asociacion, junto con el
mejoramiento genético por seleccién combinada, permite reducir las aplicaciones de
plaguicidas, el mejoramiento de suelo y asi mismo el aumento de la produccién de
fruto maduro de buena calidad, representa una alternativa que permite incrementar los

ingresos econémicos de los productores (Meneses et al., 2009).

Buenas préacticas agricolas (BPA)

Con la implementacién adecuada de Buenas practicas Agricolas (BPA) es posible
reducir el uso de plaguicidas, creando una estrategia de produccion agricola que
garantice sostenibilidad y competitividad, que busquen producir bienes agricolas de
manera sustentable con el medio ambiente, considerando la salud de los trabajadores
como de los consumidores, por lo que productores y personal de la cadena
agroalimentaria deben tomar conciencia de la importancia de adoptarlas en los
cultivos, con el objetivo de ampliar las oportunidades de comercializacion internacional
(Bernal, 2010). Reino Unido, Israel, Chile, y Brasil han empezado protocolos para la
produccion de frutas y verduras con estrategia segura y ambientalmente responsable,
reduciendo consigo los productos quimicos utilizados, la convivencia con ellos, ha
obligado a realizar estimaciones de estudios con presencia en los medios de

interaccion que nos rodea “alimento, agua y aire” (Diaz, 2008). La evaluacion del riesgo
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por ingesta de residuos quimicos, permite demostrar el efecto toxico no carcinogénico
(ENC), y los riesgos asociados con la exposicion a residuos quimicos. Los efectos
negativos en la salud son a corto y largo plazo, segun criterios de la OMS, la mala
utilizacion de estos compuestos produce un millén de intoxicaciones agudas al afio
(Yengle et al., 2008). El 25% de la carga mundial de intoxicaciones y el 23% de las
muertes se les atribuyen a factores relacionados con el ambiente (Uribe et al., 2012).
Existen alrededor de 70,000 sustancias quimicas que se venden a diario, pero de todos
ellos los plaguicidas son los mas importantes para el control de plagas. (Lepori et al.,
2013) La incorporaciéon de nuevos paquetes biotecnolégicos, junto con la aplicacién de
métodos de cultivos de granos genéticamente modificados causa importantes

incrementos de usos de plaguicidas.

Tratamientos de frutas y verduras para la desinfeccion de residuos de

plaguicidas

Debido a la alta produccion y exportacién de frutas y verduras, el aseguramiento de la
calidad e inocuidad de estos, es necesario minimizar la contaminacion por residuos de
plaguicidas, por ello se han empleado métodos y tratamiento capaces y efectivos de
reducir la cantidad de residuo en los alimentos; el agua electrolizada se obtiene por la
electrolisis proveniente de una solucién de cloro, su principal caracteristica es la
elevada cantidad de acido hipocloroso, se puede usar como agente desinfectante que
actua reduciendo la concentracion de plaguicidas en frutas y verduras. Garcia y
colaboradores (2016) descubrieron otro tipo de oxidante que también se puede utilizar
para la descontaminacion y la reduccion del contenido de plaguicidas en los alimentos
hortofruticolas es el didxido de cloro, tiene accidén antimicrobiana y como alternativa el
hipoclorito sédico, ademas es mucho mas estable, menos peligroso y mas selectivo a
comparacion del ozono y el cloro, permitiéndose usar en menos concentracion y dosis
sin causar efectos en las caracteristicas fenotipicas y en el sabor de los alimentos
(Soriano, 2020). Existen diversas soluciones de lavado como solucion de cloro, agua
ozonizaday &cido fuerte que han sido probadas en contra de la eliminacién de residuos
de plaguicidas hidrofébicos durante la etapa de poscosecha (Ong et al., 1996). Otros
autores mencionan que la solubilidad en agua de los compuestos insecticidas no juega
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un papel importante, con lavarlos correctamente el indice de residuo reduce
significativamente (Cabras et al., 1997). EI motivo por el cual en los centros de salud
no existen costos atribuidos a las intoxicaciones por plaguicidas es porque en los
centros de salud local no diagnostican sintomas de exposicion adversa a plaguicidas
(Ngowi et al., 2002).

Control Quimico como Método Principal para Plagas

Todos los productores entran en la controversia, del momento de aparicion y evolucién
de los problemas fitosanitarios y asi llevar acabo estrategias de un manejo efectivo,
gue reduzca el dafio en el ambiente y que no perjudique el rendimiento y calidad del
cultivo, el empleo de la toma de decision de un tipo de control siguiendo la afectacion
del umbral y del nivel de dafio econdmico (Farinds, 2021). Un buen monitoreo permite
brindar un diagnaostico del nivel de infeccidén o infestacion del patégeno partiendo de
los principios fundamentales ya mencionados, también se consideraran realizar las
actividades de control correspondientes en tiempo y forma, para reducir la infestacion
del grado de la plaga, sobre todo, cuando se tienen esquemas de Manejo Integrado
de Plagas (MIP), con esto moderar la aplicacion de insecticidas para la disminucion de
resistencia de plagas a compuestos toxicos en el mamiferos y plantas (Hernandez et
al., 2019).

Martinez (2010) cita que la correcta aplicacion de plaguicidas con el propdésito de
eliminar las plagas y enfermedades que atacan a los cultivos, logran garantizar una
mayor productividad del campo y obtener mejores beneficios econémicos, ya que los
dafios ocasionados por las plagas pueden provocar pérdidas econdmicas hasta un
40% de la produccion total, por ello se le ha dado mucha importancia al uso de
plaguicidas para proteccion de los cultivos, pero asi mismo la incorrecta aplicacion del
mal manejo de estos plaguicidas para el control de plagas, ha provocado
desestabilizaciones en el ambiente (Jiménez et al.,2009) intoxicaciones agudas y

cronicas sobre la salud humana. La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) en el
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2020 asegura que la emisién de gases de efecto invernadero en el 2030, serian a

consecuencia de la mala utilizacién de altas cantidades de plaguicidas en los cultivos.
Manejo de alimentos en postcosecha

Es necesario el manejo de poscosecha de productos de origen vegetal ya que los
principios de calidad del alimento, pueden perderse sino se proporciona un adecuado
manejo que involucre manipulacién (Alpuche et al., 2011) La creciente preocupacion
por parte de los consumidores de paises capitalistas por la inocuidad de los alimentos,
los posibles impactos ambientales en los productos exportados (Retamales y Defilippi.,
2000), las pérdidas ocasionadas por organismos patologicos en frutas y verduras,
durante la cosecha y almacenamiento, la aparicion de cepas resistentes a fungicidas,
y las exigencias de producir alimentos inocuos, generan medidas de control con
sustancias no contaminantes y de rapida degradaciéon, como la aplicacion de
antagonismos microbianos. (Martin et al., 2007) el empleo del tratamiento mayormente
utilizado para la desinfeccion de frutas y verduras es el bafio quimico, comprende la
adicion de acidos organicos con sales de calcio, magnesio sodio, ofreciendo un mayor
control de pH en el alimento, reduciendo la actividad de microorganismos y asi mismo
la prolongacion de vida anaquel de los alimentos. (Visintin et al., 2010) a pesar de la
efectividad de los métodos empleados para la proteccion e higiene, y la desinfeccion
de equipos e instalaciones con el objetivo de reducir la poblacion patégena, no se
cumple al 100% la inocuidad de las frutas y verduras proporcionadas al consumidor.
(Castillo, 2021) el uso de la aplicacién del ozono a diferentes concentraciones bajas y
tiempos de contacto cortos, reduce la activacion de microorganismos, potencializa la
efectividad de la calidad del producto agricola y aumenta su resistencia a factores
ambientales. (Suarez y Pifieros, 2013) otra de las técnicas importantes es la irradiacion
ultravioleta (UV-C), utilizada para la esterilizacién quimica con el efecto especifico de
la reduccion de microorganismos, ademas que induce mecanismo de defensa vegetal,
el uso de la luz UV, como proceso de desinfeccion, no produce residuos en los

alimentos y no existen restricciones legales para su utilizacion.
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Plaguicidas Inhibidores de la Acetilcolinesterasa

