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DETECCION DE RESIDUOS DE ACARICIDAS EN MIELES DEL
ESTADO DE TABASCO

Christian Orlando Alvarez Sanchez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2019
RESUMEN

La plaga mas grave para las colonias de abejas meliferas que pone en peligro la
apicultura en el mundo es sin duda la Varroa destructor, aunque no existe potencial
zoonotico, si existen pérdidas econémicas al reducir la poblacion de abejas, la
produccion de miel y los rendimientos de muchos cultivos que dependen de la
polinizacién de las abejas. Por ello los apicultores tratan sus colonias con acaricidas
para controlar este &caro, lo cual implica un riesgo de contaminacion directa de la
miel y otros productos de la colmena. La presencia de residuos de acaricidas en
estos productos puede disminuir su calidad y devaluar sus propiedades, ademas de
poner en peligro la salud humana. Debido a esto, se realiz6 el presente estudio para
la deteccidn de residuos de acaricidas: amitraz y cumafos (utilizados ampliamente
para prevenir o detener afecciones en abejas Apis mellifera) en las mieles
tabasquefias a través del analisis por Cromatografia Liquida de Ultra Alta
Resolucién (UHPLC). Se analiz6 un total de 11 muestras de miel de las cuales se
detectaron presencia de residuos de cumafds en dos muestras, y en todas, residuos
de amitraz. El 81% de las muestras analizadas esta libre de cumafés y podrian
cumplir los requisitos para ser una miel inocua, sin embargo, amitraz esta presente
en todas ellas a niveles que superan los LMR de la legislacion europea, mexicana

y estadounidense.

Palabras clave: Miel, acaricidas, amitraz, cumafés, UHPLC.



DETECTION OF RESIDUES OF ACARICIDES IN HONEY FROM
THE STATE OF TABASCO

Christian Orlando Alvarez Sanchez, MC.
Colegio de Postgraduados, 2019
Abstract

The most serious pest for honey bee colonies that endangers beekeeping in the
world is undoubtedly the destroyer Varroa, although there is no zoonotic potential,
there are economic losses to reduce the population of bees, honey production and
yields of many crops that depend on the pollination of bees. Therefore beekeepers
treat their colonies with acaricides to control this mite, which implies a risk of direct
contamination of the honey and other products of the hive. The presence of acaricide
residues in these products can reduce their quality and devalue their properties, in
addition to endangering human health. Due to this, the present study was conducted
for the detection of acaricide residues: amitraz and coumaphos (widely used to
prevent or stop conditions in Apis mellifera bees) and thus determine the presence
of possible contaminants in the Tabasco honeys through the analysis by Ultra High
Resolution Liquid Chromatography (UHPLC). A total of 11 honey samples were
analyzed, of which presence of coumaphos residues was detected in two samples,
and in all, residues of amitraz. 81% of the analyzed samples are free of coumaphos
and could meet the requirements to be an innocuous honey, however, amitraz is
present in all of them at levels that exceed the MRLs of European, Mexican and

American legislation.

Key words: Honey, acaricides, amitraz, coumaphos, UHPLC.
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I. INTRODUCCION

Los alimentos de origen natural, como los productos apicolas, ademéas de formar
parte de la dieta humana, se utilizan como bioindicadores ambientales debido a que
diversos estudios demuestran que las abejas, en el proceso de recoleccion de
néctar, transportan una amplia variedad de contaminantes presentes en la zona,
que son almacenados y concentrados en la colmena (Bogdanov, 2006). En
consecuencia, los productos derivados de la colmena, como la miel, se contaminan
con residuos de diversos plaguicidas (Balayiannis y Balayiannis, 2008).
Adicionalmente, el uso de productos quimicos para el control de enfermedades en
la colmena es otra fuente importante de contaminantes en los productos apicolas
(Bogdanov, 2006; Rial-Otero et al., 2007). A fin de impedir que mieles contaminadas
afecten a los consumidores, algunas organizaciones han establecido limites
maximos de residuos para un extenso numero de plaguicidas en este alimento
(FAO/OMS, 2011). Por ello, es necesario realizar estudios de laboratorio que
permitan detectar la presencia de posibles contaminantes (residuos de plaguicidas),
en los productos derivados de la apicultura, con el propésito de agregar valor en un

beneficio amplio para la apicultura tabasquefia.

II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

e Determinar la presencia de residuos de acaricidas en mieles del estado de

Tabasco.

2.2. Objetivos especificos
e Cuantificar las concentraciones de los residuos de los acaricidas cumafés y
amitraz.
e Determinar la calidad de la miel producida en el estado de Tabasco, mediante
la comparacion de los datos obtenidos, con los limites internacionales para

residuos de acaricidas en mieles.



. HIPOTESIS

e Laconcentracion de amitraz y cumafods registrada en las mieles tabasquerias
se encuentran dentro de los limites establecidos por las organizaciones

europea, estadounidense y mexicana.

IV. REVISION DE LITERATURA
4.1. Resumen de investigaciones relevantes relacionadas con el problema

41.1. Lamiel

La miel es una sustancia dulce natural producida por las abejas Apis mellifera a
partir del néctar de las flores o de otras partes vivas de la planta (Montenegro et. al.,
2008) y de las secreciones de insectos, que las abejas recogen, trasforman,
combinan con sustancias especificas propias y almacenan en panales (Wilczynska
y Przybylowski, 2007; Giorgi et al., 2011; Panseri et al., 2014); de los cuales se
extrae el producto sin ninguna adicion de otras sustancias (Saénz y Gomez, 2000).
La composicion y las propiedades de la miel dependen del origen botanico del
néctar o de las secreciones utilizadas por las abejas (Telleria y Forcone, 2000). La
miel principalmente esta compuesta de azucares y otros componentes tales como
enzimas, aminoacidos, acidos organicos, carotenoides, vitaminas, minerales y
sustancias aromaticas. Es rica en flavonoides y acidos fendlicos que exhiben una
amplia gama de efectos bioldgicos y actian como antioxidantes naturales (Algarni
et al., 2012).

