Titulo del articulo.

Disefio y construccion de dispositivos electronic@sra la deteccion de pesticidas in situ y en tiempeal
Titulo del articulo en idioma Inglés.

Design and construction of electronic devices foredecting pesticides in situ and in real time

Autores.

Gustavo Adolfo Alonso Silverio
Antonio Alarcén-Paredes

Referencia bibliografica:

MLA

Alonso Silverio, Gustavo Adolfo y Antonio Alarcorafedes. “Disefio y construccion de dispositivostedeaos
para la deteccion de pesticidas in situ y en tiengpd. Tlamati 6.4 (2015): 44-50. Print.

APA

Alonso Silverio, G. A. y Alarcén-Paredes, A. (201Bjsefio y construccion de dispositivos electronpas la
deteccion de pesticidas in situ y en tiempo rBalmati, 6(4), 44-50

ISSN: 2007-2066.

Publicado el 30 de Diciembre del 2015

© 2015 Universidad Auténoma de Guerrero
Direccién General de Posgrado e Investigacion
Direccidn de Investigacion

TLAMATI, es una publicacién trimestral de la Direcciérirdestigacion de la Universidad Auténoma de Guetrer
El contenido de los articulos es responsabilidatusiva de los autores y no refleja de manera a@lpunto de
vista de la Direccion de Investigacion de la UAGBe.autoriza la reproduccion total o parcial desldfeulos previa
cita de nuestra publicacion.



Diseiio y construccion de dispositivos electronicos para la deteccion de pesticidas
in situ 'y en tiempo real

Gustavo Adolfo Alonso Silverio'"
Antonio Alarcon-Paredes’

! Universidad Autéonoma de Guerrero. Unidad Académica de Ingenieria. Av. Lazaro Cardenas s/n C.U. Zona Sur. CP.
39087 Chilpancingo, Guerrero, México. Tel: +(52) 747 472 7943

*Autor de correspondencia
gsilverio@uagro.mx

Resumen

La tarea de monitorear los pesticidas que son liberados en el medio ambiente, asi como la cuantificacion de sus
posibles efectos nocivos en la salud de los seres humanos, tales como en los efectos en la biota, ha sido llevada a ca-
bo desde hace mas de una décadas en el estado de Guerrero, México. Los principales pesticidas con los que se ha
trabajado en el estado de Guerrero son los organoclorados y los carbamatos y en menor medida los organofosforados.
El uso intensivo de los organoclorados se debe a que son eficaces contra el paludismo, la malaria y el dengue. Los
trabajos desarrollados para la medicion de la persistencia de estos pesticidas en algunas matrices como lo son: extrac-
tos de vegetales, residuos en suelos y residuos en el agua de rios y lagos se han desarrollado en base a toma de mues-
tras en el lugar, acondicionamiento de dichas muestras y transporte hasta un laboratorio con el equipo necesario, cro-
matografos, espectrofotometros, AutoLabs, centrifugadoras etc. Por lo que el andlisis de pesticidas depende de mu-
chos factores y procesos antes de llegar a un analisis final. También dicho analisis estd determinado por el personal
especializado y su destreza para manejar el equipo, que en muchas ocasiones se trata de equipo complejo y lento. Por
tal motivo, hay un rezago tecnoldgico en el area de monitoreo ambiental en tiempo real, ya que hay muy poca tecno-
logia dedicada a esta tarea. Esto se debe principalmente a que los instrumentos estan disefiados para trabajar en con-
diciones de laboratorio y no en condiciones atmosféricas reales. En este trabajo se presenta el disefio y desarrollo de
instrumentacion electronica que aunada a una metodologia de deteccidon rapida de pesticidas, hace posible la detec-
cion de compuestos organofosforados en el sitio y en un tiempo de andlisis corto conocido como analisis en tiempo
real.