El empleo de los plaguicidas debe ser considerado como principal elemento de la
produccion agricola y de la produccion cosechada, sin embargo la aplicacion de
plaguicidas de uso restringido por su dafio en la salud humana y al ambiente, trae
consigo la acumulacion de estos residuos en alimentos, rebasando lo limites maximos
permisibles y produciendo intoxicaciones agudas y cronicas a los consumidores (Badii
y Varela, 2015). Los plaguicidas inhibidores de la AChE se pueden clasificar en 2
grupos; organofosforados y carbamatos con caracteristicas similares en su parte
clinica, pero con aspectos diferentes en la forma de utilizarlos (Paz y Quinaluisa, 2021).
Son sustancias muy utilizadas en el campo de la agricultura, debido a su bajo costo,
baja persistencia en el ambiente y su alta efectividad (Solis, 2021). Los carbamatos,
son agentes inhibidores de la enzima AChE, lo cual actia provocando la acumulacion
de acetilcolina, siendo el principal mecanismo de toxicidad crénica de los insecticidas,
produciendo disturbios en la funcién reproductiva masculina, dafios sobre el material
genético que a lo largo ocasiona un deterioro en la funcion de los espermatozoides
(Marmol et al.,2003)

Enzima

Las enzimas son conjuntos de polimeros de aminoacidos, que se componen de una
estructura tridimensional definida, su actividad principal recae en la interaccion con el
sustrato, por mucho tiempo hemos tenido contacto con ellas, pero hasta hace un siglo
qgue los cientificos descubrieron que eran proteinas, que nuestro propio cuerpo
produce diariamente; pero asi mismo cumplen con un papel importante dentro de las
células, se encargan de la degradacion de azucares, de sintetizar grasas y
aminodacidos, copian la informacion genética, y por ultimo degradan subproductos

toéxicos (Ramirez y Ayala, 2014).

Acetilcolina (ACh)

El concepto neurotransmisor fue postulado por Langley y Dale, La Acetilcolina (ACh)

participa en la regulacion de diversas funciones como fendmenos de activacion
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cortical, el paso de suefio a vigilia y procesos de memoria y asociacion, La ACh se
sintetiza a partir de la colina y del acetil CoA, en una reaccion catalizada por la colina
acetiltranferasa (CAT), existen mecanismos que regulan de manera precisa su sintesis
y liberacién, asi mismo la ACh tiene receptores que estan distribuidos en diferentes
areas del Sistema Nervioso Central (SNC) y en el Sistema Nervioso Periferico (SNP),
en donde cada uno de ellos presenta un patron de expresion temporal y espacial
particular, los cuales pueden sobreponerse durante el desarrollo y son responsables
de las diversas acciones fisiologicas de la acetilcolina (Flores y Segura-Torres, 2005)

Enzima acetilcolinesterasa

Galindo y otros colaboradores en el 2019 enfatizaron, que pertenecen al grupo de las
hidrolasas, presente en la mayoria de los seres vivos primordialmente vertebrados,
incluyendo a los seres humanos, también invertebrados como los insectos. La enzima
acetilcolinesterasa, conocida como enzima polifuncional, es la que culmina con el
efecto neurotransmisor de la acetilcolina y junto con la butirilcolinesterasa (BChE)
pertenece al grupo de enzimas denominadas colinesterasas (ChEs), codificadas por
genes diferentes (Sanchez y Salceda, 2008); su estructura molecular de la AChE se
establecio por el érgano eléctrico de la anguila Electrophorus electricus L., siendo
valida para todos los tejidos y especies estudiados. (Fishel, 2012) cita que la AChE en
el cuerpo inactiva el quimico mensajero acetilcolina, cuando existe alta inhibicion los
niveles de colinesterasa bajan, lo que perjudica su funcionamiento del sistema

nervioso.
Inhibiciéon de la enzima acetilcolinesterasa

Hodgson y Robert en el 2001 sefialaron que el proceso de la inhibicién de la AChE
provoca la acumulacién de la ACh durante la union sinaptica y la interrupcién de la
transmision normal de los impulsos nerviosos, lo que causa en ciertas ocasiones
muerte por envenenamiento con organofosforados, asociada en general con la asfixia
y el fallo respiratorio. (Gibson y Sket, 2001) suscribieron que el mecanismo de toxicidad
de los OF produce la inhibicién de la AChE.
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Utilizacién en la medicina

El objeto principal de la utilizacion de estas enzimas, es como bioindicador (Fishel,
2012). Se han utilizado ensayos para medir la actividad de la enzima AChE dentro del
area de la medicina en muestras biolégicas con importancia en los estudios
fisiologicos, en el disefio de drogas, analgésicos y medicamentos para patologias
fisiologicas, neurodegenerativas como el caso del Alzheimer (Pohanka, 2011) se han
creado métodos que son utilizados como bioindicador de contaminacion con residuos
de plaguicidas en mamiferos (Tecles y Cer6n, 2003). Se realiz6 un estudio para
determinar la influencia de la exposicién ocupacional a organofosforados sobre el dafio
oxidativo y actividad de AChE en los trabajadores agricolas, mediante la evaluacion
de la actividad AChE lipoperoxidacion y capacidad antioxidante total en plasma,
ademas se evaluaron diferentes concentraciones de colesterol, triglicéridos, glucosa
(Ortega et al., 2016).

Utilizacion en la agricultura

El estudio de los inhibidores de la enzima AChE es importante desde el testeo de
nuevos ingredientes con actividad plaguicida, la gran mayoria de los principios activos
en los plaguicidas actuales se basan en la inhibicion de esta enzima (Defrieri et al.,
2005). Lo que causa el envenenamiento colinérgico y muerte del insecto (Roberts y
Reigart, 2013). Mé&s sin embargo tras la interaccién de nuevos compuestos con efectos
carcinogénicos en los seres vivos y la utilizacion de estos en la agricultura, se han
desarrollado diferentes métodos de reaccion in vitro para disminuir la presencia de

insecticidas OF, carbamatos, metales pesados y detergentes (Pohanka, 2011).