La apicultura y la agricultura son consideradas practicas agropecuarias
complementarias, pues existe un beneficio mutuo. Sin embargo, la agricultura
moderna depende cada vez mas del uso de agroquimicos para el control de
insectos, hongos, acaros y arvenses para asi garantizar altos rendimientos. Las
abejas visitan estos cultivos frecuentemente y se exponen a estos quimicos

(Vanengelsdorp y Meixner, 2010).



Las abejas meliferas (Apis mellifera L.) realizan la tarea vital de polinizar cultivos
agricolas y especies nativas y son importantes para los productos comerciales de
miel y cera de abejas. La composicion de la miel depende principalmente del origen
floral del néctar, las condiciones climaticas, la fisiologia de las abejas, la recoleccion

de la miel y el procesamiento posterior a la recoleccion (Panseri et al., 2013).

Los productos de abeja tienen la imagen de ser naturales, sanos y limpios
(Bogdanov, 2006). A menudo es consumido por niflos, ancianos y enfermos,
especialmente en los paises en desarrollo. Por lo tanto, la miel debe estar libre de
cualquier contaminacién quimica para considerarse segura para el consumo
humano (Eisa et al., 2014).

Debido a esto, las nuevas condiciones del mercado requieren la adopcion de
sistemas de produccién con estrictos controles de calidad. Estos procedimientos
deben considerar las actividades que se realizan desde la obtencion de la materia
prima, hasta la venta del producto. Su correcta aplicacién no depende solamente de
la implementacién de programas gubernamentales, sino de la participacion

comprometida de productores y comercializadores (Ramirez, 2012).

El Cdadigo Internacional de Conducta Sobre la Distribucién y Uso de Plaguicidas de
la OMS (2010) de las Naciones Unidas, establece que un plaguicida «es la
sustancia 0 mezcla de ellas, destinada a prevenir, destruir o controlar plagas,
incluyendo los vectores de enfermedad humana o animal; las especies no deseadas
de plantas o animales que ocasionan un dafio duradero u otras que interfieren con
la produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte y comercializacién de
alimentos; los articulos agricolas de consumo, la madera y sus productos, el forraje
para animales o los productos que pueden administrarseles para el control de
insectos, aracnidos u otras plagas corporales». Por tanto, la finalidad de los
plaguicidas es destruir organismos vivos, constituyéndose, asi como un grupo

particular de los biocidas que puede alcanzar una capacidad letal amplia.

Los plaguicidas organoclorados (POC’s) y organofosforados (POF’s) son los dos

tipos de plaguicidas mas utilizados en la actualidad para el control de plagas. El uso

3



desmesurado de estos compuestos en los cultivos, no solo genera desequilibrios
ambientales, también afecta los ecosistemas, a los agricultores, y a los
consumidores, esto es debido a la residualidad de estos compuestos organicos
presentes en nuestros alimentos (Ripley et al., 2003; Castro y Ramos, 2005).

A nivel medioambiental, las abejas recogen contaminantes a través de una amplia
gama de vias: (i) por el consumo de polen y néctar contaminado, (ii) por contacto
con plantas y suelo de cultivos en los cuales los agricultores aplican pesticidas (iii)
por inhalacion durante el vuelo y (iv) por ingestion de agua superficial contaminada
y también (v) por rociado directo o al volar a través de la deriva de pulverizacién,
entre otros (Colin et al., 2004; Bogdanov, 2006).

La aplicacion de pesticidas, particularmente en la primavera y el verano, puede
conducir a la mortalidad masiva entre las abejas, y los productos quimicos entran
en los productos de la abeja. La presencia de xenobi6ticos en estos productos
puede disminuir su calidad y devaluar sus propiedades, ademas de poner en peligro
la salud humana. Por lo tanto, es de suma importancia vigilar los niveles de
plaguicidas en estos productos alimenticios Unicos (Barganska y Namiesnik, 2010).
Las abejas son en el contexto ambientalista, bioindicadores de la contaminacion
ambiental con sustancias toxicas. Los insectos estan en estrecho contacto con
plaguicidas durante su "trabajo” en plantas con flores y por lo tanto pueden ser
utilizados para evaluar la contaminacién ambiental con pesticidas y sus metabolitos.
Una consecuencia del tratamiento de los plaguicidas en los cultivos puede ser el
envenenamiento de abejas, abejorros, mariquitas y otros insectos utiles (Morzycka,
2002). Por lo tanto, algunos estudios relacionados con la presencia de
contaminantes en muestras de los productos de las abejas proporcionan
informacion sobre los compartimentos ambientales cercanos a las colmenas y
pueden servir para indicar anomalias en el medio ambiente, en el tiempo y el

espacio (Conti y Botre, 2001).



La contaminacion por el uso de plaguicidas, especialmente organoclorados
persistentes (OCP), ha sido una preocupacion durante mucho tiempo, afectando a
diversos sectores incluido la apicultura, esto debido a que las abejas transportan los
residuos de los pesticidas en el néctar recolectado, el cual termina como una miel

contaminada (Morzycka, 2002).

