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Resumen

Adaptacion de una Técnica de Espectrofotometria para la Deteccidon de Residuos de
Plaguicidas. Irasema del Rosario Malacara Herrera. M.C Parasitologia Agricola.
Universidad Autonoma “Agraria Antonio Narro”. Dr. Ernesto Cerna Chéavez
Existen métodos convencionales de deteccion de residuos de plaguicidas que son
complejos, requieren de reactivos caros, equipos sofisticados y su analisis completo tarda
mucho tiempo, tal es el caso de la técnica HPLC, la cromatografia de gases y la
espectrofotometria de masas. Caso contrario ocurre con la técnica ELISA la cual se emplea
en la deteccion y cuantificacion rapida, especifica y muy sensible de residuos de
plaguicidas en alimentos y el ambiente teniendo como limitante la produccién de
anticuerpos, en especifico la enzima acetilcolinesterasa para realizar la técnica. Sin
embargo, la acetilcolinesterasa, se puede obtener sintéticamente, esta enzima puede ser
inhibida por un grupo especifico de insecticidas que son los organofosforados y
carbamatos los cuales después de su aplicacién siguen siendo tdxicos. Por lo anterior, se
determind el tiempo Optimo de reaccion y la cantidad de sustrato saturante de la enzima
acetilcolinesterasa, el colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico y el sustrato yoduro
de acetilcolina. Donde se determind que al minuto 3 el colorante reacciona a una
concentracion de 4mM, la enzima bajo el mismo tiempo y a una concentracion de 10uM,
y finalmente el sustrato a una concentracién de 5mM. Estos resultados ayudaran en futuros
trabajos a realizar las pruebas donde se haga reaccionar con insecticidas organofosforados
y carbamatos en muestras de frutas y verduras para poder relacionar la cantidad de
insecticida en funcion de la enzima acetilcolinesterasa contenida en las muestras.
Palabras clave: Acetilcolinesterasa, dcido 5,5 -ditio-bis-2-nitrobenzoico, yoduro de
acetilcolina y ELISA.



Abstract

Adaptation of a Spectrophotometry Technique for the Detection of Pesticide Residues.
Irasema del Rosario Malacara Herrera. M.C Parasitologia Agricola.
Universidad Autonoma “Agraria Antonio Narro”. Dr. Ernesto Cerna Chavez
There are conventional methods of detection of pesticide residues which have a complex
method, those methods require expensive reagents, sophisticated equipment and the
complete analysis takes a long time to accomplish a result, such as the HPLC technique,
gas chromatography and mass spectrophotometry.
Otherwise, the ELISA technique, who is a specific and sensitive methodology, is used to
detect the rapid quantification of the residues of pesticides in food and the environment
with the limitation of the production of antibodies, in particular case of the enzyme
acetylcholinesterase in order to perform this technique. However, the acetylcholinesterase,
can be obtained synthetically, this enzyme can be inhibited by a specific group of
insecticides which are the organophosphates and the carbamates which after its application
remain toxic. Therefore, the optimum reaction time was determined and the amount of
saturating substrate of the enzyme acetylcholinesterase as well, also the concentration of
the acid colorant 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoic and the acetylcholine iodide substrate its
known. It was determined that at the minute 3, the colorant reacts whit a concentration of
4mM, the enzyme also react under at the same time but whit a concentration of 10uM, and
finally the substrate reacts whit a concentration of 5mM. These results will help in future
work to perform tests where it is reacted with organophosphate and carbamate insecticides
in samples of fruits and vegetables, to relate the amount of insecticide based on the
acetylcholinesterase enzyme contained in the samples.
Key words: Acetylcholinesterase, 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid, acetylcholine iodide
and ELISA.



INTRODUCCION

La forma en que los plaguicidas han sido utilizados, y la manera en que se perciben,
estan cambiando por el dafio que producen a la salud, esto, por el desarrollo de nuevas
tecnologias y su aplicacion en el andlisis de residuos en los alimentos (Lehotay, 1998), el
mismo autor también menciono que en los afios 40's y 50°s los plaguicidas eran vistos
como productos quimicos milagrosos que daban enormes ganancias por el rendimiento de

los cultivos por lo tanto eran utilizados excesivamente afectando al medio ambiente.

El andlisis quimico juega un papel importante, la eleccion de una técnica analitica
adecuada para la determinacion de plaguicidas depende de factores tales como las
propiedades de los analitos, efectividad, rapidez, fiabilidad, selectividad y sensibilidad,
coste, disponibilidad, compatibilidad con el medio ambiente y capacidad de analisis. En
la actualidad la cromatografia de gases (GC) la cual puede ser utilizada para separar
compuestos organicos basada en sus volatilidades; la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC) que se utiliza para separar e identificar compuestos en base a su polaridad; la
Espectrofotometria de masas (ES) en donde las moléculas ionizadas de la muestra
explotan en una variedad de fragmentos, el patron de fragmentacion constituyen el
espectro de masas, este espectro es unico y puede ser usado como su “huella quimica”
para caracterizar el compuesto; y la Electroforesis capilar (CE) su mecanismo es la
movilidad electroforética de los analitos en disolucidn y asi separar los compuestos; Son
las técnicas mas utilizadas en el analisis de plaguicidas (Lehotay, 1998; Ravelo, 2009;
Klein et al, 2006) siendo las mas importantes la GC y HPLC (Andreu y Pic6, 2004). Estos
métodos convencionales son complicados, requieren de reactivos caros, equipos muy

sofisticados y su completo andlisis tarda por lo general mucho tiempo (Tejada et al., 1998).

Por ello es importante crear nuevas metodologias analiticas que sirvan para detectar
residuos de plaguicidas las cuales sean rapidas, econdémicas y aplicables. Tal es el caso de
la técnica ELISA que esta basada en anticuerpos monoclonales, sustratos y enzimas que
se emplean en la deteccion y cuantificacién rapida, especifica y muy sensible de residuos

de plaguicidas en alimentos y el ambiente (Gonzalez et al., 2005). Por lo que la enzima



Acetilcolinesterasa (ACE) que se encuentra en el neurosistema de los insectos y otros
animales puede ser inhibida por un grupo especifico de insecticidas que son los
organofosforados y carbamatos que son extremadamente toxicos después de la aplicacion
(Tejada et al., 1998). Existen fuentes de esta enzima que se puede obtener sintéticamente,
de los grupos de las colinesterasas de vertebrados es la colinesterasa verdadera, la cual su
estructura molecular de la ACE se establecio para el organo eléctrico de la anguila
(Electrophorus electricus), y es valida para todos los tejidos y especies estudiados las
cuales son capaces de catalizar reacciones quimicas como las enzimas verdaderas
(Sanchez y Salceda, 2008).

Debido a lo anterior se realizé una adaptacion a la técnica ELISA basada en anticuerpos
monoclonales con el objetivo de utilizar la enzima acetilcolinesterasa (ACE) como un
indicador de residuos de plaguicidas para crear una nueva técnica mas eficiente y

econdmica.



REVISION DE LITERATURA

Plaguicidas

La Comision Federal para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) define a los
plaguicidas como cualquier sustancia o mezcla de sustancias que se destina a controlar
cualquier plaga, incluidos los vectores que transmiten enfermedades humanas y animales,
las especies no deseadas que causen perjuicio o que interfieran con la produccién
agropecuaria y forestal asi como las que interfieran con el bienestar del hombre y de los

animales.

El uso de plaguicidas se extiende hasta el afio 1000 A.C. en Grecia donde se utilizaba el
sulfuro como agente antipeste para combatir organismos no deseados en los cultivos, y la
guema de azufre para purgar las casas. Los chinos utilizaban el arsénico para eliminar
insectos de los jardines y fue hasta la mitad del siglo XIX que comenzaron a realizarse y
a utilizar mezclas de compuestos para una mayor efectividad. En Francia en 1865 la
mezcla bordeaux se utilizo para combatir el moho de las uvas, compuesta por sulfato de
cobre, lima y agua. Con el estudio y entendimiento de las plagas fue mejorando el uso de
estos compuestos, la era moderma del uso de los plaguicidas se dio con el uso del DDT en
el aflo 1939 durante la segunda guerra mundial, fue el plaguicida de mayor uso en Estados
Unidos y luego de la segunda guerra mundial se produjeron cantidades mayores para el
control de vectores de enfermedades como el tifus y la malaria. En 1945 se difundi6 su
USo Yya que su costo era razonable, por efectividad, persistencia y versatilidad (Ware, 2004)
Ilegando el afio 1959 su uso decayd marcadamente por el incremento en la resistencia de
insectos, el desarrollo de plaguicidas alternativos mas efectivos, los problemas publicos
sobre los efectos alternos no deseados y por las restricciones impuestas por los gobiernos
para su uso (EPA, www.EPA.gov). La publicacion de primavera silenciosa de Rachel
Carson en 1962 causo controversia entre los pro y contras del uso del DDT, poniendo en
alerta a los gobiernos y a toda la poblacidn, y en el afio 1970 se prohibié la venta y uso de

este compuesto. Se continud con el desarrollo de sustancias que debido a su composicion
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quimica no eras persistentes en el medio ambiente, a estos se les llamo plaguicidas

organofosforados (Carson, 2002).

Clasificacion toxicoldgica de los plaguicidas por su Modo de accion

El Comité de Accion de Resistencia al Insecticida (IRAC por sus siglas en inglés)
proporciona una clasificacion de modos de accion (MdA) en una guia que permite a los
agricultores, productores, técnicos y profesionales de la proteccion de cultivos en general
seleccionar los insecticidas adecuadamente en una estrategia de Manejo de Resistencia a
Insecticidas/acaricidas (MRI) y este sea eficaz y sostenible. Esta estrategia tiene como
objetivo prevenir o retrasar la evolucion de resistencias a los insecticidas ademas de
ayudar a que cierta poblacion de insectos resistentes retome su susceptibilidad. La
clasificacion desarrollada y aprobada por IRAC se funda en los mejores datos que estan
disponibles acerca del modo de accion de los insecticidas y aprobada por reconocidos
toxicologos y bioquimicos especializados en insectos. Para determinar un modo de accion
se identifica la proteina responsable del efecto biologico, también se pueden formar grupos
de compuestos cuando se comparte el efecto fisiologico que lo caracteriza y se tienen

estructuras quimicas relacionadas.