Plaguicidas inhibidores de la enzima AChE

En el uso de plaguicidas es importante resaltar el elevado porcentaje de aplicacion de
insecticidas categoria | (extremadamente toxicos) y Il (altamente toxicos), entre estos
destacan los grupos quimicos organofosforados y carbamatos, por la caracteristica de
amplio espectro que se le confiere (Cardenas et al.,2005); los ingredientes activos se
muestran en la figura 2. Algunos de los insecticidas altamente peligrosos autorizados

y utilizados en México, tenemos al paration metilico con 166 registros, uno de los
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primeros insecticidas que entraron al mercado internacional después de la Segunda
Guerra Mundial, posteriormente tenemos al clorpirifos etil con 165 registros, autorizado
para uso agricola, domestico, pecuario, urbano e industrial, considerado como
perturbador endocrino, por lo que entra en la lista de Red de Accion de Plaguicidas
(Nava et al., 2019). La agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos ha
descartado su uso en la agricultura, y la propia empresa creadora de este compuesta

ha denegado su uso en la jardineria (Watts,2013).

Figura 2. Principales Plaguicidas Pertenecientes al Grupo de los Organofosforados y
Carbamatos CICLOPLAFEST (1991).

ORGANOFOS Azinfos metilico, carbofenotion, coumafos, clorfenvinfos, clorpirifos,

diazinon. dicrotofos, dimetoato, dioxiation disulfoton. edifenfos,
FORADOS . Y :

epn, ethion, etoprofos, fenitrotion, fention, fonofos, fosalone,
(OF) fosfamidon, fosmet, foxim, isofenfos, malation, metamidofos,

metidation, mevinfos, monocrotofos, naled, ometoato, oxidemeton
metil, paration etilico,paration metilico, pirimifos metil, profenofos,
sulprofos, temefos, triazofos, tiributil tritidato de fosforo y triclorfon.

CARBAMATOS

©) Mancozeb, maneb, zineb, molinate, pebulato, vernolato, eptc,
tiobencarbo, butilato, aldicarb, carbofuran y metomilo, bendiocarb,
carbarilo, pirimicarb, propoxur, tiodicarb.

Fuente: Elaboracién propia.

Organofosforados (OF)

Los organofosforados son compuestos polares y apolares, algunos son liposoluble, de
modo que pueden penetrar con mayor facilidad en la piel, causando toxicidad
retardada, en ciertos casos son volatiles, facilitando absorcion inhalatoria durante las
aspersiones en campo, son estables quimicamente, sufren reacciones quimicas como
hidrolisis y oxidacién a la exposicion de luz ultravioleta (CICLOPLAFEST,1991). La
mayoria son insecticidas, solo una menor proporcidon son acaricidas, su forma de
accion contra los insectos y los acaros es por contacto y por ingestion; existen algunos

sistémicos y algunos otros tienen accion fumigante. Francis y Betancourt en el 2007
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dictaron que los OF son compuestos de ésteres de fosforo combinados variablemente
con el oxigeno, carbono, azufre y nitrégeno, su principal accion es de forma
neurotdxica, causando una gran toxicidad en los vertebrados, con composicion
quimicamente inestable, algunos ingredientes no son tan persistentes como los
organoclorados (OC). Rasile en el 2013 experimentdé que en los mamiferos actian
inhibiendo la funcién de ciertas enzimas en el sistema nervioso central, produciendo la
alteracion anormal de los impulsos nerviosos, la inhalacion repetida o el contacto con
la piel aumenta la susceptibilidad a la intoxicacion, los signos y sintomas durante la
exposicidn aparecen en un lapso de 12 horas después de la ultima exposicion,

dependiendo de la dosis y via de absorcion.

Diazinon

Un plaguicida mayormente usado en la agricultura es el Diazindn O, Odietil O-(6-metil-
2-{1-metiletil}-4-pirimidinilfosforotioato, C12H21N203PS (figura. 3), Gysin lo describio
en 1952 pero fue registrado hasta 1956 como controlador de insectos plagas para
cultivos hortofruticolas, cereales y leguminosas, pero también como uso efectivo en la

industria urbana (Calixto et al., 2018).

Figura 3. Estructura Quimica del Diazinon

(CHa),HC
>—N ﬁ
_OCH,CH
N 0—P 2CHs
\ / NOCH,CH,
HC

Fuente: Rey et al. (2018).

Clasificado como moderadamente toxico, dentro de la categoria lll y IV, por su tiempo
de degradacion (CICLOPLAFEST, 1991) en condiciones de baja humedad, menor
temperatura, exceso de alcalinidad y falta de degradadores biologicos adecuados,
puede permanecer biologicamente activo hasta por seis 0 diez semanas (Al-Otaibi et
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al., 2018). El diazinon (Aysegul y Aydin, 2020) tiene una amplia variedad de usos por
lo tanto ejerce toxicidad sobre humanos, invertebrados, plantas y mamiferos. Ponce y
colaboradores en el 2006 mencionan que pertenece al grupo de los esteres sencillos
del acido fosférico, con respecto a su intervalo de toxicidad para la Dosis Letal DLso se

mantiene en 108-250 mg/ kg -‘de rata.

Impacto ambiental tras la utilizacion de organofosforados en la produccion de

alimentos

La mayoria de los organoclorados fueron reemplazados por organofosforados y
carbamatos, durante la década de 1970y 1980 por su alto efecto de muerte, resultaron
ser devastadores para muchas poblaciones de aves migratorias, tras la ingesta de
semillas o granos tratados con estos insecticidas (White y Kolbe 1985). Durante este
periodo, el uso de granulos de carbofuran en los campos de maiz en América del Norte,
tuvo un efecto devastador en especies de aves de granja, en consecuencia, los
beneficios que ha aportado en la productividad son negativos sobre la salud humana
(Leyva et al., 2017); entre los efectos ocasionados por la utilizacion de estos
compuestos recaen casos de malformaciones hereditarias (Castillo et al., 2017).
Algunos autores mencionaron que la contaminacién masiva de estos compuestos en
el aire puede ser sintetizada de esta manera: contaminacion de recursos abioticos, el
desequilibrio de las poblaciones, la pérdida de biodiversidad, la contaminacion de
cadenas troficas, la bioacumulacién y la biomagnificacion de residuos en alimentos
(Pozo et al., 2017). Arellano y colaboradores (2016) realizaron monitoreos en diez
cuerpos de agua en Sinaloa, reportando cantidades elevadas de diazinon, disulfotdn,
y metil paration, mevinfos y clorpirifos en el Rio El Fuerte. De Le6n (2013) sefalo que
los efectos contaminantes de los residuos organofosforados forman compuestos de
sinergismos xenobioticos en diferentes etapas del cultivo, amplificando su persistencia

en el suelo.
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Tacticas de Cumplimiento para Puntos Criticos en el Sector Agroalimentaria