Varios métodos han sido reportados para la determinacion de POC’s en la miel. Los
plaguicidas se extraen de una matriz de alto contenido de azucar ya sea por
extraccion liquido-liquido (LLE) con liquidos inmiscibles (Blasco et al, 2003), o
extraccion en fase sélida (SPE) con diversos absorbentes. También se emplearon
micro-extraccion en fase sélida (SPME) y la extraccién de fluido supercritico (SFE)
(Rissato et al., 2004). La especificidad y la sensibilidad al &omo de cloro
electronegativo ha dado a Detector de Captura de Electrones (ECD) su popularidad.
El detector de espectrometria de masas (MS) es un detector universal y se emplea
para la deteccion de varios grupos de plaguicidas, incluyendo POC (Fernandez et
al, 2001; Blasco et al, 2003; Rissato, 2004). Sin embargo, la mayoria de los métodos
gue emplean MS en el modo de monitorizacion de iones seleccionados (GC/SIM-
MS), en el que la sensibilidad se mejora a expensas de las capacidades de
identificacion (Fernandez et al, 2002; Rissato, 2004). Sin embargo, ya existen
métodos para cuantificar residuos multiples en concentraciones muy bajas, gracias

a la disponibilidad de equipos analiticos cada vez mas precisos (Ahmed, 2001).

4.2. Acaricidas

4.2.1. Uso de acaricidas en los apiarios

A fines del siglo XIX, el ambiente quimico de las abejas meliferas manejadas,
cambié profundamente con la introduccion de agroquimicos, especialmente
pesticidas; desde ese momento, las abejas meliferas se han encontrado con gran
diversidad de toxinas sintéticas a través de los residuos de plaguicidas en los
cultivos tratados. Desde 1990, el entorno quimico de la abeja melifera cambio una
vez mas, con el uso extendido y deliberado de acaricidas en colmena para controlar

el acaro ectoparasitario, Varroa destructor (Maoa et al., 2011).
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Varroa destructor es la plaga mas grave de las colonias de abejas meliferas que
pone en peligro la apicultura de todo el mundo, ya que éste acaro debilita las
colonias de dos maneras: directamente, al consumir la hemolinfa de abejas adultas
y pupales e, indirectamente, al vectorizar virus de abejas meliferas y causar
inmunosupresion en abejas parasitadas (Korta et al., 2001; Kamel y Ghamdi, 2006;

Boncristiani et al., 2012).

A pesar de que este acaro no es dafiino para los seres humanos o el ganado, existe
un impacto econémico devastador en términos de una menor produccion de miel y
una disminucion en los rendimientos de muchos cultivos que dependen de la

polinizacién de las abejas (Korta et al., 2002).

Por ello, con la finalidad de evitar pérdidas econdmicas, los apicultores tratan sus
colonias con acaricidas, siendo cumafés y fluvalinato, los contaminantes mas
abundantes en el ambiente de la colmena porque ambos se introducen
deliberadamente como acaricidas terapéuticos para controlar este 4caro (Kamel y
Ghamdi, 2006) lo cual implica un riesgo de contaminacion directa de la miel y otros
productos de la colmena, por lo que en muchos paises se han fijado los niveles
maximos de residuos (LMR) en la miel para proteger a los consumidores (Korta et
al., 2001).

4.2.2. Tipos de acaricidas y su efecto en la miel

Frente a los serios desafios presentados por Varroa, la apicultura se ha vuelto
dependiente de el uso de productos quimicos para combatir las enfermedades de
las abejas o infestaciones de parasitos, lo que ha llevado a la contaminacion de la
miel y otros productos de la colmena, que en Ultima instancia pueden afectar la salud
humana (Kamel y Ghamdi, 2006; Rial-Otero et al., 2007).

Los acaricidas, que se utilizan en las colonias de abejas meliferas para el control de
los acaros parasitos, se pueden dividir en tres categorias: organicos sintéticos,
productos naturales y pesticidas de acidos organicos. Los acaricidas organicos

sintéticos incluyen: el tau-fluvalinato piretroide, cumafés, amitraz, y Fenpiroximato.



Los pesticidas naturales incluyen timol y mentol, ambos monoterpenoides que son
componentes de aceites esenciales derivados de plantas. Y, por ultimo, los acidos

organicos incluyen el acido oxalico y acido férmico (Boncristiani et al., 2012).

Amitraz, bromopropilato, cumafos, ciazolol y fluvalinato son los acaricidas mas
comunes utilizados por los apicultores para combatir los acaros (Rial-Otero et al.,
2007). Esto ha llevado a una disminucién de la efectividad de tau-fluvalinato y
cumafés a medida que las poblaciones de Varroa han desarrollado resistencia a
estos acaricidas. Sin embargo, el tau-fluvalinato y cumafés siguen siendo
contaminantes comunes en el ambiente de la colmena, en parte como resultado de
la aplicacion continua por los apicultores, y en parte debido a sus propiedades
lipofilicas que conducen a la acumulacion y persistencia en la cera de las abejas
(Kamel y Ghamdi, 2006).

4.2.3. Amitraz

Amitraz es un medicamento antiparasitario. Algunos productos registrados son
Preventic (Veterquimica), amitraz (Eximerck) y en asociacién con piretroides

Vetancid (Vetanco).

Se trata de un agonista alfa-adrenérgico. Es un derivado triazapentadieno, miembro
de la clase amidina (Figura 1). Es un insecticida y acaricida usado para el control de
la arafia roja, minadores, cochinillas, y afidos con un mecanismo de accién parecido
a otros agonistas del a2-adrenoreceptores como también por inhibicién de la enzima
monoaminooxidasa. Se ha descrito sedacion, analgesia y depresion cardiovascular
como otros agonistas a2-adrenoreceptores en diversas especies posterior a la
inyeccion de amitraz. En algodén se emplea en el control de Heliothis, mosca blanca
y polillas. En animales se emplea en el control garrapatas, acaros, pulgas y otras
pestes animales. La autoridad norteamericana United States Environmental
Protection Agency clasifica al amitraz como ligeramente toxico es decir de Clase
Tercera.
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Figura 1. Estructura quimica de amitraz

4.2.4. Cumafés (Figura 2).

Cumafdés es un ectoparasiticida no-volatil, lipo-soluble organofosforado: mata
insectos y garrapatas. Es conocido de los proveedores de bafio de inmersion, usado
en animales mayores y domésticos en el control de diversos insectos como pulgas
(Ctenocephalides canis) y garrapatas. También se emplea en el control de Varroa

en los panales.