Clasificacion por Modo de Accién (IRAC). Version 8.3, Julio de 2017

Accion sobre el sistema nervioso o muscular
La mayoria de estos insecticidas actian sobre el sistema nervioso o muscular y
generalmente son de accion rapida.
Grupo 1: Inhibidores de la Acetilcolinesterasa
Subgrupo 1A Carmabamatos
Subgrupo 1B Organofosforados
Inhiben la ACE, causando hiperexitaciéon. La ACE es la enzima que finaliza la accién de

excitacion neurotransmisora de la acetilcolina en la sinopsis nerviosa.
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Grupo 2: Bloqueadores del canal cloruro dependiente de &cido gammaaminobutirico
(gaba)
Subgrupo 2A Organoclorados de coclodieno
Subgrupo 2B Fenilpirazoles (fiproles)
Se provoca una hiperexitacion y convulsiones al bloquear el canal de cloro, activado por
GABA, que es el principal neurotransmisor inhibidor en los insectos.
Grupo 3: Moduladores del Canal de Sodio
Subgrupo 3A Piretrodes — Piretrinas
Subgrupo 3B DDT -Metoxiclor
Los canales de sodio se mantienen abiertos produciendo una sobreexcitacion, algunas
veces bloqueo nervioso, estan implicados en la propagacién de potenciales de accion a lo
largo de los axones nerviosos.
Grupo 4 Moduladores Competitivos del Receptor Nicotinico de la Acetilcolina
Subgrupo 4A Neonicotinoides
Subgrupo 4B Nicotina
Subgrupo 4C Sulfoximinas
Subgrupo 4D Butenolidos
Subgrupo 4E Mesoidnica
En el receptor se unen al sitio de la acetilcolina, se provocan una serie de sintomas que
van desde hiperexciticacion a letargia y paralisis. Siendo la acetilcolina el principal
neurotransmisor excitador en el sistema nerviosos central del insecto.
Grupo 5: Modulador Alosterico del Receptor Nicotinico de la Acetilcolina
Espinosinas
Se activan alostéricamente los receptores nicotinicos de la acetilcolina, esto causa una
sobreexcitacion del sistema nervioso.
Grupo 6: Modulador Alosterico del Canal de Cloro dependiente de Glutamato
Avermectinas y Milbemicinas
Alostericamente activan el glutamato en los canales de cloro, provocando paralisis. El
glutamato es un neurotransmisor inhibidor muy importante en insectos. Grupo 9:
Moduladores del Canal TRPV de los Organos Cordotonales.

Subgrupo 9B Derivados de Piridina Azometina



Enlaza y rompe la entrada de los complejos Nan-Lav del canal receptor de potencial
transitorio vaniloide (TRPV) en 6rganos cordotonales receptores del estiramiento, que
son cruciales para los sentidos de la audicion, la gravedad, el equilibrio, la aceleracion, la
propiocepcion y la cinestesia. Esto interrumpe la alimentacion y otros comportamientos
de los insectos.
Grupo 14: Bloqueadores de Canales del Receptor de Acetilcolina Nicotinico
(NACHR)
Anélogos de la Nereistoxina
Bloquean el canal de iones receptor de la acetilcolina nicotinico por lo cual se produce una
interrupcion del sistema y una paralisis.
Grupo 19: Agonistas del Receptor de Octopamina
Amitraz
Se activan los receptores de octopamina, produciendo una hiperexitacion. La octopamina
en insectos es semejante a la adrenalina, la neurohormona de lucha o vuelo.
Grupo 22: Bloqueadores del Canal de Sodio Dependiente del voltaje.
Subgrupo 22A Oxadiazinas
Subgrupo 22B Semicarbazones
Bloquean los canales de sodio provocando el colapso del sistema nervioso y la parélisis.
Los canales de sodio estan estrechamente involucrados en la propagacion de potenciales
de accidn a lo largo de los axones nerviosos.
Grupo 28: Moduladores del Receptor de la Rianodina
Diamidas
Activan los receptores musculares de la rianodina, causando contraccion y parélisis. Los
receptores de la rianodina intervienen en la liberacién de calcio en el citloplasma desde
sus reservas intracelulares.
Grupo 29: Moduladores de los Organos Cordotonales- sin punto de accion definido.
Flonicamid
Impiden la funcion de los 6rganos cordotonales receptores de estiramiento, que son
criticos para los sentidos de gravedad, equilibrio, propiocepcion y la cinestesia. Se

interrumpe la alimentacion y otros comportamientos de los insectos. A diferencia del



grupo 9, estos insecticidas del grupo 29 no se unen al complejo Nan-lav del canal TRPV.
Accidn sobre el crecimiento y desarrollo
El desarrollo de los insectos se controla por el equilibrio de dos hormonas principales que
son la hormona juvenil y la ecdisona. Los reguladores del crecimiento de los insectos se
comportan imitando una de estas hormonas o alterando directamente la
formacion/deposicion de la cuticula o la biosintesis de lipidos. La accion de los
insecticidas que actian sobre los diferentes objetivos del sistema es lenta a
moderadamente lenta.
Grupo 7: Mimeticos de la Hormona Juvenil
Subgrupo 72 A Analogos de la Hormona Juvenil
Subgrupo 7B Fenoxicarb
Subgrupo 7C Piriproxifén
Se aplican en el estadio premetamorfico interrumpiendo e impidiendo la metamorfosis
Grupo 10: Inhibidores del Crecimiento de Acaros
Subgrupo 10A Clofentezin- Diflovidazin- Hexitiazox
Subgrupo 10B Etoxazol
El modo de accion de este grupo no estd completamente definido, pero si se conoce que
provoca la inhibicion del crecimiento.
Grupo 15: Inhibidores de la Biosintesis de Quitina, Tipo O
Benzoulureas
Solo se conoce que causa la inhibicidn de la biosintesis de la quitina, su modo de accién
no esté definido completamente.
Grupo 16: Inhibidores de la Biosintesis de la Quitina, Tipo 1
Buprofezin
En este grupo tampoco se conoce completamente el modo de accion, pero causa inhibicién
de la biosintesis de quitina en un conjunto de insectos, se incluye la mosca blanca.
Grupo 17: Disruptores de la Muda, Dipteros
Ciromazina

Modo de accidn indefinido y causa la interrupcién de la muda.
Grupo 18: Agonistas del Receptor de Ecdisona

Diacilhidracinas



Se induce a una muda precoz, imitando a la hormona de la muda, la ecdisona.
Grupo 23: Inhibodores de la Acetil CoA Carboxilasa
Derivados de los Acidos Tetronico y Tetramico
Se inhibe la coenzima acetil A carboxilasa, la cual es parte del primer paso de la biosintesis
de los lipidos, esto ocasiona la muerte del insecto.
Accidn sobre la respiracion
Al llevarse a cabo la respiracién mitocondrial se produce una molécula que da energia a
todos los procesos celulares vitales, el ATP. Una cadena de transporte e electrones
ubicados en las mitocondrias se almacena la energia originada por la oxidacion en forma
de un gradiente de protones, lo que genera la sintesis de ATP. Son varios los insecticidas
conocidos por participar en la respiracion mitocondrial mediante la inhibicion del
transporte de electrones y/o fosforilacion oxidativa. La accion de los insecticidas que
intervienen sobre los distintos sitios de este sistema por lo general van de réapidos a
moderadamente réapidos.
Grupo 12: Inhibidores del ATP- Sintasa_Mitocondrial
Subgrupo 12A Diafentiuron
Subgrupo 12B Acaricidas Organotinas
Subgrupo 12C Propargito
Subgrupo 12D Tetradifon
Inhiben la enzima que sintetiza ATP.
Grupo 13: Desunion de Fosforilacion Oxidativa mediante interrupcion del
gradiente de Protones
Pirroles- Dinitrofenoles- Sulfluramid
Los protonoforos cortocircuitan el gradiente proténico mitocondrial para que el ATP no
pueda ser sintetizado
Grupo 20: Inhibidores del Transporte de Electrones en el Complejo Mitocondrial
i
Subgrupo 20A Hidrametilnon

Subgrupo 20B Acequinocil
Subgrupo 20C Fluacripirim

Subgrupo 20D Bifenazato



Se inhibe el transporte de electrones en el complejo 111, evitando el que las células utilicen
su energia.
Grupo 21: Inhibidores del Trasporte de Electrones en el Complejo Mitocondrial |

Subgrupo 21A acaricidas e Insecticidas METI

Subgrupo 21B Rotenona
Se impide el uso de la energia celular inhibiendo el transporte de electrones en el complejo
|

Grupo 24: Inhibidores del Transporte de Electrones en el Complejo Mitocondrial 1V

Subgrupo 24A Fosfinas

Subgrupo 24B Cianidas
Inhiben el trasporte de electrones en el complejo 1V, evitando el uso de la energia celular.

Grupo 25 Inhibidores del Transporte de Electrones en el Complejo Mitocondrial

Subgrupo 25A Derivados del Beta-Centonitrilo
Subgrupo 25B Carboxanilidas
Se impide el uso de la energia de las células al inhibir el transporte de electrones en el
complejo 11
Accion en intestino medio
Las toxinas microbianas de lepidopteros especificos se pulverizan o se expresan en
variedades de cultivos transgénicos.

Grupo 11: Disruptores Microbianos de las Membranas del Intestino Medio de Insectos
Subgrupo 11A Bacillus thuringiensis y las Proteinas Insecticidas que producen
Subgrupo 11B Bacillus sphaericus

Las toxinas de las proteinas se enlazan a los receptores en la membrana del intestino
medio, causando la formacion de poros generando in desequilibrio idnico y septicemia.

Modo de accidn desconocido no especifico
Se conoce que varios insecticidas afectan a sitios o funciones de un modo desconocido, 0

actan de una manera no especifica sobre varios sitios. Grupo 8: Diversos Inhibidores
No Especificos (multi-sitio)

Subgrupo 8A Halogenunros de Alquilo

Subgrupo 8B Cloropicrina



10

Subgrupo 8C Fluoruros
Subgrupo 8D Boratos
Subgrupo 8E Tartaro Emetico
Subgrupo 8F Generadores de Isotiocianato de Metilo
Grupo UN: Compuestos de modo de accion desconocido o incierto
azadiractin- benzoximato- bromopropilato- quinometionato- dicofol- peptido gs-
omega/cappa hxtxhvla- azufre de cal- piridil- azufre
(IRAC Espafiol, 2011; IRAC Espafia, 2016; IRAC EU, 2017)

Uso de plaguicidas en la agricultura

El aprovechamiento de los plaguicidas en la agricultura es esencial para su progreso
econdémico, permitiendo el cuidado de los cultivos ante plagas y enfermedades,
incrementando su periodo de desarrollo de las plantas, aumentando el periodo de
almacenamiento post-cosecha y reduciendo los costes de la produccion de alimentos. El
crecimiento continuo de la poblacion global requiere una produccién de alimentos muy
grande, es por eso que la proteccion de los cultivos es muy necesaria contra el dafio de
parésitos y otros agentes bioldgicos. El uso de plaguicidas se ha incrementado
considerablemente a lo largo de los dltimos 35 afios, alcanzando tasas de crecimiento del
4 al 5,4%. En los afios noventa se aprecio una disminucién del uso de insecticidas, tanto
en paises desarrollados, como Francia, Alemania y el Reino Unido, como en unos cuantos
paises en desarrollo, como la India. Sin embargo, el uso de herbicidas continud
aumentando en la mayoria de los paises (FAO, 2003). La llegada de los plaguicidas
organicos para controlar plagas en la agricultura fue una de las tecnologias mas aceptadas
y establecidas rapidamente en toda la historia de la agricultura mundial

(March et al, 2010). El principal uso de los plaguicidas es ayudar a controlar las plagas
como insectos, acaros, aves, roedores, nematodos, hongos, bacterias, malezas que dafian
cultivos disminuyendo los rendimientos, por lo que habitualmente se realizan trabajos con
el fin de cuantificar la importancia de las pérdidas y la eficiencia de las medidas de control
(March, 2014). El proceso de transformacion que la agricultura ha sufrido las ultimas

décadas en todo el mundo, la ha convertido en un sector de actividad plenamente
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capitalista, la revolucion verde, ha creado un gran aumento de la productividad, con
posibilidades de diversas formas mas intensivas de trabajo y capital y una continua
innovacion tecnoldgica (Sabartés, 1994). ElI empleo de plaguicidas son uno de los
desarrollos tecnoldgicos que forma parte complementaria de las practicas agricolas, han
contribuido al desarrollo social moderno en la economia, ya que ha permitido un gran
incremento de la produccion agraria mundial, por otra parte, desde el punto de vista
sanitario, su aplicacion lidia contra vectores de enfermedades infecciosas. Gracias al uso
de estos, se cuenta con una permanente disponibilidad de algunos vegetales frescos que si
no fuera asi solo se encontrarian en tiempos concretos en algunos mercados, esto permite

dietas alimenticias mas sanas (Espluga, 2001).