Inocuidad alimentaria de frutas y hortalizas

La inocuidad alimentaria se puede simplificar como el desarrollo y aplicacion de
medidas que reducen puntos especificos de riesgos provenientes de adversidades
biologicos, quimicos y fisicos, por ejemplo; aditivos alimenticios, residuos de
plaguicidas que ostentan contra la vida del consumidor (Roberts y Orden, 1999). La
Agencia para la Administracién de Drogas y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés)
tiene como proposito realizar una estimacion del incremento en los costos para la
implementacion de la FSMA en productos alimentarios (Segerson, 2013). Las frutas y
verduras cumplen un importante punto en el total de exportaciones agroalimentarias
mexicanas, a medida que las empresas crecen y se desarrollan, surgen mayores
estandares a cumplir, el hecho de implementar y certificar sus productos mediante
programas de inocuidad alimentaria, con el objetivo de cumplir los procedimientos de
reduccion de riesgos de contaminacion y brotes epidemioldgicos favorecen las ventas
en el mercado (SENASICA, 2014). La inocuidad alimentaria cobra mayor vigencia,
cuando el @ambito nacional dispone de alimentos de buena calidad sanitaria causando
un reclamo y un aumento en la demanda con paises exportadores, en la actualidad, la
comercializacion de alimentos con altos estandares, se esta convirtiendo en una clave
del éxito dentro del comercio internacional, mientras sigan cumpliendo con las
regulaciones y normas establecidas, existira cierta garantizacion para que los
alimentos provenientes de otras fronteras sean tan seguros como los nacionales
(Avendano et.al., 2006).

Aplicacién de estandares y normativas de calidad en México

La normativa GlobalG.A.P., busca reforzar los sistemas nacionales de sanidad
agropecuaria e inocuidad de los alimentos, considerada una de las normas en el
mercado agroalimentario, que garantiza a los consumidores la calidad del producto
gue estad comprando (Bogotd, 2014) es un programa con referencia global dedicado a

las Buenas Practicas Agricolas (BPA), se trata de una normativa que sefiala los
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requisitos de inocuidad para la aplicacion del Sistema de Analisis de Peligros y de
Puntos Criticos de Control (HACCP), sus principios se basan en los procedimientos de
higiene y la reduccion de riesgos por contaminacion de peligros quimicos, fisicos y
biolégicos; durante todo el proceso productivo hasta la cosecha (TUV, 2015). El motivo
de realizar la certificacion por GlobalG.A.P., es para verificar el proceso de BPA

durante toda la cadena de produccion del cultivo (Céspedes et al., 2017).

Codigo de reglamento Internacional de la EPA

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos de América, creada
el 2 de diciembre de 1970, con el objetivo de consolidar una agencia centralizada en
diferentes actividades federales y su relacion al ambiente, para lidiar con problemas
qgue perjudiquen a su nacion, como son los lugares contaminados, y los efectos
adversos en la flora y fauna causado por el uso desmesurado de plaguicidas (EPA,
2021) dicho programa establece tolerancias, donde estipula cierta cantidad maxima de
plaguicida permisible en un alimento, estas tolerancias son denominadas limites
maximos de residuos (LMR). La edicién anual del Codigo de Regulaciones Federales
(CFR) es el procesamiento de reglas generales y permanentes en donde se establecen
datos de tolerancias por residuos de insecticidas para todos los tipos de cultivos
permitidos por el EPA.

Técnicas Usadas para la Deteccién de Plaguicidas

Determinacién por técnica de cromatografia de Gases (CG)

Barquero en el 2006 explica que esta técnica se basa principalmente en la separacion
de las mezclas compuestas con excelente volatilidad y con cierto grado de
sensibilidad, ocasionando que los componentes de la muestra formen una separacion
en bandas, de las cuales se pueden identificar cuantitativamente. Fernandez y Maries
(2003) lo consideraron una técnica con un elevado poder de resolucién capaz de
separar un gran niumero de compuestos manteniendo una sensibilidad eficaz para
cuantificar niveles de mg/kg ya que se combina con detectores especificos para los

organofosforados.
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Determinacion por cromatografia liquida (CL)

El cromatégrafo liquido (CL) separa los compuestos en funcién de su polaridad,
permitiendo determinar cualquier plaguicida organofosforado independientemente de
su volatilidad o termoestabilidad, es considerado una técnica universal pero poco
selectivo a su vez (Yamazaki y Ninomiya, 1999).

Cromatografia liqguida de alta eficacia (HPLC)

Pitarch en el 2001 sefial6 que el HPLC, en la actualidad es una técnica utilizada para
deteccion y cuantificacidon de residuos plaguicidas, aplicados en diferentes areas tanto
agricolas, ambientales, o dentro del campo de la toxicologia humana. Quenguan y
Eraso (2015) desarrollaron un método de extraccion en fase sélida y analisis de
Clorpirifos, Metamidofos, Carbofuran y Carbaril en agua para consumo humano,
utilizando un Cromatoégrafo Liquida de Alta Eficacia y un detector de longitud de onda

variable.

Espectrometria de masas (MS)

Plascencia en el 2003 suscribe que la espectrometria de masas, es considerado una
técnica microanalitica, que identifica compuestos desconocidos y determina
compuestos conocidos para especificar las propiedades quimicas de la molécula.
Monto (2012) menciona que es utilizado conjuntamente con una técnica
cromatografica de separacién, para la deteccidbn y cuantificacion de residuos

organofosforados.
Pruebas colorimétricas para deteccion de residuos plaguicidas

Diezma y Correa en el 2018 construyeron sensores colorimétricos de alta eficacia y
sencillos basados en el desvanecimiento de permanganato de potasio (KMnO4) por
acido sulfurico para la deteccion de plaguicidas, tiene una alta dimensionalidad y
muestra una capacidad de reconocer tipos de plaguicidas de interferentes potenciales.
Guo y colaboradores en el 2013 crearon una tarjeta de deteccion visual, sensible para
la deteccion rapida de residuos, basada en los cambios de intensidad del color azul

verdoso, como resultado de la hidrolisis del acetato de indoxilo catalizada por la AChE
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y su inhibicion. Xie y colaboradores (2021) desarrollaron un dispositivo colorimétrico,
basado en un chip mezclador de microfluidos, capaz de detectar organofosforados de
forma rapida. Fu y colaboradores en el 2013 realizaron una metodologia de deteccion
colorimétrica, de alta sensibilidad de plaguicidas OF, utilizando quimica de clic
catalizada con Cobre (Cu), con esto se demostré que la integracion de la quimica,

produce una sensibilidad colorimétrica eficaz para la deteccion de OF.
Técnica de placas Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Pitarch en el 2001 implementé métodos rapidos, econémicos y accesibles, como son
las técnicas de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas, esto nos permite realizar
andlisis de residuos de plaguicidas a niveles bajos de concentracion, con el objetivo
de conocer la cantidad de residuo albergante en alimentos durante las aplicaciones y
de esta manera incorporar alternativas que permitan brindar buenos resultados en el
campo. Curillo en el 2015 realizé experimentos basandose en temas de residualidad
en frutas andinas (tomate de arbol y naranijilla), por la metodologia ELISA, analiz6
diferentes plaguicidas organofosforados, entre de ellos: Carbofuran, Aldicarb y 2, 4D.
Herrera en el 2008 suscribié que existen trabajos de experimentacion, determinacion
y cuantificacion de diferentes plaguicidas, algunos son aplicados en muestras
ambientales, alimentos y mamiferos; asi mismo se han creado kits comerciales en el

mercado, que utilizan esta técnica para detectar la residualidad en muestras vegetales.
Método Ellman