Palabras clave: pesticidas, medio ambiente

Abstract

Monitoring pesticides released into the environment as well as quantification of their possible harmful effects on
human health, and effects on the biota has been carried out for decades at the state of Guerrero, Mexico. Main types of
pesticides with which has worked in the state of Guerrero are, as follows: organochlorines, carbamates, and organo-
phosphates in a lesser extent. Intensive use of organochlorine is because they are effective against paludismo, malaria
and dengue. This study aims to measure persistence of these pesticides in some elements such as: extracts of plant resi-
dues in soil and waste water from rivers and lakes. Collecting samples of these elements at the site, conditioning and
transport these samples to a laboratory with the necessary equipment,such as chromatographs, spectrophotometers,
AutoLabs, centrifuges etc. affect actions related with analysis of pesticides, because it is required too many factors
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and processes before reaching a final result. Specialist personnel and their ability to operate the equipment also af-
fect this analysis. Often, this equipment is complex and not ready to this task. Therefore, there is a technological gap
in the area of environmental monitoring in real time, as there is very little technology dedicated to this objective.
This is mainly because tools are designed to work under laboratory conditions and not on actual weather conditions.
This study presents the design and development of electronic instrumentation coupled with a methodology for rapid
detection of pesticides, enabling detection of organophosphorus compounds on site and in a short time analysis,

known as real-time analysis.
Keywords: Pesticides, environment

Introduccion

Los pesticidas juegan un importante rol en la alta pro-
duccion alcanzada en la agricultura a través del control de
plagas. Sin embargo, los pesticidas son toxicos también
para algunos organismos que no son el objetivo principal
de los pesticidas. Cuando estos pesticidas son liberados en
el medio ambiente, sus consecuencias muchas veces son
graves, afectando el ecosistema. La persistencia de los
pesticidas en el medio ambiente es de décadas y por el
transporte global, pueden alcanzar varios ecosistemas. Un
ejemplo es el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) o mas
exactamente 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenil)-etano que
ha sido encontrado en aéreas remotas como la Antartida y
en el Artico. La contaminacion por pesticidas es considera-
do un problema global (Ongley, 1996).

En Meéxico se emplean 260 marcas diferentes de pla-
guicidas, de las cuales 24 estan prohibidas y 13 restringi-
das. Las principales causas de intoxicacion por estos pla-
guicidas son las deficientes medidas de control y preven-
cion. Desde 1995 se dio un decremento significativo en los
casos de intoxicacion, de mas de 10 mil a poco mas de 2
mil toneladas, pero aun asi existe un sub-registro no cuan-
tificable por el uso de agroquimicos. El empleo indiscrimi-
nado y exhaustivo de plaguicidas ha creado serios proble-
mas, tanto para el ambiente como para el hombre. Los es-
tados con mayor uso de plaguicidas son: Sinaloa, Vera-
cruz, Jalisco-Nayarit, Sonora, Baja California, Michoacan,
estado de Meéxico, Tamaulipas Tabasco y Guerrero
(Martinez-Valenzuela y Goémez-Arroyo, 2007).

Existen algunas investigaciones acerca de que pestici-
das se han usado en México asi como su distribucion por
uso (Wong, Alegria, Bidleman, Alvarado, Angeles, Avila
Galarza, Bandala... 2008). En dicho trabajo se estudio la
variacion temporal de pesticidas organoclorados a través
del territorio Mexicano resultando que en las regiones don-
de se presentan casos de malaria y dengue, el pesticida
DDT fue mas intensamente usado y con una permanencia

Tabla 1. Limites de deteccidon

mayor del pesticida en dichas zonas. Asi mismo, se inves-
tigd la persistencia de compuestos organofosforados para
el control de plagas en la agricultura y en enfermedades en
la bahia de Petacalco, Guerrero, México, encontrandose
niveles bajos de plaguicidas. Dichos niveles estuvieron
presentes durante las cuatro estaciones del afio. Dichos
estudios se llevaron a cabo por medio de analisis por cro-
matografia de gases y liquida.