El presente trabajo se realizé tomando en cuenta el modo de accion del grupo nimero uno,

los inhibidores de la acetilcolinesterasa, donde a continuacion se describiran mas a detalle.

Plaguicidas Inhibidores de la Acetilcolinesterasa (ACE)

Determinado grupo de insecticidas, como los carbamatos y los organofosforados son
compuestos quimicos que comparten una funcion en comun en los organismos, la
inhibicidn de un grupo de enzimas Ilamadas acetilcolinesterasas (lbarra y Linares, 2012)
estos compuestos son utilizados principalmente para controlar plagas de artropodos, sin
embargo, en algunas situaciones son venenosos o toxicos para el medio ambiente y los
seres humanos (Fishel, 2012); y son los mas utilizados a nivel mundial (Shosinsky, 2004).
La aplicacion que obtuvo la enzima ACE en la agricultura es gracias a los efectos que
tiene sobre el sistema nervioso de los invertebrados los cuales son perjudiciales en los
cultivos. Estos plaguicidas pueden interactuar con el sitio activo de la enzima de una
manera irreversible como reversible, ocasionando la muerte del organismo que entra en

contacto con el inhibidor, en este caso, la plaga (Houghton et al., 2006).

Los compuestos organofosforados y carbamatos van a reaccionar con la enzima, al igual
que lo hace la acetilcolina, es decir que inhiben competitivamente la actividad

colinesterastica actuando como sustancias anticolinesterasicas asi permitiendo que la
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acetilcolina siga ejerciendo su actividad, esta enzima es la responsable de la destruccion y
terminacion de la actividad biologica del neurotrasmisor acetilcolina, cuando la enzima se
inhiba se acumula acetilcolina en el espacio simpético alterando el funcionamiento normal
del impulso nervioso. La acumulacion de la acetilcolina se origina en las uniones
colinérgicas neuroefectoras a esto se le llama efecto muscarinico, en las uniones
mioneurales del esqueleto y los ganglios autdbnomos (efectos nicotinicos) asi como en el

sistema nervioso central (Calabuig, 1998; Duefias et al.,1999).

Organofosforados

Principalmente son esteres derivados de acidos fosforicos, fosfonico, fosforotioico o
fosfonotioico y a veces poseen un grupo amida o tiol (Enao, 2005) son bastantes estables
y faciles de sintetizar, por su alto grado de toxicidad son utilizados como pesticidas y como
armas quimicas; su toxicidad es causada por la interaccion fuerte e irreversible entre ellos
y la triada del sitio activo de la enzima ACE, originando una pérdida definitiva de la
actividad enzimatica, siguiendo con efectos adversos sobre la sinapsis colinérgica. Existe
una baja selectividad de estos compuestos que afectan a los humanos, y llevandolos a que
su uso sea restringido y en ocasiones su prohibicion (Pohanka, 2011). Dentro del grupo de
los organofosforados se encuentran los insecticidas por su ingrediente activo: Acefato,
Azamethiphos, Azinfos-etilo, Azinfosmethyl, Cadusafos, Cloretoxifos, Clorfenvinfos,
Clormefos, Clorpirifos, Clorpirifos-metilo, Coumaphos, Cianofos, Demeton - S - metilo,
Diazinon, Dichlorvos / DDVP, Dicrotophos, Dimetoato, Dimetilvinfos, Disulfoton, EPN,
Etio, Ethoprophos, Famphur, Fenamifos, Fenitrotion, Fenthion, Fostiazato, Heptenophos,
Imicyafos, lIsofenfos, Isopropilo O - (metoxiamino - fosforil) salicilato, Isoxation,
Malation, Mecarbam, Methamidophos, Methidathion, Mevinphos, Monocrotofos, Naled,
Ometoato, Oxidemeton-metilo, Paration, Parationmetilo, Phenthoate, Phorate, Phalalone,
Phosmet, Phosphamidon, Phoxim, Pirimifosmetilo, Profenofos, Propetamphos,
Prothiofos, Pyraclofos, Pyridaphenthion, Quinalphos, Sulfotep, Tebupirimfos, Temephos,
Terbufos, Tetraclorvinfos, Thiometon, Triazophos, Triclorfon, Vamidothion (IRAC,
2017).
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Carbamatos

Son compuestos quimicos derivados del acido carbamico, son menos dafiinos que los
organofosforados, ya que la interaccion con el activo se da de forma reversible, dejando
que la enzima pueda restablecer su actividad; su uso mas comun es para controlar plagas
en jardines, en paises del tercer mundo se sustituyen por organofosforados para el control
del mosquito Anopheles, el cual es el vector de la malaria. En el medio ambiente tiene
una vida corta, en el medio acuatico su vida puede ir de media a larga, resultando toxico
para los peces y otros organismos acuaticos (Elersek, et al., 2011). Algunos carbamatos
son mas biodegradables y contienen mas bajas cantidades de toxicos que la mayoria de
los organofosforados comunes, los efectos toxicos de los carbamatos para los animales,
como se ha mencionado anteriormente, que se debe a que inhiben la acetilcolinesterasa, a
lo contrario de los organofosforados, estos lo hacen sin la necesidad de realizar una
biotransformacidon anterior, por lo siguiente son considerados como inhibidores directos
(Manahan, 2007). Integran el grupo de los carbamatos: Alanycarb, Aldicarb, Bendiocarb,
Benfuracarb, Butocarboxim, Butoxicarboxim, Carbaryl, Carbofuran, Carbosulfan,
Ethiofencarb, Fenobucarb, Formetanato, Furathiocarb, Isoprocarb, Metiocarb,
Methomyl, Metolcarb, Oxamilo, Pirimicarb,

Propoxur, Tiodicarb, Tiofanox, Triazamato, Trimethacarb, XMC y Xililcarb (IRAC,
2017).

Acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE; codigo enzimatico 3.1.1.7) es una enzima fundamental en
el funcionamiento del sistema nervioso del cuerpo humano, vertebrados e insectos;
inactiva el quimico mensajero acetilcolina, el cual es normalmente activo en las uniones

entre nervios y musculos, entre nervios y glandulas, y también en la sinapsis dentro de
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ciertos nervios en el sistema nervioso central; en el momento en que los niveles de
colinesterasa son bajos por la abundante inhibicion, el sistema nervioso podria funcionar

mal, y por lo tanto terminar en la muerte (Fishel, 2012).

Ha sido una de las enzimas més estudiadas desde su descubrimiento en la década de 1920,
referente al efecto fisiol6gico, mecanismo de accion, naturaleza de su centro activo, como
también a su distribucion y su localizacion en diferentes tejidos; pertenece a una familia
de enzimas conocidas como colinesterasa, a lo que pueden ser definidas como un grupo
de esterasas de serina capaces de hidrolizar esteres de colina, como la acetilcolina
(Sanchez y Salceda, 2008)

Ibarra y Linares (2012) mencionan que existen dos grupos en los que se divide la
acetilcolinesterasa: 1) La acetilcolinesterasa verdadera la cual es una enzima esencial con
un gran grado de especificidad en lo que respecta al sustrato, se encuentra unida a
estructuras celulares en las regiones de la sinapsis colinérgicas, sustancia gris del sistema
nervioso central, los ganglios autondmicos, la sinapsis simpatica pre y postganglionar y
las terminaciones motoras de los musculos, al igual que en las sinapsis postganglionar
parasimpaticas y los eritrocitos; tiene la funcidn fisioldgica de desdoblar rapidamente la
acetilcolina neurotransmisora en colina y acido acético, de modo que la inactiva. 2) Las
colinesterasas (CE), llamadas también colinesterasas no especificas tales como
pseudocolinesterasas, colinesterasas plasmaticas o séricas y las buitricolinesterasas,
forman un grupo de isoenzimas; tienen baja especificidad y estan presentes en todo el
organismo, la funcion fisiologica es desconocida y una de sus funciones es la

detoxificacion de fosfatos y carbamatos.

Acetilcolinesterasa en insectos

Como ya se menciond anteriormente, la enzima acetilcolinesterasa es esencial para el
funcionamiento del sistema nervioso, asi que a continuacién se hara mencion sobre el

sistema nervioso de los insectos.
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El sistema nervioso de los insectos esta formado por células altamente especializadas para
la sensacion, conduccion y coordinacion, llamadas neuronas. Cada neurona posee un
cuerpo celular donde esté el nucleo, de este salen una seria de prolongaciones pequefias
de manera arborescente Ilamadas dentritas, las cuales son las receptoras de los estimulos
y otras prolongaciones Illamadas axdn que termina en una serie de fibrillas nombradas
arborizaciones que son transmisoras de los estimulos. Se pueden encontrar tres tipos de
neuronas, las sensoriales ubicadas a la altura de la epidermis del exoesqueleto con la
funcion de captar los estimulos exteriores y transmitirlo al interior; las motoras se
encuentran en los ganglios que transmiten los impulsos hacia afuera, ya sea hacia los
musculos o glandulas; y las asociadas que se encuentran entre las sensoriales y las motoras,
siempre ubicadas en los ganglios del sistema nervioso central, dirigen, modifican y
coordinan los impulsos recibidos de otras neuronas sensoriales para unir la respuesta al
organismo a modo de un todo. El sistema nervioso se compone de un cerebro dorsal,
ganglios subesofagicos y un doble corddn nervioso conectado con la region cefalica que
se encuentra debajo del aparato digestivo. La funcion es realizar la sinapsis, impulsos que
pasan de una neurona a otra cuando se logran encontrarse las fibrillas terminales del axén
de una, con las dentritas de la otra, sin enlazarse completamente. El estimulo origina una
onda de ionizacion llamadas también cargas eléctricas que recorren a lo largo del axon a
la sinapsis, se produce entonces un transmisor quimico intermedio llamado acetilcolina
con el fin de transmitir el estimulo a la siguiente neurona, después la acetilcolina es
desdoblada en acetil més colina por accién de la enzima colinesterasa, dandole tiempo a

la sinapsis para un nuevo estimulo (Klowden, 2007; Klowden 2013)

Como se ha venido mencionando el modo de accidn de algunos insecticidas (carbamatos
y organofosforados) inhiben a la acetilcolinesterasa, el cual se da a nivel se la sinapsis,
impidiendo el desdoblamiento de la acetilcolina, permaneciendo una constante
transmision de impulsos nerviosos irregularizando todo el sistema, manteniendo la tensién

constante hasta causar la muerte del insecto (Doria, 2009).