Benitez y colaboradores en el 2015 indicaron la existencia de pruebas realizadas para
la deteccion de residuos en alimentos y medio ambiente, basados en la prueba de
Ellman, la cual presenta mayores ventajas por su sensibilidad, reproducibilidad y de
facil utilizacion adaptandose a distintos sustratos. (Camean, 1995) el desarrollo del
método Ellman surgi6 a partir del mecanismo de accion de los plaguicidas inhibidores
de la AChE que causa la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis
colinérgica, resultando problemas y repercusiones con efectos neurotdxicos

(muscarinicos, nicotinicos y neuroldgicos).
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Reaccion

El empleo de esta metodologia para el desarrollo de la prueba de inhibicion enzimatica,
en donde el insecticida se analiza in vitro al reaccionar directamente con la
acetilcolinesterasa (Ellman et al., 1961; Otten, 2012) produciendo una inhibicion
irreversible de la actividad AChE por el diazinon. La AChE hidroliza rapidamente la
acetiltiocolina (ATCh) a tiocolina, en contraste con el acido ditiobis-nitrobenzoico
(DTNB) para producir un color amarillo (acido 5-tio-2 nitrobenzoico desprotonado,
TNB); por lo tanto, el insecticida inhibe parcial o completamente la AChE, produciendo
una disminucion de color conforme al avance de la reaccion, sirviendo como medida

de expresion para la cantidad de residuo de plaguicida (Meng et al., 2015).
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MATERIALES Y METODOS:

Conforme a la revision descrita anteriormente, se muestra el desarrollo de la
experimentacion, realizada en base a los criterios metodoldgicos previstos y guiada

por la efectividad de los ensayos de diferentes autores.

Las pruebas experimentales fueron llevadas a cabo en el laboratorio de Toxicologia
del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Agraria

Antonio Narro, durante el periodo julio del afio 2020 a febrero de 2021.

Recoleccidon de la muestra

Se visito varios centros comerciales de Saltillo, Coahuila., para la seleccién de frutas

y verduras que se utilizaron en el desarrollo del experimento.

Preparacion de los reactivos

Utilizando frascos @mbar de 100 ml, se prepar6 agua inyectable y etanol (C2HsOH) al
10%. 12 concentraciones de insecticida i.a. Diazinon al 25% como tratamientos, mas
un testigo. Con el apoyo de una micropipeta se agrego cierta cantidad de i.a. Diazinon

a cada uno de los tratamientos. Posteriormente se agit6 por 3 minutos.

Buffer fosfato (K2PQOas)

Se prepar6 un Buffer K2PO4 en 600 ml de agua inyectable con 0.51 g de fosfato de
potasio monobasico y 1.966 g de fosfato de potasio dibasico, ambos se prepararon

dentro de un frasco ambar.
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Enzima acetilcolinesterasa (AChE)

La enzima acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus L. se obtuvo de la empresa
Sigma y se mantuvo a -20°C hasta su utilizaciéon. Para la preparacion de esta solucion
se disolvié en un buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7.5 a 1 mg/ml, produciendo una solucion
transparente. A partir de esto se prepararon 2.08 ml de la enzima AChE (alicuota) a

una concentracion de 0.5 uM en 15 ml de buffer fosfato (K2POa4),

Colorante: Acido 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)

Se prepar6 una solucién de 1 mM; se pesé 0.0198 g del colorante DTNB y se agrego
en 50 ml del Buffer fosfato (K2POa4). Al término de la preparacion del reactivo, se
envolvid en papel aluminio ya que es un reactivo fotosensible y puede degradarse
rapidamente si estd mucho tiempo expuesto a la luz, se etiquetd y se dejo en
refrigeracion por dos dias, para lograr que se disolviera adecuadamente el colorante
en el buffer.

Sustrato: Yoduro de acetiltiocolina (ATChl)

Se preparé una solucion de 90:10 ml (Buffer K2POa/ acetona) para formar una solucion
de 100 ml. Se agregaron 0.014458 g al buffer acetona para obtener una concentracion

de 0.5mM. Se envolvid en papel aluminio se etiquetd y se refrigero.

Preparacion de las muestras

Se siguié la metodologia multiresidual citada por (Quintero et al., 2013) con algunas

modificaciones para procesar las frutas y verduras.

a. Se realiz6 un lavado de las muestras con agua destilada y se esterilizo el area
de trabajo. Sobre papel aluminio a una distancia de 10 cm se asperj6é con el

insecticida, cubriendo bien toda la corteza de la verdura/ fruta. El mismo
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procedimiento se realiz6 para cada una de las 12 concentraciones
(tratamientos) del insecticida a excepcion del testigo “500ppm, 700ppm,
1000ppm, 1500 ppm, 2000ppm, 5000ppm, 10000ppm, 15000ppm, 20000ppm,
30000ppm, 40000ppm y 50000ppm”. Se reposo por 3 minutos para la absorcion
del insecticida a través de la membrana de la verdura y fruta.

. Posteriormente con el apoyo de un bisturi se corté y peso 10 g de la muestra
cubierta por Diazinon, el procedimiento se aplicé para los 12 tratamientos. En
13 tubos de centrifuga etiquetados por tratamientos (conc.) de 50 ml, se colocé
10 gramos de la muestra por cada tratamiento, asi como el testigo que no fue
asperjado. Con palillos de madera, se macer6 c/u dentro de los tubos.

Se agreg6 para cada uno de los 12 tratamientos mas el testigo, el disolvente
etanol (C2HsOH) al 10% con un reposo de 10 minutos; por consiguiente, se agito
cada tubo por un minuto, hasta homogeneizar la muestra.

. Se centrifug6 a 4500 revoluciones por minuto (rpm) en una centrifuga eléctrica
durante 15 minutos.

. Se colocaron 13 vasos de plasticos de 500 ml, junto a un embudo cubierto con
papel filtro. Posteriormente se observa la separacion del extracto y la muestra.
Con una micropipeta se extrajo cada extracto y se deposité en cada vaso por
tratamiento correspondiente, hasta culminar con los 12 tratamientos y el testigo.
Al término de la filtracion del extracto, se deposit6 en tubos falcén con capacidad
de 15 ml.

. Se ordenaron 13 cajas petri para los tratamientos y testigo y 3 cajas para las
formulaciones de reactivos (AChE, ATChl, DTNB). Se etiquet6 cada caja con
nombre del tratamiento, testigo y reactivo.

. Con una micropipeta se tomaron 10 ml del filtrado (muestra) por cada tubo
(tratamiento y testigo) y se deposit en cada una de las cajas petri

correspondientes.
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Procedimiento de la prueba

Se afiadio 12 tratamientos mas 1 testigo por cada concentracion dentro de la placa de
96 pocillos. Se incorpord 75ul de la solucion preparada con la AChE (0.5 uM) utilizando
una micropipeta multicanal, dentro de las cuatro repeticiones (A, B, C y D) para cada
tratamiento. Al termino se cubrié con un trozo de papel aluminio para evitar la
degradacion de la enzima. Con una micropipeta multicanal se agregd 75ul por cada
uno de los tratamientos; de la misma forma para el testigo. Se anexdé 75ul del sustrato
ATChl (0.5 mM), por c/u de los tratamientos. Y al final se afiadieron 75ul del colorante

DTNB (1 Mm) por cada tratamiento.