En Australia, su registro fue cancelado por Australian Pesticides and Veterinary
Medicines Authority en junio de 2004 cuando el fabricante no pudo demostrar

seguridad en el uso doméstico.
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Figura 2. Estructura quimica de Cumafdés

V. Técnicas analiticas para la identificacién de pesticidas en la miel

Varios métodos han sido reportados para la determinacion de pesticidas en la miel.
El analisis de la miel es dificil debido a su composicion compleja y, particularmente,
a la presencia de ceras y pigmentos. La técnica de extraccion clasica utilizada en la
determinacion de residuos de plaguicidas en la miel ha sido la particion con

disolventes organicos, a menudo seguido de procedimientos de limpieza posterior



antes de su analisis por cromatografia de gases. El andlisis de extractos se realiza
generalmente por cromatografia de gases con diferentes detectores selectivos
como el Detector de Nitrogeno-Fésforo (NPD) (Sanchez-Brunete et al., 2002) para
los pesticidas organofosforados. La determinacion de los residuos de plaguicidas,
en particular aquellos térmicamente inestables, también puede llevarse a cabo
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Korta et al., 2001), pero
generalmente la sensibilidad alcanzada en este caso es algo menor. La
espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gas (GC-MS) o liquida
(HPLC-MS) se utiliza con mayor frecuencia en la actualidad para el analisis de
plaguicidas en miel (Fernandez et al., 2001; Volante et al., 2001; Blasco et al., 2003),
debido a la posibilidad de confirmar la identidad de residuos de plaguicidas.

Se han comunicado métodos multiresiduales para la determinacion de plaguicidas
en los alimentos (Fillion et al., 2000). Los métodos para el analisis multirresiduo de
plaguicidas en la miel son escasos en la literatura cientifica y es necesario
desarrollar procedimientos analiticos que permitan la cuantificacion y la
confirmacion rapidas y fiables del mayor nimero posible de plaguicidas en una Gnica
determinacién de manera rentable. Los métodos analiticos publicados para la
determinacion de plaguicidas en la miel generalmente determinan sélo compuestos
pertenecientes a diferentes clases quimicas, principalmente organoclorados,

organofosforados o acaricidas (Fernandez et al., 2001).

Morzycka (2002) describié un método multiresiduo simple para la determinacion de
insecticidas en abejas meliferas. El método desarrollado se basé en la técnica de
Matriz de Dispersion en Fase Solida. Mediante este método se determiné un total
de 12 insecticidas (azinfos-metilo, buprofezina, clorpirifos, clorpirifos-metilo,
diazinén, etion, fenitrotion, fipronil, metidatién, fosalona, pirimicarb, propoxur)

utilizados en campos de floracion.

Mullin (et al., 2010) utilizaron LC/MS-MS y GC/MS para analizar abejas y matrices
de colmenas para residuos de plaguicidas, utilizando un método QUEChERS
modificado, con el cual se encontraron 121 diferentes plaguicidas y metabolitos
dentro de 887 muestras de cera, polen, abeja y de colmenas asociadas.
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Pareja (et al., 2011) investigaron la influencia de insecticidas comunmente utilizados
para fines agricolas en la despoblacion de colmenas en Uruguay. Un total de 37
muestras fueron analizadas, representando 14.82 colmenas. En las colmenas
despobladas solo se detectaron imidacloprid y fipronil y en las colmenas activas se
encontraron endosulfan, coumaphos, cipermetrina, etibn y clorpirifos. Las
concentraciones mas altas, alrededor de 1,000 ppm fueron obtenidos de
Coumaphos, en todas las muestras de propéleos de colmenas activas.

En Colombia, Rodriguez (et al., 2014) analizaron un total de 61 muestras de miel
durante 2011. Los niveles residuales de insecticidas, fungicidas y acaricidas
seleccionados se determinaron mediante un método multiresiduo, para el analisis
se utilizd6 cromatografia de gases con detector de nitrdgeno fosforo/detector de
captura de microelectrones y cromatografia de gases acoplado a detector de
espectrometria de masas para confirmacion. En este estudio, se identificaron
residuos de plaguicidas en 32 muestras, donde se encontraron con frecuencia
plaguicidas organoclorados y organofosforados. Los principales compuestos
detectados fueron: Clorpirifos (36.1% de incidencia), Profenofos (16.4% de
incidencia), DDT (6.6% incidencia), HCB, g-HCH (4.9% incidencia), Fenitrotion
(1.6% incidencia). Los resultados indicaron que los residuos de los plaguicidas
sometidos a ensayo se detectaron en el 55.6% de las muestras recogidas y que la
mayoria de los plaguicidas detectados pertenecian a los grupos organoclorados y

organofosforados.

Chiesa (et al., 2016) investigaron la ocurrencia de diferentes clases de
contaminantes seleccionados como representativos de posibles fuentes de
contaminacion en 59 mieles organicas: organoclorados, organofosfatos.
policlorobifenilos, PCB y polibromodifeniléteres, PBDE. Se desarroll6 un método
basado en la extraccion acelerada de disolventes con limpieza "en linea" y deteccion

de GC-MS/MS para detectar estos contaminantes.