Acetilcolinesterasa sintética

En 1967 fue extraido del 6rgano eléctrico de la gymnota una anguila gigante del
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Amazonas por Leuzinger Baker la acetilcolinesterasa. Esta especie esta formada por 5000
células activas en serie como una pila Volta, las cuales se suman las diferencias de
potencial que logra cada célula de 100milivoltios como cualquier neurona, y produce
descargas de 600V con lo cual paraliza a sus presas. Se encuentra en el higado, mucosa
intestinal, pancreas, cerebro y musculo en forma inactiva (Dominguez, 1986). Es un
compuesto con un peso molecular de 240.000, las unidades moleculares del suero tienen

un peso de 80000 y probablemente sea un agregado (Agrest, 1975).

Residuos de plaguicidas organofosforados y carbamatos en alimentos y medio

ambiente

Se define residuo de plaguicida a cualquier sustancia especifica existente en los alimentos,
productos agricolas y demas tipos de productos o alimentos para animales, como también
en el medio ambiente, especificamente en el suelo, aire y agua a consecuencia del uso de
un plaguicida. A este término se le integra cualquier derivado de un plaguicida, ya sean
productos de conservacion, metabolitos, productos de descomposicion, productos de
reaccion e impurezas de importancia toxicoldgica o ecotoloxicologica. Forma parte del
concepto residuo de plaguicidas tanto los residuos de procedencia desconocida o
inevitables, por ejemplo, la contaminacion ambiental, como los derivados de usos

evidentes y autorizados de la sustancia quimica (FAO/OMS, 2014).

Actualmente los plaguicidas que son mas utilizados debido a su menor persistencia en el
medio son los carbamatos y los organofosforados, son potencialmente menos peligrosos
para el consumidor, quedando mas limitado su efecto toxico a la manipulacion por el
fabricante, distribuidor o agricultor. Por la importante toxicidad aguda de los
organofosforados ya se han sometido a importantes restricciones que incluye algunas
cancelaciones de su uso por sus riesgos toxicos a largo plazo y su propagacion (Gil, 2010).
Estos compuestos pueden no ser tan persistentes en el medio ambiente, pero si son mas
toxicos para el ser humano (Cabildo et al, 2013) y la via de absorcién méas importante es
el aparato digestivo por la ingestion de alimentos y agua contaminada (Ramirez y Lascafia,
2001).
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Contaminacién de los alimentos

La poblacion se expone continuamente a plaguicidas a causa de la contaminacion de los
alimentos con estos productos, ya que se encuentran residuos de plaguicidas en alimentos
por el uso excesivo de estos en el sector agropecuario, por la recoleccion de los productos
agricolas sin respetar el intervalo de seguridad o su tiempo de carencia entre lo que es su
ultima aplicacion y la cosecha, por la contaminacion durante el almacenamiento,
transporte, comercio y/o la preparacion de los alimentos. Esto se presenta normalmente en
las etapas finales del desarrollo de los cultivos y durante el almacenamiento de los
productos agricolas, es muy frecuente ya que los agricultores fumiguen el producto desde
de la cosecha e incluso antes de llevarlo al mercado. La frecuente aplicacion en los cultivos
determina el grado de contaminacion de lo cosechado y se puede afirmar que actualmente
es mas probable y frecuente encontrar residuos de plaguicidas en los alimentos que en
muchos de los casos son concentraciones que rebasan los limites de tolerancia
recomendadas por la FAO/OMS. EI riesgo en un nifio es mayor ya que se encuentra en
periodo de crecimiento por su inmadurez fisioldgica y proporcionalmente consumen mas
alimentos por peso corporal que los adultos aparte que consumen mas frutas y verduras
las cuales contienen mas altos niveles de concentracion de residuos de plaguicidas
(Bolivia, 2008).

Contaminacién del medio ambiente

Asi como la necesidad en la que se ha convertido el uso de los plaguicidas en la agricultura,
también la preocupacion por el riesgo que este tiene a la salud como al medio ambiente,
ya que puede contaminar cuerpos de agua, el aire y el suelo (Tappe et al, 2002)

La contaminacion del agua se debe a la aplicacion directa de plaguicidas con el fin de
usarse como sebo de peces, la descarga de liquidos sobrantes de la aplicacion, desecho de
envases vacios, la inundaciéon o desborde de rios cercanos a los lugares de

almacenamiento, desplazamiento de los compuestos que son arrastrados por las lluvias
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hacia cauces, aplicaciones aéreas cercanas a rios y lagos y la descarga ilegal de residuos
industriales. Las consecuencias que se tienen son la perdida de la flora y fauna acuética,
se pierde el recurso como fuente de agua y alimento ya que origina intoxicaciones en
personas y animales; la contaminacion del suelo va desde la aplicacion directa del
plaguicida en el suelo, goteo desde la planta, caida del equipo aplicador, desecho de
envases vacios, arrastre por las lluvias, derrame accidental, contaminacion por fuentes de
agua, fitotoxicidad y por las cadenas alimentarias. Si son frecuentemente utilizados, en el
caso de la ganaderia, estos de estar en el suelo pueden pasar al forraje y ser absorbidos por
los animales, depositandose en su grasa, aumentando asi las concentraciones de residuos
en la carne y la leche. Favorecen a la erosion ya que afectan a los microorganismos del
suelo disminuyendo la descomposicion de la materia orgénica dando lugar a la
modificacion de la estructura de los suelos aminorando su fertilidad. La determinacion y
evaluacion del grado que tiene la contaminacion en el suelo es de mucha importancia, ya
que estos se transfieren a los alimentos; la contaminacion del aire se da por la aplicacion
aérea no controlada la cual ocasiona problemas toxicos en poblados proximos a zonas
agricolas, por las pérdidas durante el traslado y transporte durante la aplicacion y por la
evaporacion de aguas contaminadas. Se pueden desplazar los contaminantes atmosfericos
por medio del movimiento del aire desde sus sitios de origen hasta largas distancias ya
que se volatilizan con facilidad durante o inmediatamente de la aplicacion (Cervantes,
2008).

Limites Maximos de Residuos

La Comisidén del Codex Alimentarius fue creada por dos organizaciones de las Naciones
Unidas: La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), fija los criterios normativos basicos
para todas las naciones y estd conformada por comités que se encargan de diferentes
aspectos alimentarios (Camean y Reppeto, 2012). El Cddigo Alimentario es un punto de
referencia mundial para los consumidores, productores, procesadores de alimentos,
organismos nacionales de control de los alimentos y para el comercio alimentario

internacional. La influencia que ha tenido sobre la manera de pensar de las personas que



19

participan en la produccion y elaboracion de alimentos y de los consumidores ha sido
enorme. El impacto se ha generado en todos los continentes, la aportacion para proteger
la salud de los consumidores y la garantia de practicas equitativas en el comercio
alimentario es inmensa. El objetico del Codex alimentarius es garantizar alimentos
inocuos de calidad para todas las personas y en cualquier lugar (FAO, 2017. Que es el

Codex, www.fao.org dltima actualizacion 06-06-2017).

El comité del Codex sobre Residuos de Plaguicidas gestiona los residuos de plaguicidas
en los alimentos, verificando anualmente los estudios cientificos y estableciendo niveles
de seguridad como los limites maximos de residuos (LMR). Tienen como finalidad
facilitar el comercio internacional y contribuye a través de sus normas, directrices y
cbdigos de précticas alimentarias internacionales a que haya inocuidad, calidad y equidad

en el comercio internacional de los alimentos (Camean y Reppeto, 2012; FAO, 2016).

Se define como limite méximo de residuo (LMR) o tolerancia a la cantidad maxima de
residuo de producto fitosanitario especifico que, por ley es permisible en un determinado
producto agricola. Su expresién es en partes por millon (ppm) o en miligramos de residuo
por kilogramo del alimento fresco (mg/kg). Existen dos criterios basicos para determinar
el limite maximo de residuo de un plaguicida: el toxicoldgico y el agronémico. El Criterio
toxicologico se refiere a la probable ingesta diaria de residuos, la cual debe ser que con
total seguridad no provoque ningln efecto nocivo en las personas; El Criterio agronémico
permite determinar el nivel real de los residuos en los alimentos de origen vegetal, se
expresa en miligramos de plaguicidas por kilo de producto cosechado. Es por esto que se
hacen pruebas en campo siguiendo las “buenas précticas agricolas”, se realizan
tratamientos con dosis adecuadas a la plaga a tratar y respetando los plazos de seguridad
(Garcia, 2017).

Existe una base de datos en www.fao.org que enlista los limites maximos de residuos del
Codex para los plaguicidas establecidos por la Comision del Codex Alimentarius hasta su
39° periodo de sesiones, incluyendo julio 2016. Aqui se puede obtener la informacion

acerca de los LMR de plaguicidas y para un producto basico o grupo de estos; los nombres
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y definiciones de estos productos basicos se encuentran en la Clasificacion del Codex de
Alimentos y Piensos. Los alimentos que se enumeran no deberan contener una cantidad
mayor de residuos de plaguicidas que la es sefialada por LMR en (mg/kg) ya sea al punto
de entrada en un pais o al punto de entrada en canales comerciales de un pais. Este limite
no podra excederse a partir de ese momento. En la pagina se recomienda que al realizar
las basquedas de LMR de un producto, se busque también subgrupos correspondientes y
grupos para asi poder obtener toda la variedad de los LMR del Codex para el producto en

concreto.

Meétodos empleados en el analisis de residuos de plaguicidas

Para la cuantificacion de residuos de plaguicidas a concentraciones muy bajas, se utilizan
diferentes métodos gracias a la disponibilidad de equipos analiticos cada vez mas exactos
(Ahmed, 2001). El andlisis quimico tiene un papel importante, elegir una técnica analitica
adecuada para la determinacién de plaguicidas depende de factores tales como las
propiedades de los analitos, efectividad, rapidez, fiabilidad, selectividad y sensibilidad,
coste, disponibilidad, compatibilidad con el medio ambiente y capacidad de analisis. En
la actualidad la cromatografia de gases (GC), la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), la Espectrofotometria de masas (ES), Espectrometria de masas (MS) y la
Electroforesis capilar (CE) son las técnicas mas utilizadas en el andlisis de plaguicidas
(Lehotay, 1998; Ravelo, 2009; Klein et al, 2006) siendo las mas importantes la GC y
HPLC (Andreu y Pic6, 2004). Estos métodos convencionales son complicados, requieren
de reactivos caros, equipos muy sofisticados y su completo analisis tarda por lo general
bastante tiempo (Tejada et al., 1998).