Lecturay seguimiento de datos

Al terminar el procedimiento, se coloco la placa sobre el receptor del equipo para la
toma de lectura; La actividad del ensayo colorimétrico se midi6 utilizando un lector de
microplaca ELx800™ de Biotek, que registra la absorbancia a 405 nm por cada pocillo
a una velocidad de una lectura por minuto y temperatura fija de 28°C. El tiempo de
lectura (min) para medir el efecto de reaccion fue estimado de forma ascendente. De
cada ensayo se obtuvieron aproximadamente 52 mediciones de absorbancia a
distintos tiempos (ti) por cada muestra analizada.

T0 T90
T30 T120
T150

Se efectuaron 12 concentraciones, mas sin embargo para la comparacion se ocuparon
5 concentraciones representativas; 500ppm, 1500ppm, 5000ppm, 20000 ppm y 50000
ppm, para ser procesados posteriormente en el Cromatografo Liquido de Alta
Resolucion (CLAR).
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Analisis estadistico

Se realiz6 una regresion lineal con el programa RStudio Version 1.2.5033 © 2009-2019
RStudio. Inc. En base a la técnica del Instituto de Investigacion Agricola de Taiwan
(TARI) propuesto por (Tejada et al.,1998) se determind el grado de inhibicion,
basandose en la reduccién de la absorbancia mediante la comparacion de una muestra

en la reaccion normal de AChE.

A cambio (blanco) + A cambio (muestra)

Oimhihiridn —
Yoinhibicion A cambio (blanco)
Donde:

A es la pendiente de la recta. En cuanto mayor sea el grado de inhibicibn mayor sera
el contenido de residuos. Este indicador es elegible para el empleo de niveles

potencialmente peligrosos de residuos de plaguicidas en las muestras examinadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se puede observar en la tabla 2 los resultados obtenidos del porcentaje de inhibicion
de la prueba colorimétrica en verduras, en donde se contempla que el 75% de las
muestras presentaron una inhibicion positiva (+). Aunque solo el morron mostré

resultados admisibles en orden a las primeras 4 concentraciones.

Tabla 2. Resultados (%) inhibicion de la Prueba colorimétrica de Residuos de
Plaguicidas (PCRP) en verduras.

Tomate Cebollin Lechuga Morron
Concentraciones
utilizadas
(mg/kg)
500 -2.067 1.43 0.21 0.12
1500 -2.59 1.07 0.07 0.14
5000 -1.77 1.11 0.04 0.17
20000 -1.51 2.13 0.04 0.19
50000 2.50 1.35 0.60 0.16

Fuente: Elaboracién propia.

En base a los resultados de la tabla 3 donde se indica el grado de inhibicion de la
prueba colorimétrica en frutas, se sefiala que el 100% de las muestras demostraron
una inhibicién positiva (+). Sin embargo, so6lo los berries presentaron resultados de
inhibicion ascendentes, en relacién a las primeras 4 concentraciones. (Zhu et al., 2014)
plantearon el desarrollo de una tableta de enzima desechable para una rapida
deteccidn colorimétrica de plaguicidas en frutas y verduras, basandose en la inhibicion
de la actividad aceticolinesterasa por organofosforados, y el principio de la hidrolisis

catalizada por la AChE del sustrato, la oxidacion rapida del indol en el aire a simple
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vista se bas6 sobre una membrana de Hybond N+, tornando a azul verdoso. De
acuerdo a lo fundamentado por dichos autores, la hidrdlisis enziméatica de ATCh es el
paso que determina la velocidad, y la actividad de la AChE inhibiendose
significativamente por la presencia de Diazinon. Tras la iniciacion de la reaccion se
observo la expresion de las diferencias en las velocidades de reacciones, se reflejaron
en los valores de absorbancia variados a los 30 min, con respecto a la concentracion
del insecticida en las soluciones de prueba. Se comprueba que la velocidad de
reaccion inicial se atenta respecto al rango de concentracion de dicho insecticida. A
parte de los espectros de absorcién, también se percibio los cambios de color de la
reaccion con diferentes cantidades de Diazinon presentes; la longitud de onda de
absorcion (405 nm), la solucion tiene un color amarillo brillante que disminuye al
aumentar la concentracion de Diazinon. Esto concuerda con (Meng et al., 2015) tras
el aumento de la concentracidén de insecticida; la coloracion de la reaccion disminuye
conforme al tiempo, sin embargo; el % de inhibicion aumenta de manera unitaria como
se aprecia en la figura 4 (b). Es notable citar que el rubro de las concentraciones es
heterogéneo con la totalidad de las muestras; por encima de 50,000 ppm el %
inhibitorio decrece, este criterio solo se cumple con la distribucidén de las muestras de
frutas, sin embargo, para verduras solo se formaliza para tomate y morrén. El criterio
de error de la elevacién del % de inhibicion se debe a factores no previstos en
laboratorio; como es la degradacion rapida de la enzima antes de la lectura, efectos
de temperatura en el ambiente, entre otros agentes repecurtores no controlables
durante la prueba. (Han y Wang, 2019) Prob¢ la combinacion de la solucién 3,3, 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB)+ perdxido de hidrogeno (H202) con el sustrato Acetiltiocolina
(ATChl), produciendo un cambio de color incoloro a azul, lo que comprobd por primera
vez que el ATChl posee la capacidad de actividad similar que la peroxidasa,
produciendo un cambio de color repentino. Respecto a lo desarrollado por dicho autor,
la deteccidn visual mediante placas coincide significativamente acorde a la celeridad
del tiempo; el color de la solucidbn aumento consecutivamente, lo que se concuerda
con (Tejada et al.,1998) tras la disminucion de las absorbancias, existe una elevacion
de la inhibicién, lo que produce una suma en la intensidad de coloracion, como se
observa en figura 4 (a).
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Tabla 3. Resultados (%) inhibicién de la Prueba colorimétrica de Residuos de

Plaguicidas (PCRP) en frutas.

Arandano
Concentraciones
utilizadas (mg/kg)
500 0.49
1500 0.66
5000 0.73
20000 0.83
50000 0.63

Uva

0.67
0.74
0.52
0.66
0.18

Frambuesa

0.56
0.57
0.57
0.62
0.59

Ciruela

0.60
0.72
0.80
0.66
0.87

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. Elevacion y descenso de la expresion colorimétrica conforme al aumento de

la concentracion de insecticida en lechuga respecto al tiempo.