Diazinon, Mevinfos, Cumafos, Clorpirifos y Quinoxyfen fueron los residuos
frecuentemente detectados en muestras procedentes de las areas de huertos de
manzanos Y citricos.
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Irungu (et al., 2016) analizaron 96 residuos de plaguicidas en 28 muestras de miel
de Kenya y Etiopia. A partir de datos preliminares, se detectaron 17 residuos de
plaguicidas aproximadamente 10 veces por debajo del limite maximo de residuos
(LMR) establecido para los productos alimenticios, excepto para el malation, que se

detect6 casi dos veces por encima de su LMR aceptable.
5.1. Técnicas para la cuantificacion de acaricidas en la miel

El uso de acaricidas dentro de las colmenas implica un riesgo de contaminacion
directa de la miel y otros productos de la colmena, por lo que se han desarrollado
diversos métodos para la determinacién de residuos acaricidas en muestras de miel
y cera de abejas. El nivel de concentracién de residuos esté influenciado por el uso
del acaricida en condiciones y cantidades adecuadas, la estacion, el método de
extraccion de miel utilizado, la polaridad y estabilidad de las sustancias quimicas
(Korta et al., 2002; Kamel y Ghamdi, 2006).

Tradicionalmente, el anadlisis de los acaricidas se lleva a cabo mediante
cromatografia de gases, empleando un detector de captura de electrones, un
detector de nitrégeno-fésforo o un detector de espectrdmetro de masas. La
extraccidn se basa en la destilacién al vapor, extraccion liquido-liquido, extracciéon
sélido-liquido, extraccion de fluido supercritico o microextraccion en fase soélida
(Korta et al., 2002).

La cromatografia liquida es menos usada que la cromatografia de gases, puesto
gue, aparentemente sélo hay un método para analizar multirresiduos de acaricidas
en la miel (cumafds, bromopropilato, 4,49-dibromoben-zophenone vy fluvalinato), y
esto es a través de la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), el cual hace
uso de la deteccion de matriz de diodos. La limpieza de la muestra para estos
métodos se basa en la destilacion al vapor, la extraccion liquido-liquido, la
extraccion en fase sélida, extraccion de fluido supercritico o microextraccion en fase
sélida (Korta et al., 2001).
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Sin embargo, para el caso del amitraz, se han presentado problemas para su
determinacion debido a que este compuesto es extremadamente inestable en
medios acidos y se descompone en la miel, ademas de que tampoco se ha
detectado en la cera de abejas debido a su descomposicion e inestabilidad en la
cera, por lo tanto, es necesario considerar la determinacion de amitraz con sus
productos de degradacion. De igual manera, se ha informado que otros acaricidas
son inestables en la miel, como el cumafos y el fluvalinato lo cual complica la

determinacién de estos acaricidas en la miel (Kamel y Ghamdi, 2006).
5.2. Legislacion

Debido a la dependencia de la apicultura a nivel mundial con el uso de acaricidas,
la Unién Europea y otros paises han establecido diferentes regulaciones que limiten
los niveles maximos residuales (LMR) de acaricidas en la miel. Por ejemplo, el
Reglamento del Consejo 2377/90 / CEE de la UE y sus modificaciones posteriores
han establecido LMR en miel para amitraz y cumafés en 0.2 y 0.1 mg kg,
respectivamente. Ademds, la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (USEPA) ha establecido LMR para amitraz, cumafés y fluvalinato de la
siguiente manera: 0.1, 0.1 y 0.05 mg kg%, respectivamente. Sin embargo, aln no se
han establecido LMR para el bromopropilato en la miel para la USEPA o las
regulaciones de la UE, pero algunos paises como Alemania y Suiza han establecido
sus propios LMR para este compuesto a niveles de 1 mg kg?*. Los limites mas
restrictivos para el bromopropilato en la miel han sido fijados por la legislacion
italiana, la cual establece un LMR para este compuesto de 0.01 mg kg (Rial-Otero
et al., 2007).

VI. Materiales y métodos

6.1. Localizaciéon del sitio de estudio

El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Alimentos del Colegio de

Postgraduados, Campus Tabasco. Mientras que la deteccion de acaricidas se
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desarrollo en el Laboratorio de Analisis Instrumental del Instituto Tecnologico de

Mérida en Mérida, Yucatan.

6.2. Colecta de muestras de miel

Las muestras de miel se colectaron en apiarios, que se seleccionaron de acuerdo

con el Padrén de Apicultores registrados en la SAGARPA (2017). Las muestras se

almacenaron hasta su andlisis a temperatura ambiente. Las mieles procedian de los

apiarios que se encuentran en el municipio de Huimanguillo, Tabasco; que

pertenece a la Region de La Chontalpa (Tabla 1). Las muestras obtenidas

pertenecen a la cosecha de primavera de 2018.

Tabla 1. Detalle de muestras recolectadas

N° de MUNICIPIO LOCALIDAD APIARIO PRODUCCTOR FECHA DE
muestras COSECHA
Huimaneuillo Poblado Los Mangos Jesus del Pilar 15 de marzo
01. g estacion Zanapa g Lépez Cérdova de 2018
Marcelino Aurora 20 de abril de
02. Huimanguillo Inorrueta de la La naranja Hernandez 2018
Fuente Alegria
José Mercedes Marfa Jesdis 29 de marzo
03. Huimanguillo Gamaflzda La pifia Fuentes Ricardez de 2018
seccion
04 Huimaneuillo Gilberto Flores Los cOcos Nancy Nufiez 24 de abril de
) g Mufioz Guzman 2018
. . . Miguel Angel 17 de abril de
05. Huimanguillo Emiliano Zapata El mango Villa Diaz 5018
. . . Dorides 21 de marzo
06. Huimanguillo El encomendero Amigos Il Alejandro Juarez de 2018
. . Poblado Elide Lépez 18 de marzo
07. Huimanguillo estacion Zanapa La Loma Torres de 2018
. . Laguna de los Dorlis Carrillo 6 de marzo de
08. Huimanguillo limones El mango Garduza 2018
. . . Oliver Javier 13 de abril de
09. Huimanguillo El encomendero Amigos | lzquierdo 5018
. . . Elide Lépez
10. Huimanguillo Estacidén Zanapa La Loma NR
Torres
Colonia agraria ,
11. Huimanguillo José Mercedez Zamora José Alfredo NR