Cromatografia de gases (GC)

Cuando la quimica comenz6 a utilizarse con fines cuantitativos, aparecio la necesidad de
separar los diferentes componentes de una mezcla compleja para identificarlos y poder ser
cuantificados, y siendo similares y muy parecidos la separacion es mas dificil, y la técnica

de separarlos mas compleja y casi nunca exitosa. La cromatografia fue descubierta por el
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quimico ruso Mikhail Tsuet al realizar un experimento pasando una mezcla de pigmentos
organicos por una columna de alimina y observo como se separaban en bandas de colores,
por eso el nombre, se dio como una técnica de separacién muy eficiente, y esa separacion
prosiguio con la cuantificacion de los componentes de una muestra. Los dos factores en
conjunto de lo que hay y cuanto hay han aportado enormemente al desarrollo de las
técnicas cromatogréaficas. Este avance hubiera dejado de existir si no fue por el crecimiento
y desarrollo paralelo de instrumentos apropiados y especificos aparte del conocimiento de
variables experimentales que implementan la separacion de un analito y su mejoria
(Barquero, 2004). Los métodos para el analisis quimico en general son selectivos en el
mejor de los casos y pocos si es que los hay son verdaderamente especificos. A causa de
esto la separacion del analito de las posibles interferencias es a menudo una etapa de vital
importancia en los procedimientos analiticos. Si a mediados del siglo XX, las separaciones
analiticas se llevaban a cabo mediante procedimientos clasicos como precipitacion,
destilacion y extraccion, actualmente, a pesar de ello, las separaciones analiticas se
realizan en la mayoria de los casos por cromatografia (Abell6, 2001). La cromatografia de
gases (GC) ha sido una de las técnicas mas utilizadas en los laboratorios, tuvo una gran e
inmediata repercusion ya que se requirieron instrumentos para su aplicacion y esta se
desarrollo gracias a la colaboracion de quimicos, ingenieros y fisicos, y los andlisis eran
mas rapidos y se realizaban a pequefia escala; y con el desarrollo de la industria petrolera,
debia mejorar el control analitico asi que esta técnica se adoptd rapidamente y en unos
pocos afios se generalizo para analizar casi cualquier tipo de compuesto organico
(Christian, 2007).

Esta técnica analitica permite separar mezclas de compuestos que son volatiles y
térmicamente estables en sus componentes individuales. En las separaciones
cromatograficas, la muestra se mueve con una fase movil, a través de una fase estacionaria
gue no se mezcla que esta fijada a una columna o a una superficie solida. Estas dos fases
se seleccionan de forma que los componentes de la muestra se dispersen de modo diferente
entre ambas, estos componentes fuertemente inmovilizados por la fase estacionaria se
mueven lentamente con el flujo de la fase mavil; por otro lado, los componentes que se

unen débilmente se mueven con rapidez. A causa de la diferente movilidad, los
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componentes de la muestra se separan en bandas las cuales se identifican cualitativa y
determinarse cuantitativamente. Como fase movil en el empleo de esta técnica se utiliza
un gas. En GC la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una columna
cromatografica, esto conlleva a que la muestra debe ser volatil y térmicamente estable. La
elucion se produce por el flujo de un gas inerte como He, N2, H2, aunque de acuerdo con
el tipo de detector es necesario emplear gases especificos. Se encuentras dos tipos de
cromatografia de gases: Cromatografia de gas liquido (GSL) la cual es la mas utilizada en
gases, y como fase estacionaria usan un liquido inmovilizado sobre un soporte solido
inerte, esta fase debe ser estable y no volatil a las temperaturas empleadas en el analisis, y
de una naturaleza similar a las muestras que se desea separar en ella; Cromatografia de
gas solido (CGS) la fase estacionaria es un sélido el tipo de equilibrio con la fase movil es
una adsorcion, esta es limitada a moléculas polares, la retencion de las moléculas activas

0 polares no es permanente, se presentan puntas o colas (Barquero, 2006).

Olguin y Rodriguez (2004) hablan sobre la aplicacion que esta técnica tiene en los anélisis
ambientales, los cuales se enfocan en la deteccion y/o cuantificacion de un gran numero
de sustancias diferentes en una diversidad de modelos. Puede ser desde analisis quimicos
de pesticidas y herbicidas hasta hidrocarburos aromaticos polinucleares, compuestos
clorados mezclados en el aire, agua y suelo. En la mayoria de los casos uno de los
problemas principales es la obtencion y preparacion de la muestra. Las muestras de agua
son muy variables, desde agua potable hasta aguas industriales. Por lo regular y en muchos
casos las agencias de regulacion de calidad tienen procedimientos estandar especificos
para el andlisis de materiales dados en una matriz dada. Los métodos de analisis oficiales
son menos sensibles y consumen mucho tiempo mas que los métodos que se desarrollaron
a comienzos de la cromatografia. La agencia de proteccion ambiental (EPA) en Estados
Unidos preciso procedimientos para el monitoreo de efluentes industriales en 1977.
Algunos métodos como del 603 al 613 separan en 13 clases los 113 contaminantes
organicos que son monitoreados por cromatografia de gases. Los analisis se efectian en
columnas tubulares abiertas, las cuales dan una precision y tiempos de andlisis cortos pese
a la complejidad que tenga la muestra. Se utilizan fases estacionarias de compuestos
aromaticos para mejorar la separacion de los solutos. Estas mismas columnas son

utilizadas para la separacion de pesticidas y compuestos aromaticos clorados.
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Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Es una cromatografia de reparto tipo liquido-liquido, donde se puede reconocer una fase
estacionaria conformada por un sélido recubierto por un liquido que por lo regular es polar
como el agua y el etilenglicol y una fase movil constituida por otro liquido que no es polar
como el hexano, metanol y hexano/isopropanol; estos liquidos que forman las dos fases
deben ser inmiscibles entre ellas (Silva y Garcia, 2006). EI HPLC (High Performance
Liquid Cromatography) o Cromatografia liquida de alta resolucion, esta técnica es
utilizada en la separacién de componentes con ayuda de una variedad de interacciones
quimicas entre el analito y la columna cromatogréafica, principalmente este sistema esta
compuesto de un reservorio de fase madvil, bomba, inyector, columna de separacion y
detector. El analito pasa a través de una columna de la fase estacionaria bombeando la fase
movil liquida con alta presion, la muestra en pequefias cantidades se introduce a la
corriente de la fase movil y ahi se prolonga o retarda por medio de interacciones quimicas
con la fase estacionaria conforme va pasando la columna. El retardo conocido también
como tiempo de retencidn Unicamente para el analito, esto depende de la naturaleza del
analito, fase estacionaria y de la composicion de la fase mévil. Lo que mas se utiliza como
solutos, comUnmente son combinaciones de agua purificada con liquidos organicos, como
Metanol y Acetonitrilo, al igual que suelen usarse sales y buffers que ayudan a contribuir
la separacion de componentes. El gradiente de elucion consiste en la variacion de la
composicion de la fase moévil y asi adaptarse a los distintos analitos y obtener mejores
resultados. Para cada analito hay un gradiente de elucidn optimo que es para obtener la

méaxima separacion de picos en el detector (Aburra, 2007).

En la actualidad es la tecnica més utilizada por su sensibilidad, adecuacion para realizar
determinaciones cuantitativas exactas y por su gran aplicabilidad a diferentes tipos de
sustancias como aminodacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos, farmacos,
plaguicidas, antibidticos, especies organometalicos y sustancias inorganicas (Alfonso,
2009).
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Aburra (2007) describe 5 tipos de HPLC: Cromatografia de fase normal fue el primero
que separaba analitos basandose en su polaridad, utiliza una fase estacionaria polar y una
fase movil no polar, usdndose cuando el analito es polar. El analito polar se retiene por la
fase estacionaria polar, la adsorcion incrementa con la polaridad del analito y la
interaccion entre el analito y fase estacionaria aumentando el tiempo de elucién; la
Cromatografia de fase inversa este tipo es el mas comun y se utiliza una fase estacionaria
no polar y una fase mévil moderadamente polar; la Cromatografia de exclusion por
tamafio conocida también como cromatografia de gel permeante o cromatografia de gel
filtrante, y separa las particulas en funcion de su tamafio, es una cromatografia de baja
resolucion la cual sirve para determinar estructuras terciarias y cuaternarias de proteinas
esto ayuda cuando se quiere conocer el peso molecular de polimeros sintéticos y naturales;
la Cromatografia de intercambio i6nico la cual se basa en que la retencion se funda en la
atraccion entre iones del soluto y la carga complementaria de la fase estacionaria, cuando
los iones del soluto y la fase estacionaria tienen la misma carga son excluidos; y la
Cromatografia de bioafinidad donde las propiedades de sustancias bioactivas para formar
complejos estables, especificos y reversibles, una unién bioespecifica se forma por la

accion simultanea de esas fuerzas en los sitios de union.

En los 80°s fue cuando empez6 a incrementarse el uso de esta técnica para su aplicacion
en el campo del andlisis de residuos de plaguicidas, el cual ha crecido considerablemente.
Ya que no era viable el analisis de plaguicidas por GC, se inicié con HPLC, su aplicacion
y su uso ha aumentado en este campo gracias a los desarrollos que se han realizado en los
sistemas de deteccion y en la tecnologia de las columnas (Hogendoorn y Van, 2000). El
avance que ha tenido en los andlisis de plaguicidas se han centrado fuertemente en la
obtencion de separaciones mas rapidas, de menos costo y mayor eficacia, con sus
apropiadas sensibilidades y selectividades, también en el uso de fases moéviles menos
toxicas para el medio ambiente y para el operador. Por eso se han realizado mejoras en las

columnas, en los sistemas de bombeo y en los sistemas de deteccion.
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Espectrofotometria de masas

Espectrofotdmetro del latin: spectrum; imagen y de la griega phos o photos; luz, es un
equipo que es capaz de producir luz monocromaética y medir la cantidad de luz absorbida
por una muestra. EI método de analisis cuantitativo llamado espectrofotometria el cual
consiste en la capacidad de las sustancias de absorber la luz, a determinada longitud de
onda en proporcion directa a la cantidad de materia presente. Por medio del
espectrofotometro se obtiene una medida del valor de la absorbancia de una muestra a una
cierta longitud de onda. Una de las caracteristicas que tienen los compuestos quimicos es
su coloracion, su intensidad es muy utilizada en los ensayos bioquimicos. Para el ojo
humano la luz visible captada ocupa una cantidad restringida del espectro
electromagnético que va de los 400 nandmetros (nm) a los 800nm, para investigaciones
bioguimicas se utilizan el espectro visible y el ultravioleta y abarca entre los 200 y 800nm.
Y para poder cuantificar las reacciones coloridas se cre6 este instrumento los cuales estan
formados de 5 componentes que son: fuente luminosa o de luz la cual puede ser de
tungsteno, infrarroja o luz ultravioleta, esto dependera del espectro en que se trabajara; un
monocromador para seleccionar la longitud de onda que incide sobre la muestra; camara;
celda o cubeta para colocar la muestra; detector para medir la intensidad de la luz
transmitida y la unidad electrdnica para capturar los datos (sistema de lectura). Al incidir
el haz de luz de determinada longitud de onda sobre una muestra parte de esa luz es
absorbida mientras que la otra parte es reflejada o transmitida, la cantidad de luz que es
absorbida por la muestra es directamente proporcional a la concentracion de la muestra
gue a mayor concentracion mayor absorcién y menos transmision y a la longitud del
cuerpo atravesado por el haz es el ancho de la cubeta. Se le conoce como la ley de Beer y
Lambert a que la absorbancia depende directamente de la concentracion de la sustancia
dado que el coeficiente de extincion molar es una constante para cada sustancia y el

diametro de la cubeta también es fijo (Quesada, 2007; Gutierrez et al, 2016)

Espectrometria de masas (MS)



26

Este método comprende tres funciones: producir iones a partir de las moléculas a
investigar, separar estos iones de acuerdo con la relacion masa-carga y medir las
abundancias relativas de cada ion. Antes se utilizaba para analisis cuantitativos de mezclas
de hidrocarburos, no se tenia la seguridad de tener una conexion entre el espectro y la
estructura, y fue que dejo de ser utilizado y no fue hasta finales de los afios 50 que se
demostro claramente el papel de los grupos funcionales sobre la fragmentacion directa y
se inicid a desarrollar la capacidad de los espectrometros de masas la cuantificacion de
estructuras organicas. Se ha perfeccionado tanto que ahora es uno de los primeros métodos
al que se recurre por problemas estructurales, la gran ventaja es que se puede facilitar la
obtencion de informacion estructural con cantidades de material inferior a un miligramo
0 incluso a un microgramo (Pasto y Johnson, 2003). Este instrumento mide las masas de
moléculas individuales transformadas a iones, no mide la masa molecular directamente, si
no mide la relacion masa/carga de iones formados de las moléculas. Tienen siete
componentes mayores: un sistema de entrada, una fuente de iones, un analizador de masas,
un detector, un sistema de vacio, un sistema de control y un sistema de datos. Junto con la
fuente de iones, el sistema de entrada y el tipo de analizador de masas definen el tipo de
espectrometro y la capacidad del sistema. La composicién de los instrumentos usados es

una combinacién de sistemas de entrada, fuentes de iones y analizadores de masas.