Fuente: Figura 4a. Reaccidn de izquierda a derecha; presencia de la elevacion de color conforme a las

12 concentraciones del insecticida durante el tiempo 0 min. Figura 4b. Reaccion de lzquierda a derecha;

presencia del descenso de color durante el tiempo 150 min.
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Como se observan los resultados en la tabla 4 y 5 pertenecen a las cantidades
obtenidas en ppm (mg/kg) por el CLAR. Estas no presentaron cantidades por encima
de los LMR establecidos, por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA). No obstante,
la frambuesa mostré mayor porcion de residuo insecticida para cada una de las cinco
concentraciones. (Heshmati et al., 2020) ejecutd el comportamiento de los riesgos de
residuos insecticidas en diversas berries; donde se destaco el Diazinon como un riesgo
para la salud humana. En comparacion a los resultados avalados por el CLAR en
verduras, produjeron una menor concentracion correspondiente a las frutas, sin
embargo, el tomate resaltd con una superior densidad de residuo Diazinon.
(Sivaperumal et al., 2015) utilizaron un método multirresiduos, basado en la
preparacion de muestras mediante cartuchos de extraccion en fase sélida y la
deteccion por cromatografia liquida de ultra alta resolucion (CLAR), para el analisis de
60 plaguicidas en muestras de frutas y verduras, por medio de un método limite de
cuantificacion, determind que la mayoria de los compuestos no excedian los limites
méaximos de residuos (LMR) establecidos por la Union Europea. Respecto a lo
mencionado por dichos autores, esto coincide con los resultados avalados por el
CLAR,; tras el procesamiento de las muestras con la metodologia de extraccién en fase
liquida y su posterior analisis, se obtuvo que ninguna de las muestras, excedia por
encima del limite permisible de residuos en frutas y verduras. Por otro lado, (Motilva et
al., 2013) concluyeron que el andlisis cromatografo liquido de alta resolucién adaptado
a la espectrometria de masas (MS), han ampliado el panorama de la mejora de
meétodos analiticos a partir de muestras complejas, ingredientes, alimentos y muestras
bioldgicas. Asimismo, ha dado origen a un instrumento eficaz para analizar contenidos
precisos, a una velocidad considerada, sensible y selectiva. No obstante, esto ha sido
un principal problema para los productores, debido al elevado costo de los estudios
exigidos por el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA) para el comercio nacional e internacional de sus productos. Herrera y
colaboradores (2015) mencionaron que la obtencion de resultados satisfactorios, se
basa en realizar experimentos para la medicion de la actividad AChE por el método
Ellman adaptado para ensayos en microplacas de 96 pocillos, junto con la validacion

de un método estadistico innovador para el analisis de este nuevo tipo de datos. En
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base a este principio planteado se prosiguié con la metodologia concordada. (Zhang
et al., 2011) validaron un método de identificacion de 209 residuos en 24 productos
usando la técnica (CLAR), asi mismo basandose en los mismos principios de un
procedimiento rapido, facil, econémico, eficaz, resistente y seguro. De la misma forma
(Guo et al., 1997) realizaron un sistema de deteccién de matriz, para la caracterizacion
general de frutas y verduras, mediante un criterio confiable y sensible de un
procedimiento CLAR. Esto confirma por los resultados alcanzados durante este
experimento, y asi mismo se encaja positivamente con lo comentado por dichos
autores; el principio de esta herramienta acoplada a los analisis cromatégrafos, ha
brindado resultados acontecederos. Se logro interpretar que las frutas manifestaron
mayor cantidad (mg/kg) de residuos Diazinon y a pesar de ello no rebasaron los limites
maximos permisibles. Concordando en dicha forma con (Islam et al.,, 2009) los
residuos de plaguicidas por encima de los limites de tolerancia en el cultivo y en el
momento de la cosecha son motivo de gran preocupacion, debido a la agravada
pulverizacién inoportuna y antiecondmica de plaguicidas, afectando su inocuidad en el

mercado.

Tabla 4. Resultados (mg/ kg) de los analisis por cromatografia liquida de alta

resolucién (CLAR) en muestras de frutas.

Arandano Uva Frambuesa Ciruela

Concentraciones
utilizadas (mg/kg)

500 0.02 0.02 0.05 0.09

1500 0.05 0.03 0.18 0.07

5000 0.1 0.04 0.16 0.15

20000 0.12 0.06 0.18 0.17

50000 0.09 0.1 0.3 0.11

LMR (mg/kg) 0.5 0.75 0.75 0.2

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 5. Resultados (mg/ kg) de los analisis por cromatografia liquida de alta

resolucion (CLAR) en muestras de verduras.

Tomate Cebollin Lechuga Morrén

Concentraciones
utilizadas (mg/ kg)

500 0.02 0.05 0.03 0.17

1500 0.028 0.08 0.05 0.19

5000 0.1 0.02 0.06 0.15

20000 0.09 0.03 0.07 0.08

50000 0.15 0.06 0.07 0.05

LMR (mg(kg) 0.75 0.75 0.7 0.5

Fuente: Elaboracién propia.

En comparacion con lo descrito por (Rodriguez et al.,2010) tras el aumento de la
actividad enzimatica con el incremento de la concentracion del sustrato Acetiltiocolina
(ATChI) coincide con lo mencionado por (Ellman et al., 1961). Entre mayor sea el grado
de inhibicion, mayor sera el contenido de residuos en las muestras analizadas. Los
datos presentados en la tabla 6 y 7 donde se puede comparar el crecimiento del % de
inhibicion con la concentracion (mg/kg) de Diazinon en cada muestra, se dedujo que
s6lo el 25% de verduras son capaces de adaptarse a este criterio, en cuanto a frutas
solo el 50% se ajustd a esta posicion. Asi mismo se establece que las muestras que
rebasen el 43% de inhibicibn a causa del contenido de residuos Diazinon se
encuentran sobre los limites maximos de residuos (LMR) plaguicidas. Por ende, dicho
autor recomienda que las muestras <20% (+) de inhibiciébn pueden comercializarse
libremente en los mercados nacionales, mas las que se sitien entre 20 y 50% de
inhibicion podran negociarse después del lavado, mas sin embargo las que rebasen el
50% se retendran y se estableceran criterios de intervalos de seguridad (IS) hasta el
punto en donde los niveles tolerables se estabilicen. Los datos pertenecientes al % de
inhibicion de las cinco concentraciones de frutas y verduras, son tolerables, es decir