2da seccion

Fuentes Ricardes
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6.3. Reactivos

Los reactivos utilizados para los analitos fueron: Agua destilada, N-hexano, 2-
propanol, Hidroxido de amonio, Sulfato de sodio anhidrido, Acetona, Acetonitrilo,
Metanol, Agua ultrapura, estandares de Amitraz y Cumafos, (Sigma-Aldrich). Todos

los reactivos fueron de grado analitico HLPC.

6.4. Métodos de analisis

Los acaricidas que se analizaron fueron cumafés y amitraz, que son utilizados en
apicultura para el control de Varroa destructor, por medio de Cromatografia Liquida
de Ultra Alta Resolucion (UHPLC).

6.5. Método de extraccion

Para la preparacion de la muestra, concentracion de los residuos de acaricidas y
posterior andlisis se siguieron las técnicas propuestas por los autores Martel y
Zeggane (2002). Asi mismo, se hicieron modificaciones donde Unicamente se
redujo la cantidad de muestra a pesar, la cantidad de solventes a utilizar y el tiempo

de mezclado. Dicha extraccion se aplicé de la siguiente manera:

6.5.1. Extraccion y limpieza de la muestra

Se pesaron 10 gramos de miel y se mezclaron con 30 mL de n-hexano y 15 mL de
2-propanol durante 4 minutos en un homogeneizador Ultra-Turrax, ajustando el pH
a 8.0 con una solucién de hidroxido de amonio al 0.28%. La mezcla homogeneizada
se filtré a través de un embudo con papel filtro y se realiz6 la misma operacion una
vez mas. El Ultra-Turrax se enjuag6 con 20 mL de n-hexano, se filtr6 y se agrego a
la mezcla de miel.

Los extractos combinados se transfirieron a un embudo de separacién de 500 mL.
Se afadieron 25 mL de agua destilada con pH ajustado con hidréxido de amonio al
0.28%.

El embudo de separacion se agitd vigorosamente y el filtrado se dejo separar en
dos fases. La fase acuosa se descartd. La operacion se repitié6 dos veces con 25

mL de agua destilada basica (pH 10).
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Se colocé 5 g de sulfato de sodio anhidrido en un embudo tapado con un papel filtro
y la fase resultante de la separacion se filtr6. El extracto combinado se concentré
por evaporacion a sequedad en una estufa a 50°C.

El residuo obtenido se disolvié en 5 mL de acetona, se filtro en un filtro de nailon de

0.45 ym. La muestra se analizé por UHPLC.

6.5.2 Preparacion de estandares de amitraz y cumafos

Se pesaron 2.5 mg del estandar y se aforaron a 25 mL con acetona, a concentracién
de 100 mg/L, se pasaron por el filtro de nailon de 0.45 ym y se almacenaron en un

refrigerador a 8 °C, en oscuridad hasta su analisis.
6.6. Analisis de las muestras

6.6.1. Cromatografia Liquida de Ultra Alta Resolucién (UHPLC)

Se utiliz6 un UHPLC Dionex Ultimate 3000 series de la marca Thermo Scientific
acoplado a luz, UV. Se trabajé con una columna Cis, ODS, 5 micras, 4.6mm X 25

cm. Ultrasphere marca Beckman.
6.6.2. Condiciones Cromatogréficas

Las condiciones cromatogréficas: la fase movil fue acetonitrilo-agua (80:20, v/v)
ajustado con hidroxido de amonio 0.28% a pH 9, a una velocidad de flujo de 1 mL
min-. Los compuestos se analizaron en condiciones éptimas, por lo que se usé la

longitud de onda de 313 nm para cada analito.
6.6.3. Curva de calibracion

Para la realizacibn de la curva de calibracion se utilizaron las condiciones
cromatograficas previamente establecidas. Se tomaron concentraciones de 0, 0.5,
1, 5, 10, 20, y 30 mg kg* de cada estandar.

6.7. Analisis de muestras de miel en UHPLC

Se analizaron 11 muestras de miel de la siguiente manera:
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Cada muestra fue analizada por triplicado, el procedimiento se llevé a cabo de
manera manual. Las diferentes concentraciones fueron preparadas en viales
eppendorf de 3 mL, del cual se tomaron alicuotas de 50 pL que se inyectaron en el

equipo UHPLC para su lectura.

VIl. Resultados

7.1. Curva de calibracioén

La curva de calibracion para los estandares de acaricidas cumafés y amitraz se
realiz6 utilizando las condiciones cromatograficas establecidas. Se tomaron en
cuenta 7 puntos para realizar la curva, en concentraciones de 0, 0.5, 1, 5, 10, 20 y

30 ppm.

En ambos estandares se obtuvieron coeficientes de determinacion (r?) de 0.9936 y

0.9977 para cumafés y amitraz respectivamente (Figura 4 y 5).