La espectrometria de masas es una imponente técnica microanalitica utilizada para la
identificacion de compuestos desconocidos, para determinar compuestos conocidos y para
especificar estructuras y propiedades quimicas de moléculas. En la técnica clasica de
impacto electrénico, algunas de las moléculas ionizadas del analito estallan en una
diversidad de fragmentos ionizados, el patrén de fragmentacién resultante asi como los
iones residuales conforman el espectro de masas, cada compuesto es Unico y es llamado

huella quimica para caracterizar el analito (Placencia, 2003).

El analisis de residuos mediante espectrometria de masas se realiza generalmente
conjuntamente con una técnica cromatografica de separacion con el objetivo de obtener
conjuntamente datos del tiempo de retencion, la relacion masa/carga en los iones y la

abundancia de los mismos (Montoya, 2012).



27

Electroforesis capilar

El método consiste en la migracion de moléculas cargadas a través de un medio por la
accion de un campo eléctrico (Pilar et al, 2004). Las muestras se separan en un tubo capilar
largo, de mas o menos 50um de diametro y unos 50cm de longitud, relleno de silice
fundido con un tapon aplicandosele un voltaje elevado de 10 a 30Kv. La muestra se ubica
en un extremo del capilar y se coloca un detector, por lo general en el otro extremo se
utiliza un espectrofotdmetro. Para la separacion de los componentes de una muestra se
basa principalmente en la carga, tamafio, hidrofobicidad y estereoespecificidad. El flujo
electroosmotico es importante debido al intenso campo eléctrico, de modo que el
movimiento del tapon arrastra hacia el catodo todas las moléculas (Gonzéalez, 2010). Se

utiliza ampliamente en | separacion analitica de moléculas bioldgicas (Voet y Voet, 2006).

Esta técnica se ido mejorando con el tiempo, de manera que no Unicamente se pueden
separar las moléculas por su carga sino también por su tamafio, logrando asi diferenciar
moléculas con el mismo tipo de carga gracias al empleo de medios que permiten el cribado
molecular. En la actualidad la electroforesis se ha mecanizado de una manera similar al
HPLC, es por eso que tiene el nombre de electroforesis capilar, lo cual hace todo de
manera automatica (Pilar et al, 2004). Se pueden emplear volimenes muy pequefios de
tapén y de muestras, las condiciones analiticas se modifican facilmente, se dice que es
rapida, pocos minutos de duracion. Se ha empleado para separar y cuantificar proteinas,
ADN, iones, metabolitos principalmente, y cada vez ha ido ampliando su aplicacion a
diferentes campos, especificamente en el anélisis medioambiental. Se ha demostrado que
este método complementa a las técnicas habituales de andlisis para la separacion y
determinacion de clases quimicas nocivas para el medio ambiente, ya sea contaminantes

organicos e inorganicos (Gonzalez, 2010; Claire, 1996).

Para lograr analizar un plaguicida por medio de una de estas técnicas se deben incluir una
serie de pasos 0 métodos de andlisis previos, ya que contienen mas sustancias, las cuales

interfieren en su determinacion. Debido a la complejidad de la naturaleza de las matrices
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en gue se encuentran los plaguicidas y a los LMR exigidos por los organismos reguladores,
la preparacion de la muestra debe ser eficiente como también la identificacion y la
deteccion, los cuales son aspectos sumamente importantes para su determinacion que son:
la extraccion del plaguicida selectiva y cuantitativamente de la propia matriz de la muestra,
anulando un gran numero de posibles interferencia sin que haya errores en la medida
analitica; preconcentrar los analitos, exclusivamente en casos que se encuentren a muy
bajas concentraciones, intentando obtener factores de preconcentracion elevados;
favorecer la determinacion de los plaguicidas, facilitando su separacién y deteccion, esto
se logra transformando los analitos en diferentes formas quimicas, y esto se da en la
mayoria de los casos; y limpieza o clean up la cual permitird eliminar posibles
interferencias de la matriz que lograrian impedir la correcta determinacion de los analitos
(Camara et al, 2002).

Estos métodos convencionales para detectar residuos de plaguicidas como se describieron,
entre ellos hay grandes ventajas, pero en una sociedad cada vez méas preocupada por los
alimentos que se consumen, ya que muchos alimentos exceden los niveles de tolerancia
reguladora, hay ciertas desventajas las cuales es importante tomar en cuenta, ya que no
todos podemos tener acceso a este tipo de métodos tradicionales, los cuales son
complicados, requieren de reactivos caros, equipos muy sofisticados y su completo
analisis tarda por lo general mucho tiempo (Tejada et al, 1998) aparte la mano de obra
tiene que ser alguien muy capacitado para manejar estos equipos y que es intensivo, los
equipos ademas de ser caros requieren de mucho espacio en el laboratorio y se expone a
los trabajadores y al medio ambiente a solventes peligrosos los cuales generan mas
cantidad de residuos peligrosos ya que ocurre una evaporacion de disolventes por

consecuencia una mezclas de estos (Lehotay, 1998).

El mismo autor menciona sobre la preocupacion que hoy en dia existe por los residuos de
plaguicidas en los alimentos y en el medio ambiente que se ha convertido en un tema muy
amplio el cual es principal objetivo de muchas investigaciones para crear nuevas
tecnologias alternativas y que su vision sea general a los enfoques tradicionales. Por ello

es importante crear nuevas metodologias analiticas que sirvan para detectar residuos de
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plaguicidas las cuales sean rapidas, econdmicas y aplicables (Gonzaélez et al., 2005). Tal
es el caso de la técnica ELISA que esta basada en anticuerpos monoclonales, sustratos y
enzimas que se emplean en la deteccion y cuantificacion rapida, especifica y muy sensible
de residuos de plaguicidas en alimentos y el ambiente.

Técnica de placas Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Esta técnica fue desarrollada por Engvall y Pesce en 1978, es ampliamente utilizada en la
actualidad gracias a su simplicidad, a su rapidez, por su bajo costo y por su posibilidad de
automatizar (Negroni, 2009). Se pueden encontrar diversos sistemas de ELISA para
detectar antigenos o anticuerpos sin embargo todos los protocolos poseen en comun el
recubrimiento de una fase solida la cual se le llama placa ELISA formada de poliestireno,
con el antigeno o anticuerpo que son incubados con reactantes secundarios o terciarios
acoplados covalentemente con una enzima, los conjugados desunidos son removidos por
lavados, después se agrega un sustrato cromdgeno o fluorogénico y el color o la
fluorescencia originada se detecta visualmente o con la ayuda de un lector de placas para
ELISA (Mendoza et al, 2007). La prueba ELISA se apoya de varias teorias: el antigeno y
anticuerpo pueden enlazarse a una superficie portadora insoluble reteniendo su actividad
inmunoldgica; las enzimas poseen actividad especifica alta y convierten una gran cantidad
de sustrato en producto detectable, permitiendo una deteccion de concentracion muy baja
del ligado; su actividad enzimatica o reactividad inmunoldgica de los conjugados se
preserva y permanece estable durante el analisis y almacenamiento; y que las enzimas no

estan presentes en liquido biolégico que se analizara (Guzman, 2004).

Existen diversos tipos de ELISA: ELISA directa el cual es el mas utilizado para cuando
un anticuerpo especifico y pequefias cantidades de antigeno (mg) purificado o
semipurificado estan disponibles; ELISA indirecto se utiliza mas para vigilar antisueros o
sobrenadantes que contienen anticuerpos especificos cuando las cantidades del antigeno
purificado o semipurificado estan en gran proporcion. En Elisa directo como en ELISA

indirecto la porcion que recubre mas la placa de ELISA es el antigeno; ELISA tipo
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sandwich es mucho mas sensible que la ELISA directa e indirecta en la deteccion del
antigeno donde los anticuerpos especificos para el antigeno son los que recubren la placa
de poliestireno; también puede desarrollarse de manera sencilla en donde un anticuerpo
conjugado reconoce al antigeno también conocido por el anticuerpo que recubre la placa,
0 puede crearse como doble sdndwich en donde el anticuerpo que recubre la placa se une
al antigeno, el cual es reconocido por otro anticuerpo que paralelamente es reconocido por

otro anticuerpo conjugado con la enzima (Arce et al, 2007).

Este tipo de métodos son ampliamente utilizados en andlisis de rutina como en
investigaciones, generalmente en el area de Quimica, en Medicina, Microbiologia, Medio
Ambiente y en la industria alimentaria, ocupan el 90% del total de determinaciones
efectuada (Gabalddn, 1999).

Como se mencionaba anteriormente que ya hay varias investigaciones desarrollando
métodos en base a ELISA. Varios de estos trabajos se utilizan para determinar la presencia
y cuantificacion de diferentes tipos de pesticidas en varias muestras ambientales,
alimentos y seres vivos. Y hasta se han creado kits comerciales en el mercado que utilizan
esta técnica para determinar resididos de plaguicidas en diversos tipos de muestras (Crosa,
2006).

Método Ellman

Varias pruebas de inhibicion de enzima se han realizado para detectar residuos de
plaguicidas en alimentos y medio ambiente (agua, suelo) que se basan en la prueba de
Ellman la cual presenta mayores ventajas por su sensibilidad, reproducibilidad, sencillez
y facil automatizacion, ya que puede aplicarse usando distintos sustratos, para ACE con
acetilcolina y colinesterasa con buitiriltiocolina, asi mismo la ACE puede inhibirse
afiadiendo quinidina a la mezcla o reaccion (Camean, 1995). Consiste en el insecticida
reacciona directamente con la ACE, la tiocolina es liberada por hidrolisis, reacciona con
un colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), cuando la ACE es completa o

parcialmente inhibida por el insecticida, la reaccion del colorante baja su intensidad o se
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detiene. El grado en que la reaccion se presenta es como se mide la cantidad de los residuos
de plaguicidas (Tejada, 1998).
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MATERIALES Y METODOS

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 agosto del afio 2016 a junio de 2017.