no superan mas del 20% de lo establecido. Asi pues, se obtuvo que el 100% de las
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muestras de frutas y verduras se situaron por debajo del umbral de inhibicion,
considerandose factible para la comercializacion libre en los mercados nacionales.
Basandose en un criterio porcentual se dispone que de 20 a 40% (*) se mantiene
inhibida, de 40 a 60% (**) es altamente inhibida y >60% (***) es extremadamente
inhibida. (Twomey, 2002) hacen referencia que los bioensayos de inhibicién de
enzimas, son herramientas de deteccion en campo, con esto es posible determinar la
presencia de compuestos organofosforados, facilitando a los productores informacién
de importancia para el futuro muestreo de sus productos. Mientras tanto (Carrillo y
Jiménez, 2020) nombraron que estos resultados pueden utilizarse como indicadores
de presencia de residuos y con esto emplear medidas integrales para disminuir el
riesgo en la salud de los consumidores. Tras la comprobacion y corroboracion por el
método cromatografo liquido de las muestras estudiadas, se consiguié que el
paralelismo de los resultados avalados por el (CLAR) en mg/kg, de cada muestra
analizada y procesada, no rebasaron los LMR establecidos por la Agencia de
Proteccién ambiental (EPA). En consecuencia, se puede inferir que, de los ejemplares
recolectadas en los centros comerciales, cuentan con principios de inocuidad para el
consumidor. (Majdinasab et al., 2021) la utilizacién de plaguicidas ha aumentado en
las ultimas décadas debido al crecimiento exponencial de la poblacién, el uso
constante de ingredientes quimicos ha producido la contaminacion de productos
agricolas. Por otra parte (Donkor et al.,, 2016) enunciaron que la ausencia de
programas de monitoreo efectivos para la aplicacion correcta de plaguicidas conduce
a la contaminacion de frutas y verduras. Por ello, cabe insistir que el buen manejo de
Agroquimicos (BUMA) dentro de los estandares permisibles es esencial para generar
alimentos inocuos en la poblacion. (Bajwa y Sandhu, 2014) atribuyen que el lavado
con agua, la utilizacion de quimicos como el dioxido de cloro, el 4cido acético, asi
mismo como el recorte de frutas y los tratamientos térmicos han sido muy eficaces
para la reduccion de niveles de plaguicidas. No obstante, el proceso de lavado que se
sometieron las muestras redujo cierta porcion del residuo, a pesar de la aspersion
individual del insecticida hacia las muestras, no expresé mayor presencia de inhibicion
durante la lectura. Posteriormente tras la evaluacidén y el desarrollo de la técnica

colorimétrica; se valida como un método factible y econémico (Ouyang et al., 2018;
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Jiménez, 2009) a comparacion del Analisis CLAR. De la misma forma se considera
algunas desventajas de la técnica; los resultados cuantitativos no son tan precisos
como los del CLAR, presentados en mg/kg (ppm), el tiempo para la metodologia y la
obtencién de los resultados puede demorar mayormente que los resultados por el
Cromatografo Liquido. Por ultimo, esta técnica solo se puede emplear para la
deteccion de Organofosforados, a diferencia de un equipo sofisticado que puede llegar
a detectar cientos de insecticidas en distintas muestras en un tiempo determinado
(Hernandez et al., 2013). Por otro lado, se puede emplear dicha técnica como primera
opcion antes del envio de la muestra a un laboratorio especializado de estudios de
plaguicidas. Las comparaciones de los resultados obtenidos por la técnica
colorimétrica fueron positivas en relacion a los resultados avalados por el CLAR. De
esta manera ningunas de las muestras supero el rango de inhibicién establecido, por
lo equivalente, ninguno de los resultados sobrepasé los LMR establecidos por la EPA.
Con esto se asume que dichos alimentos siguen un protocolo de inocuidad alimentaria
para el beneficio de los consumidores. El 100% de las muestras analizadas se
encontraban por debajo del 20% de inhibicion. No obstante, se hace referencia que el
namero de aplicaciones de insecticidas en hortalizas y frutales varia de 30 a 40 por
ciclo (Reinholds y Bartkevics, 2016), lo que aumenta la cantidad de contaminacion por
estos productos quimicos. Muchos de los alimentos comercializados en mercados y
centros comerciales, no cuentan con un seguimiento de intervalos de seguridad (1S),
en mayoria son alimentos recién tratados con insecticidas. Por ello, es clave considerar
gue la ingesta de alimentos contaminados con residuos OF (Stachniuk y Fornal, 2016)
representa una via de intoxicacion hacia el publico en general, (Juraske et al., 2009)
en Suiza tras la ingestién de alimentos se ingiere 0.41 g por cada 1kg de plaguicida
aplicado durante el ciclo del cultivo, mientras que en Estados Unidos asciende a 0.51
g. considerando que tras las fracciones consecutivas de ingestas, estas tiende a
acumularse en nuestro organismo, ocasionando dafios de toxicidad, problemas
congénitos, intoxicaciones severas trascendentes, y la muerte precoz de los

consumidores.
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Tabla 6. Comparacion de la Prueba colorimétrica de Residuos de Plaguicidas (PCRP)

con el Analisis Cromatrografico Liquido de Alta Resolucion (CLAR) en muestras de

verduras.
Muestra Conc. PCRP ° Inhibicion CLAR(Conc.mg/kg) LMR
Aplicada (%inhibicién)
(mg/kg)
Tomate 500 -2.06 () 0.02 0.75
1500 -2.59 () 0.028
5000 -1.77 () 0.1
20000 -1.51 () 0.09
50000 2.50 ) 0.15
Cebollin 500 1.43 +) 0.05 0.75
1500 1.07 (+) 0.08
5000 1.11 +) 0.02
20000 2.13 +) 0.03
50000 1.35 (+) 0.06
Lechuga 500 0.21 (+) 0.03 0.7
1500 0.07 ) 0.05
5000 0.04 +) 0.06
20000 0.04 (+) 0.07
50000 0.60 ) 0.07
Morrén 500 0.12 +) 0.17 0.5
1500 0.14 ) 0.19
5000 0.17 +) 0.15
20000 0.19 (+) 0.08
50000 0.16 +) 0.05

Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 7. Comparacion de la Prueba colorimétrica de Residuos de Plaguicidas (PCRP)

con el Analisis Cromatogréfico Liquido de Alta Resoluciéon (CLARC) en muestras de

frutas.
Muestra Conc. PCRP ° Inhibicion CLAR(Conc.mg/kg) LMR
Aplicada  (%inhibicién)
(mg/kg)
Arandano 500 0.49 (+) 0.02 0.5
1500 0.66 (+) 0.05
5000 0.73 +) 0.1
20000 0.83 (+) 0.12
50000 0.63 +) 0.09
Uva 500 0.67 +) 0.02 0.75
1500 0.74 (+) 0.03
5000 0.52 +) 0.04
20000 0.66 (+) 0.06
50000 0.18 +) 0.1
Frambuesa 500 0.56 (+) 0.05 0.75
1500 0.57 ) 0.18
5000 0.57 +) 0.16
20000 0.62 (+) 0.18
50000 0.59 +) 0.3
Ciruela 500 0.60 (+) 0.09 0.2
1500 0.72 +) 0.07
5000 0.80 +) 0.15
20000 0.66 (+) 0.17
50000 0.87 +) 0.11

Fuente: Elaboracién propia.

(+) inhibida (++) = altamente ; (+++) = extremadamente inhibida
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CONCLUSION

El desarrollo de una metodologia colorimétrica, demostr6 que puede ser una
alternativa de fécil aplicacion, puesto que, en comparacion con un cromatografo de
alta resolucion, sensible y de elevado costo, mostraron positivamente la presencia del
compuesto, de tal forma que la técnica es aplicable para la deteccidon de residuos
plaguicidas en muestras de frutas y verduras. Es considerable no descartar la idea, de
seguir experimentando con otros ingredientes activos, pertenecientes al grupo de los
organofosforados, basandose en la misma técnica rapida ya empleada; con el
propésito de apoyar a los productores en el monitoreo de plaguicidas. No obstante, se
recomienda ratificar los datos obtenidos mediante un método exacto, para la decision

de datos cuantitativos.
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