Con las curvas de calibracion obtenidas y sus ecuaciones correspondientes, se
cuantifico la concentracién de residuos de acaricidas de cumafos y amitraz en las

muestras analizadas.
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Figura 3. Curva de calibracién para Cumafés
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Figura 4. Curva de calibracién para amitraz
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La ecuacion resultante para el calculo de residuos de cumafés es la siguiente:

Ecuacion de larecta: y=mx+b
Ecuacion de la curva de calibracion y =2.7088 x —2.7002

Ecuacion despejada: _x+2.7002
Y ="27088

La ecuacion resultante para el calculo de residuos de amitraz es la siguiente:

Ecuacion de la recta: y=mx+b
Ecuacion de la curva de calibracion y=3.0143 x—1.0079

Ecuacion despejada: _x+1.0079
Y =73 0143

Donde x corresponde a la absorbancia (mAU*min) de cada muestra analizada.
7.2. Resultados de las muestras analizadas

Se utilizaron longitudes de onda para cada acaricida como lo indican Martel y
Zeggane (2002) 313 nm para cumafds y 289 nm para amitraz, pero se observo que,
a una longitud de onda de 313 nm, el amitraz presentaba picos definidos en el
cromatograma (Figura 5y 6), por lo cual se decidio analizar los dos acaricidas a una

longitud de onda de 313 nm.
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Figura 5. Cromatograma de acaricidas cumafés y amitraz en estandar

Se obtuvieron los siguientes tiempos de retencidn (t): Los estandares mostraron
picos con tiempos de retencion (t;) de 7.612 a 7.825 min para amitraz, y 3.885 a
3.972 min para cumafds, respectivamente. En lo que respecta a las muestras
analizadas, éstas presentaron tiempos de retencion (t) de 7.31 a 7.53 min para

amitraz y 3.79 a 3.93 para cumafés. (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de acaricidas cumafds y amitraz en muestra de miel
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Se analizaron un total de 11 muestras de miel, de estas en dos muestras se

detectaron residuos de cumafds, y todas reportan residuos de amitraz (Tabla 2).

A pesar de que la presencia de residuos de cumafds ha sido minima en las muestras
analizadas, la cuantificacion de éstas sobrepasa los limites maximos residuales
permitidas. En el caso de las muestras con residuos de amitraz, la cuantificacion de
los resultados indica que, estdn por encima del limite maximo residual que
establecen las leyes tanto mexicanas europeas y estadounidense; (SENASICA,
2016); Reglamento (CE) n.° 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo y sus
modificaciones posteriores (Reglamento UE, 2017); y la Agencia de Proteccion

Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 2019)

Tabla 2. Concentracion de acaricidas en muestras de mieles respecto a los LMR
Internacionales

Cumafés Amitraz
® Promedio | Coeficiente o 2% | Promedio mg kg~ | Coeficiente < <
D mg kgt de Sl | & 1 de miel de O|w | &
Q - i &5l 0 | B e x| 2 | o
=) en miel variacion | = Q| 7 | 8 variacion | s & | p | D
s S E 2 9213 |
L -
ol ~ = n 2
M-01 ND 0.7365 + 0.064 8.6955
M-02 ND 0.6892 + 0.026 3.7440
M-03 | 0.571+ 8.622 0.7869 + 0.095 12.0733
0.049
M-04 | 0.639+ 1.021 0.9807 + 0.103 10.4646
0.007 5 | ol o | o
M-05 ND = < | X | 1.8228 +0.030 1.6344 = x | X
(@] (@] (@] (o] (@] (@]
M-06 ND € | E] E| 0.2707 £ 0.005 1.8198 £ E | E
— - | - N NN
M-07 ND o o | o| 0.3172+0.010 3.1427 o o | o
M-08 ND 0.3998 + 0.007 1.7604
M-09 ND 0.4125 + 0.029 6.9673
M-10 ND 0.6137 £ 0.073 11.8488
M-11 ND 0.7638 + 0.033 4.3460

LMR = Limite M&ximo de Residuos. ND = No detectado. :SENASICA, (2016), 2 Reglamento (CE)
n.° 396/2005 del Parlamento Europeo y del Consejo y sus modificaciones posteriores; 3Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 2019)
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7.3. Discusion

Existe una gran cantidad de trabajos alrededor del mundo orientados a la deteccion,
de residuos de pesticidas con diversas metodologias y técnicas para la preparacion
extraccion, analisis y cuantificacion de los mismos en muestras de mieles, en
muestras de cera de abejas y en las propias abejas. Sin embargo, en México son
poco conocidos los trabajos que se realizan en este tema, en comparacion a la
produccion y exportacion de este producto. De igual manera Tabasco es uno de los
estados que produce miel de abeja, pero no compite a nivel Nacional con los
estados productores que no s6lo comercializan de manera local y nacional, sino que

son los estados que aportan toneladas de este producto para exportacion.

7.3.1. Cumafés

El maximo valor encontrado correspondié a la muestra M-04 (0.639 + 0.007 mg kg
1), que pertenece al municipio de Huimanguillo de la localidad de Gilberto Flores
Mufioz. La concentracidn es superior a los obtenidos por Kamel y Al-Ghamdi (2006)
para mieles de Arabia Saudita, quienes determinaron residuos de acaricidas en
muestras de miel y de cera. Los acaricidas estudiados fueron: flumetrina, tau-
fluvalinato, cumafés, amitraz y sus metabolitos. Los resultados que arrojaron sus
analisis indican que nueve de las 21 muestras analizadas estaban contaminadas
con los acaricidas tau-fluvalinato y cumafds, los cuales Unicamente fueron
detectados en muestras de mieles. Sin embargo, en dos de las nueve muestras
analizadas, detectaron residuos de cumafds, a niveles que sobrepasan los limites
de tolerancia establecidos por la EPA en 0.1 mg kg™ y reglamentos de la CE fijado

en 0.05 mg kgt

Garcia (et al., 1996) analizaron muestras de miel para la determinacién de residuos
de acaricidas: amitraz, cumafés y fluvalinato. En sus resultados indican que las
muestras contaminadas corresponden a menos del 40% aproximadamente durante
4 afos consecutivos (1988-1991) a excepcion del dltimo afio, donde las muestras

contaminadas superan el 60% de las muestras analizadas. Asi mismo, corroboraron
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sus resultados obtenidos de la cuantificacion con informacion solicitada a los
apicultores. Obtuvieron valores para cumafés de 0.006 mg kg. Los autores indican
que los niveles de residuos de acaricidas, estdn muy por debajo de los limites

establecidos actualmente.