La metodologia empleada en esta investigacion es la descrita por el Instituto de
Investigacion de Agricultura de Taiwén que se fundamenta en la inhibicion de la enzima
de Ellman (Ellman et al., 1961; Casarett y Doule, 1975) la cual consiste en la reaccion de
un insecticida con una enzima, en este caso la acetilcolinesterasa (ACE). Para la

adaptacion de la técnica se aplico la metodologia descrita por Brogdon (1998).

Se determinaron el tiempo éptimo de reaccion (ToR) y la cantidad de sustrato saturante
(css) del colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), el sustrato Yoduro de
acetilcolina (ATCHi) y la enzima ACE.Y asi determinar los niveles de la ACE.

La enzima utilizada fue sintética (acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus),
obtenida de una empresa, la cual se mantuvo en congelacién a -20° mientras se procedia a

realizar las pruebas.

Preparacién de las concentraciones

Para realizar las concentraciones a evaluar, se preparé un Buffer KPO4 con agua destilada
(fosfato de potasio monobasico y fosfato de potasio dibasico) para el caso del DTNB; para
el sustrato ATCHi se utilizo el mismo buffer y se le agrego acetona; para la enzima ACE
se prepard un buffer especial (Tris HCL) en agua destilada una solucién a 20mM con un
pH de 7.5.
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Determinacion del colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)

Se prepararon 4 concentraciones a evaluar 1, 2, 3 y 4Mm, usando como concentraciones
constantes 1 uM de ACE y 1ImM de ATCHIi, se utilizé una microplaca con 96 pocillos, a
cada cavidad se le colocaron 100uL de ACE y 100uL de ATCHi a esto se la agregaron
100uL del colorante, cada una de sus concentraciones con 24 repeticiones, se llevd la
microplaca al lector de placas BioTek (EIx800) utilizando un filtro de 405 nm, donde se

tomaron las lecturas de absorbancia de cada tiempo a intervalos de 3 hasta los 21 minutos.

Determinacion del sustrato Yoduro de acetilcolina (ATCHi)

Las concentraciones evaluadas fueron 1, 2, 3, 4 y 5 Mm, con las concentraciones
constantes de 4Mm DTNB y ACE 10Um, siguiendo el mismo método de la microplaca
en donde las diferentes concentraciones del sustrato se repitieron 24 veces y también se

tomaron las lecturas del minuto 3 al 21.

Determinacion de la enzima acetilcolinesterasa (ACE)

Se evaluaron las concentraciones 1, 5, 10, 50, 100 y 500Um, con las concentraciones
establecidas del DTNB (4Mm) y ATCHi (5Mm), al minuto 3, se siguié el mismo método
de la microplaca, se repitieron 24 veces las concentraciones y se tomaron las lecturas de

absorbancia.

Andlisis de resultados

Las diferentes combinaciones de los datos fueron sometidos a un analisis de varianza
(ANVA) con 24 repeticiones, al indicar la existencia de diferencias significativas entre las
combinaciones, se aplico la prueba de LSD para la separacion de medias. Se utiliz6 para

cada uno de los andlisis el programa SAS 9.4.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB)

Los valores para el ToR (Cuadro 1) y css (Figura 1) se obtuvo al minuto 3 con la
concentracion 4mM visto que las lecturas de tiempos mas altos bajan sus valores en las
lecturas. Cerna (2010) en su trabajo de la adaptacion de métodos de microplacas sefiala un
css de 0.5m M con un ToR a los 15 min. estos valores difieren a los obtenidos en la
presente investigacion y puede deberse a que la fuente enzima utilizada no fue sintética,
ya que las enzimas de origen sintético son menos estables. Por otro lado, Diaz (2006)
reporto en su investigacion adaptacion de los métodos de cuantificacion de la actividad
acetilcolinesterasa en Blatella germénica una css de 50mM con un ToR de 30min. Como
podemos observar en la figura 1 la curva va descendiendo del minuto 3 al 21 en las lecturas
de absorbancia del colorante DTNB, esto es debido a la relacion de la absorbancia entre
la pendiente de los datos, por otro lado, en el cuadro 1, se observa que hubo diferencia
estadistica entre las diferentes concentraciones, pero se mantuvo estable a través del

tiempo.

Cuadro 1. Tiempo 6ptimo de reaccion para el colorante acido 5,5’-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB).

Tiempo

DTNB 3 6 9 12 15 18 21

imM 0187C 0.187C 0.187C 0.187C 0.186C 0.186C 0.186C
2mM  0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.250B

3mM 0.273B 0276B 0278B 0.278B 0.27/79B 0.279B 0.280B
4mM  0455A 0456 A 0455A 0456A 0456A 0456A 0457A

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).
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Figura 1.  Cantidad de sustrato saturante para el colorante acido 5,5’-

ditio- bis-2 nitrobenzoico (DTNB).

Yoduro de acetilcolina (ATCHi)

Se establecié un ToR a los 3 minutos (Cuadro 2) ya que se observa como después de este
tiempo los valores de absorbancia tienden a ir decayendo. Para la css fue de 5mM (Figura
2) se aprecia como va llegando la curva en su mayor valor a esta concentracién, Cerna en
2010 report6 una css de 3.0mM a un ToR al minuto 15 trabajando en la adaptacion de
métodos de microplacas, por otro lado, Brogdon y Barber (1987) mencionaron que se
obtuvieron los valores mas altos a una concentracion de 2.6mM al minuto 10, en su

investigacion de ensayo de microplacas para inhibir ACE de mosquitos.
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Cuadro 2. Tiempo 6ptimo de reaccion para el sustrato Yoduro de
acetilcolina (ATCHi).

Tiempo

ATCHi 3 6 9 12 15 18 21

ImM 0494 BC 0.498 BA 0.501 BA 0.503 BA 0.503 BA 0.504 BA 0.504 BA
2mM  0.479C 0483B 0486B 0488B 0489B 0.490B 0.491B

3mM  0.477C 0.488 BA 0.494 BA 0.497 BA 0.500 BA 0.502 BA 0.503 BA
4mM 0539 BA 0540A 0544A 0545A 0547A 0548A 0549A
5SmM  0.5867 A 0.519BA 0.514 BA 0.519 BA 0.522 BA 0.525BA 0.528 BA

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).
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Figura2. Cantidad de sustrato saturante para el sustrato
Yoduro de acetilcolina (ATCHI).

Acetilcolinesterasa (ACE)

En ultimos resultados con los valores establecidos de ToR y css para DTNB y ATCHi se

obtuvieron la css para la enzima ACE (Cuadro 3) se distingue que el valor mas alto de las

concentraciones fue de 0.586 en el minuto 3; Al respecto Tejada (1998) menciona un
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tiempo similar para inhibir la enzima, en una técnica rapida en la deteccion de residuos de

plaguicidas. Como podemos observar al tiempo 3 fue donde se obtuvieron los valores mas

altos de absorbancia, asi mismo en la figura 3, podemos observar que la concentracion

10uM fue la que obtuvo el valor més alto de css. Canti en 2016 menciono que al minuto

5 obtuvo el valor maximo a una concentracion de 0.005M.en su investigacion al evaluar

un método para la deteccion de plaguicidas .

Cuadro 3. Tiempo 6ptimo de reaccion para la enzima Acetilcolinesterasa

(ACE).
Tiempo
ACE 3 6 9 12 15 18 21
1uM 0.410D 0.414C 0416 C  0.418C 0.420C 0.421C 0.422C
5uM 0.322 E 0328D 0.332D 0.334D 033D 0337D 0.338D
10uM  0.586 A 0519A 0514A 0519A 0522A 0525A 0.528 A
50uM  0.458C 0.461B 0462B  0.463B 0.465B 0.467 B 0.468 B
100uM 0.429 D 0.433C 0436 C  0437C 0439C 0.440 C 0.441C
500uM 0.510B 0514A 0517A 0520A 0522A 0524 A 0.526 A

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).
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CONCLUSION

Por todo lo descrito anteriormente podemos concluir que esta investigacion es la base
para emprender con una metodologia rapida y eficiente para la deteccién de residuos de
plaguicidas, aprovechando que los grupos quimicos de los carbamatos y organofosforados
reaccionan con la enzima acetilcolinesterasa y que esta se puede obtener de forma sintética
y ser utilizada, relacionando la cantidad de insecticida en funcion al sustrato formado por
la enzima.
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Resumen

Existen métodos convencionales de deteccion de residuos de plaguicidas que son
complejos, requieren de reactivos caros, equipos sofisticados y su analisis completo tarda
mucho tiempo, tal es el caso de la técnica HPLC, la cromatografia de gases y la
espectrofotometria de masas. Caso contrario ocurre con latécnica ELISA la cual se emplea
en la deteccion y cuantificacion rapida, especifica y muy sensible de residuos de
plaguicidas en alimentos y el ambiente teniendo como limitante la produccién de
anticuerpos, en especifico la enzima acetilcolinesterasa para realizar la técnica. Sin
embargo, la acetilcolinesterasa, se puede obtener sintéticamente, esta enzima puede ser
inhibida por un grupo especifico de insecticidas que son los organofosforados y

carbamatos los cuales después de su aplicacion siguen siendo toxicos. Por lo anterior, se
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determind el tiempo Optimo de reaccién y la cantidad de sustrato saturante de la enzima
acetilcolinesterasa, el colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzoico y el sustrato yoduro
de acetilcolina. Donde se determind que al minuto 3 el colorante reacciona a una
concentracion de 4mM, la enzima bajo el mismo tiempo y a una concentracion de 10uM,
y finalmente el sustrato a una concentracion de 5mM. Estos resultados ayudaran en futuros
trabajos a realizar las pruebas donde se haga reaccionar con insecticidas organofosforados
y carbamatos en muestras de frutas y verduras para poder relacionar la cantidad de

insecticida en funcion de la enzima acetilcolinesterasa contenida en las muestras.

Palabras clave: Acetilcolinesterasa, dcido 5,5 -ditio-bis-2-nitrobenzoico, yoduro de

acetilcolina 'y ELISA.

Abstract

There are conventional methods of detection of pesticide residues which have a complex
methods, those methods require expensive reagents, sophisticated equipment and the
complete analysis takes a long time to accomplish a result, such as the HPLC technique,
gas chromatography and mass spectrophotometry.

Otherwise, the ELISA technique, who is a specific and sensitive methodology, is used to
detect the rapid quantification of the residues of pesticides in food and the environment
with the limitation of the production of antibodies, in particular case of the enzyme
acetylcholinesterase in order to perform this technique. However, the
acetylcholinesterase, can be obtained synthetically, this enzyme can be inhibited by a
specific group of insecticides which are the organophosphates and the carbamates which

after its application remain toxic. Therefore, the optimum reaction time was determined
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and the amount of saturating substrate of the enzyme acetylcholinesterase as well, also the
concentration of the acid colorant 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoic and the acetylcholine
iodide substrate its known. It was determined that at the minute 3, the colorant reacts whit
a concentration of 4mM, the enzyme also react under at the same time but whit a
concentration of 10uM, and finally the substrate reacts whit a concentration of 5mM.
These results will help in future work to perform tests where it is reacted with
organophosphate and carbamate insecticides in samples of fruits and vegetables, to relate
the amount of insecticide based on the acetylcholinesterase enzyme contained in the
samples.