Martel y Zeggane (2002) describen métodos analiticos para controlar la calidad de
las mieles en relacion con los residuos de acaricidas aplicados sobre las colmenas
para la prevencién de infestacion de Varroa jacobsoni. Realizaron un analisis
simultaneo de cumafés, bromopropilato, amitraz y fluvalinato. Recorrieron colmenas
de diversas &reas de Francia durante 3 afios, recolectando un total de 320 muestras
de miel con informacion sobre los tratamientos aplicados, teniendo como resultados
dos muestras que presentan altos niveles de cumafés (0.26 y 0.11 mg kg™?). Los
autores atribuyen esto a la mala implementacion del agroquimico sobre las
colmenas infestadas. En comparacion, nuestros resultados en residuos de cumafos,

supera tres veces los resultados obtenidos por estos autores.

Rial-Otero (et al., 2007) desarrollaron un método basado en la microextraccion en
fase solida para la deteccidn de pesticidas en la miel utilizando cromatografia de
gases, para la determinacién y cuantificacion de residuos de acaricidas
analizandose 11 muestras de mieles comerciales portuguesas, en dos de ellas se
detect6 residuos de cumafds a niveles inferiores a los establecidos por el Consejo

Europeo.

7.3.2. Amitraz

Para el caso de amitraz donde los resultados indican concentraciones que exceden
los LMR, se tiene como el valor maximo encontrado, la muestra M-05 (1.8228 +
0.030), el cual pertenece al municipio de Huimanguillo de la localidad de Emiliano

Zapata.

Estos resultados son superiores a los reportados por Kamel y Al-Ghamdi (2006)

donde no detectaron residuos de amitraz ni de sus metabolitos en muestras de miel
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y de cera de abejas, los autores asumen, que es debido a la inestabilidad del propio
acaricida en medios acidos. Garcia (et al., 1996) reportaron un valor medio de
amitraz de 0.00042 mg kg. Los resultados de Martel y Zeggane (2002) mostraron

gue amitraz no sobrepasa los LMR de la UE.

Por otra parte, Rial-Otero (et al., 2007) no detectaron residuos de amitraz y en las
muestras de miel. De la misma manera Fernandez Muifio (et al., 1997) analizaron
por cromatografia de gases muestras de miel para detectar residuos de acaricidas,
pero no obtuvieron mieles contaminadas por amitraz. Esto indica que estas mieles
tienen un control de la calidad estricto y se pueden considerar como mieles libres

de contaminantes.

Como recomendacidén en esta investigacion, es necesario realizar un analisis a
profundidad con un mayor nimero de muestras y compararlas con diferentes
periodos de cosechas, corroborarlos con informacién proveniente del apicultor que
permita consolidar la informacion obtenida, analizar no sélo la miel, sino también la
cera y la propia abeja. Para el caso de amitraz es necesario realizar una
cuantificacion de los productos de degradacién 2,4-dimetil-anilina (DMA), 2,4-
dimetilfenilformamida (DMF) y N-(2,4-dimetilfenil)-N'-metilformamidina (DPMF),
debido que este principio activo es inestable en medios acidos (Korta et al., 2001)
ya que éstos se consideran mas perjudiciales para la salud que el principio activo

como tal.

Es indispensable realizar cursos de capacitacion a los apicultores tabasquefos, con
el fin de lograr un uso de acaricidas permitidos por SENASICA que no contamine a
la miel, ya que reducir la presencia de estos agroquimicos, permitiran que las mieles
tabasquefias compitan a nivel nacional y sean idoneos para exportacion, dado que
el mercado extranjero es riguroso con los controles de calidad en este y otros

productos.
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Este trabajo de investigacion promueve la mejora en la produccion de miel local y
adjuntar informacion que beneficie los trabajos posteriores en coordinacion con los
apicultores y de esta manera garantizar productos inocuos y de calidad para los

consumidores.

Los métodos y técnicas utilizados en este trabajo fueron basados a los utilizados

por Martel y Zeggane (2002), obteniendo resultados satisfactorios.
7.4. Prueba de hipoétesis

Con base a los resultados obtenidos, se rechaza la hipétesis establecida, debido a
gue todas las muestras presentan residuos de amitraz que sobrepasan los LMR de
SENASICA (0.2 mg kg?) (SENASICA, 2016); Reglamento (CE) n.° 396/2005 del
Parlamento Europeo y del Consejo y sus modificaciones posteriores (0.2 mg kg™)
(Reglamento UE, 2017); y de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos (USEPA) (0.2 mg kg?) (USEPA, 2019). Y a pesar de que s6lo dos muestras
presentan residuos de cumafds, éstas se encuentran por encima de los LMR
establecidos en 0.1 mg kg™ en las tres legislaciones.

VIIl. Conclusiones

En las muestras analizadas, que pertenecen al periodo de cosecha de primavera de
2018, se encontraron residuos de amitraz en todas ellas, mientras que la presencia

de cumafés sblo en dos muestras.

El 81% de las muestras analizadas esta libre de cumafés y podrian cumplir los
requisitos para ser miel inocua, sin embargo, dado que amitraz esta presente en
todas ellas a niveles que superan los LMR de las legislaciones europea, mexicana,
y estadounidense, ninguna de las muestras son mieles inocuas y esto contribuye a
gue se vea comprometida la calidad de la misma, por lo tanto, ninguna de ellas

deberia ser comercializadas.
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