Key words: Acetylcholinesterase, 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid, acetylcholine iodide and

ELISA.
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Introduccion
La determinacion de residuos de plaguicidas en alimentos, cada vez es mas importante
para los consumidores. (Aguilera et al., 2003). Hay una creciente preocupacion por los
residuos en los alimentos a consecuencia del uso excesivo (Tejada et al.,1998). La
aplicacion del desarrollo de nuevas tecnologias en el andlisis de plaguicidas en los
alimentos y el medio ambiente ha afectado la manera en que se perciben y utilizan los
plaguicidas (Lehotay, 1998).
El método convencional en la deteccién de residuos de plaguicidas, es muy complicado y
requiere de reactivos caros, equipos sofisticados y su analisis completo normalmente tarda
mucho tiempo (Tejada et al., 1998). Tal es el caso del HPLC, el cual se utiliza para separar
e identificar compuestos en base a su polaridad; Por otro lado la cromatografia de gases
puede ser utilizada para separar compuestos organicos basada en sus volatilidades; La
Espectrofotometria de masas en donde las moléculas ionizadas de la muestra explotan en
una variedad de fragmentos, el patron de fragmentacion constituyen el espectro de masas,
este espectro es Unico y puede ser usado como su “huella quimica” para caracterizar el
compuesto (Lehotay, 1998). Por esta razon es importante crear una nueva metodologia
analitica que nos sirva para detectar residuos de plaguicidas méas rapida, econémica y
aplicable (Gutiérrez et al., 2010).
Tal es el caso de la técnica ELISA que esta basada en anticuerpos monoclonales, sustratos
y enzimas que se emplean en la deteccidon y cuantificacion rapida, especifica y muy
sensible de residuos de plaguicidas en alimentos y el ambiente (Gonzalez et al.,
2005). Por lo que la enzima Acetilcolinesterasa (ACE) que se encuentra en el neurosistema
de los insectos y otros animales puede ser inhibida por un grupo especifico de insecticidas

que son los organofosforados y carbamatos que son extremadamente toxicos despues de
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la aplicacion (Tejada et al., 1998). Existen fuentes de esta enzima que se puede obtener
sintéticamente, de los grupos de las colinesterasas de vertebrados es la colinesterasa
verdadera, la cual su estructura molecular de la ACE se estableci6 para el 6rgano eléctrico
de la anguila (Electrophorus electricus), y es valida para todos los tejidos y especies
estudiados las cuales son capaces de catalizar reacciones quimicas como las enzimas
verdaderas (Sanchez y Salceda, 2008).

Por lo anterior se realizd una adaptacion a la técnica ELISA basada en anticuerpos
monoclonales con el objetivo de utilizar la enzima acetilcolinesterasa (ACE) como un
indicador de residuos de plaguicidas para crear una nueva técnica mas eficiente y

econdmica.

Materiales y Métodos

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de Toxicologia del Departamento de
Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro. La
metodologia utilizada en este trabajo fue descrita en el Instituto de Investigacion de
Agricultura de Taiwan basandose en la prueba de inhibicion de la enzima de Ellman
(Ellman et al. 1961; Casarett y Doule, 1975) la cual consiste en que un insecticida
reaccione directamente con la enzima (ACE), esta fue obtenida de forma sintética
(acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus) de la empresa Sigma, la cual se mantuvo
a -20°C antes de su utilizacion. Para la adaptacion de la técnica se siguié la metodologia
descrita por Brogdon (1998), para determinar los niveles de la acetilcolinesterasa (ACE)
se probaron diferentes concentraciones y tiempos. Para esto se determinaron el tiempo

Optimo de reaccion (ToR) y la cantidad de sustrato saturante para el colorante acido 5,5’-
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ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB), el sustrato Yoduro de acetilcolina (ATCHI) y la

enzima ACE.

En el caso del colorante DTNB, las concentraciones evaluadas fueron 1, 2, 3, 4 mM a
intervalos de 3 hasta 21 minutos, tomando la lectura de cada tiempo y utilizando como
concentraciones constantes la de 1uM de ACE y 1mM de ATCHi, se empled una
microplaca con 96 pocillos, en donde a cada cavidad se le colocaron 100uL de ACE y 100uL
de la ATCHi y se le agregaron 100uL del colorante DTNB en donde cada una de sus

concentraciones se repitié 24 veces, se tomaron las lecturas de absorbancia utilizando un filtro de
405nm a los diferentes tiempos, donde se determind la concentracion de sustrato saturante (css) y
el tiempo 6ptimo de reaccion (ToR). Obteniendo como css del DTNB de 4Mm y el ToR de 3. Con
lo anterior se procedi6 a obtener lacssy el ToR de la ATCHIi, las concentraciones evaluadas fueron
1, 2, 3, 4 y 5mM manteniendo constante la concentracion del DTNB (4mM) y la de ACE (10uM),
siguiendo el mismo método de la microplaca, en donde las concentraciones de la ATCHi se
repitieron 24 veces y se tomaron las lecturas del minuto 3 al 21. Una vez determinadas la css y el
ToR del DTNB y de ATCHi se procedio a determinar la cantidad de ACE, evaluando las

concentraciones de 1uM, 5uM, 10uM, 50uM, 100uM y 500uM.

Los resultados registrados para cada una de las combinaciones fueron sometidos a un
analisis de varianza (ANVA) con 24 repeticiones cuando el ANVA indico la existencia de
diferencias significativas entre las combinaciones, se aplicd la prueba de LSD para la

separacion de medias. Para cada uno de los analisis se utilizo el programa SAS 9.4.
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Resultados y Discusion
Los valores del DTNB para el ToR (Cuadro 1) y css (Figura 1) fue al minuto 3 con la
concentracion 4mM dado que las lecturas de tiempos maés altos bajan sus valores en las
lecturas. Cerna en 2010 en su trabajo de la adaptacion de métodos de microplacas
menciona un css de 0.5Mm con un ToR a los 15 min. estos valores difieren a los obtenidos
en la presente investigacion y puede deberse a que la fuente enzima utilizada no fue
sintética, ya que las enzimas de origen sintético son menos estables. Como podemos
observar en la figura 1 la curva va descendiendo del minuto 3 al 21 en las lecturas de
absorbancia del colorante DTNB, esto es debido a la relacion de la absorbancia entre la
pendiente de los datos, por otro lado, en el cuadro 1, podemos observar que hubo
diferencia estadistica entre las diferentes concentraciones pero se mantuvo estable a través
del tiempo.

Cuadro 1. Tiempo éptimo de reaccion para el colorante acido 5,5’-ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB).

Tiempo

DTNB 3 6 9 12 15 18 21

ImM 0187C 0.187C 0.187C 0.187/C 0.186C 0.186C 0.186C

2mM  0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.249B 0.250B

3amM 0273B 0276B 0278B 0.2/8B 0279B 0279B 0.280B
4mM  0455A 0456 A 0455A 0456A 0456A 0456A 0457A

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).
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Figura 1. Cantidad de sustrato saturante para el colorante acido 5,5’-ditio-bis-2
nitrobenzoico (DTNB).

Para la ATCHI, el ToR establecido fue a los 3 minutos (Cuadro 2) ya que como podemos
observar después de este tiempo los valores de absorbancia tienden a decaer. Para la css
fue de 5mM (Figura 2) se distingue como la curva llega a su mayor valor a esta
concentracion, Cerna en 2010 report6 una css de 3.0mM a un ToR al minuto 15 trabajando
en la adaptacion de métodos de microplacas, por otro lado Brogdon y Barber (1987)
mencionaron que a los 10 minutos se obtuvieron los valores mas altos a una concentracion

de 2.6mM en su investigacion de ensayo de microplacas para inhibir ACE de mosquitos.
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Cuadro 2. Tiempo optimo de reaccion para el sustrato Yoduro de acetilcolina
(ATCHi).

Tiempo

ATCHi 3 6 9 12 15 18 21

ImM 0.494BC 0.498 BA 0.501 BA 0.503 BA 0.503 BA 0.504 BA 0.504 BA
2mM  0.479C 0483B 0486B 0488B 0489B 0490B 0491B
3mM  0.477C 0.488 BA 0.494 BA 0.497 BA 0.500 BA 0.502 BA 0.503 BA

4mM  0.539BA 0540A 0544A 0545A 0547A 0548A 0.549A
smM 0.5867 A 0.519BA 0.514 BA 0.519 BA 0.522 BA 0.525 BA 0.528 BA

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).
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Figura 2. Cantidad de sustrato saturante para el sustrato Yoduro de acetilcolina

(ATCHi).

Finalmente con los valores establecidos de ToR y css para DTNB y ATCHi se determiné
la css para la enzima ACE (Cuadro 3) donde el valor mas alto de las concentraciones fue

de 0.586 en el minuto 3; Al respecto Tejada (1998) menciona un tiempo similar para
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inhibir la enzima, en una técnica rapida en la deteccion de residuos de plaguicidas. Como
podemos observar al tiempo 3 fue donde se obtuvieron los valores mas altos de
absorbancia, asi mismo en la figura 3, podemos observar que la concentracion 10uM fue
la que obtuvo el valor mas alto de css. Cantu (2016) indico en su investigacion al evaluar
un método para la deteccion de plaguicidas donde la ACE al minuto 5 obtiene el valor

méaximo a una concentracién de 0.005M.

Cuadro 3. Tiempo éptimo de reaccion para la enzima Acetilcolinesterasa (ACE).

Medias con la misma letra, no son significativamente diferentes (LSD a=0.05).

Tiempo

ACE 3 6 9 12 15 18 21

1uM 0.410 D 0414 C 0416 C 0.418 C 0.420C 0421C 0.422C

SuM 0.322 E 0.328 D 0.332D 0.334D 0.336 D 0.337 D 0.338D

10uM 0.586 A 0.519 A 0.514A 0.519A 0.522 A 0.525 A 0.528 A

50uM 0.458 C 0.461 B 0.462 B 0.463 B 0.465 B 0.467 B 0.468 B

100uM  0.429D 0.433C 0.436 C 0.437C 0.439C 0.440 C 0.441C
500uM  0.510B 0.514 A 0.517A 0520 A 0.522 A 0.524 A 0.526 A
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= 0.12
0.1
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Figura 3. Cantidad de sustrato saturante para la enzima acetilcolinesterasa (ACE).

Conclusion

Por lo anterior podemos mencionar que este trabajo es la base para iniciar con una
metodologia rapida y eficiente para la deteccion de residuos de plaguicidas, en los grupos
quimicos de los carbamatos y organofosforados, aprovechando su reaccion con la enzima
acetilcolinesterasa y que esta se puede obtener de forma sintética y ser utilizada, pudiendo

relacionar la cantidad de insecticida en funcion al sustrato formado por la enzima.
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