Basados en la inhibicion enzimatica, se desarrollaron
los biosensores dispositivos integrados para la parte senso-
ra. Normalmente la enzima acetilcolinesterasa, es usada
como un transductor que convierte la reaccion quimica, (la
enzima in vitro y su inhibicion es la sefial de interés) en
una sefal eléctrica mesurable. Los biosensores han traido
consigo diversas ventajas, como lo son la rapida deteccion
de pesticidas en soluciones acuosas con el minimo pre
tratamiento de la muestra. Desde hace mas de dos décadas,
los biosensores han sido desarrollados para diferentes apli-
caciones como el monitoreo ambiental, aun asi hay ciertos
aspectos en los que se sigue trabajando. Siendo la selecti-
vidad y la resolucion de pesticidas en mezclas complejas
factores importantes en este analisis, se les considera ac-
tualmente como elementos para el desarrollo de una herra-
mienta de deteccion rapida, que tiene que ser complemen-
taria a los métodos tradicionales.

Aunque es cierto que el uso de los biosensores trae
algunas ventajas en el analisis in situ, sigue existiendo una
falta de integracion de los biosensores con la instrumenta-
cion electroquimica (que la mayoria de las investigaciones
no aborda), y esto se debe principalmente a que los fabri-
cantes no suelen hacer instrumentacion a la medida. Cuan-
do existe algin equipo con caracteristicas deseables para el
monitoreo ambiental, dichos equipos suelen ser caros o
con una pobre respuesta en aplicaciones reales. Aunque la
mayoria de los trabajos antes mencionados hablan de los
biosensores en aplicaciones reales, el equipo electroquimi-
co con los cuales los biosensores fueron probados se en-

Enzi- Carbofuran Malaoxon Paraoxon
nas LOD LOD optained LOD(Campas, Prieto- LOD obtaines LOD(Ben Oujji, Bakas ~ LOD opined
Simon et al. 2009) etal. 2012)

EE 3.8;"10' 7.81%107 2.5%10° 1.56%10°
DM 4.5;10' 6.25%107 7.81%1071° 3.13%10°®
DM-  5*10°  3.13*10°® 1*1071° 1.56%107 1*10°8 7.80%10”
GM
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Figura 1. a). Esquema eléctrico del potenciostato desarrollado. b) El sistema del potenciostato completo, contiene algu-
nos elementos que aseguran su portabilidad como lo son las baterias recargables la pantalla LCD todo controlado por

una tarjeta Arduino Uno®.

cuentra comunmente en un laboratorio y no es equipo es-
pecializado para un monitoreo ambiental real en el sitio.

En el presente trabajo, se muestra el disefio de dos
equipos que son usados para la deteccion de pesticidas. La
principal caracteristica de dichos instrumentos es que pue-
den ser aplicados en tarecas de monitoreo ambiental en el
sitio, ademas de que son disefiados con tecnologia de punta
y su costo es relativamente bajo.

Metodologia

El primer dispositivo que se describe en este trabajo es
un potenciostato. El potenciostato tiene dos tareas, prime-
ro, mide la diferencia de potencial entre dos electrodos
(trabajo y referencia), sin polarizar el electrodo de referen-
cia y compara la diferencia de potencial con el voltaje esta-
blecido previamente (voltaje de trabajo). Después inyecta
un flujo de corriente desde un electrodo auxiliar hacia el
electrodo de trabajo, con el fin de no modificar el voltaje
previamente establecido. En la figura 1 se muestra el dise-
fio del circuito del potenciostato portable (Alonso, Domin-
guez, Marty y Muiioz, 2011).

El voltaje de trabajo puede ser establecido por medio
de una interfaz de tres botones y el rango que maneja el
potenciostato va de -300mV a los +700mV, con el fin de
medir el rendimiento del potenciostato comparado con un
potenciostato comercial se eligié el voltaje de trabajo de
100mV. El software instalado en la tarjeta Arduino Uno

permite guardar los valores de corriente que se miden en el
electrodo de trabajo y que es proporcional a la actividad de
la enzima. Es decir, se tendra un voltaje maximo desplega-
do en la pantalla LCD cuando el biosensor se encuentra
sumergido en solucion tamponada con una cantidad cono-
cida de sustrato. Si hubiera algin inhibidor en la celda
electroquimica, el voltaje maximo disminuiria hasta un
cierto nivel, este nivel es regularmente correlacionado con
la concentracion del inhibidor presente en la muestra.

Las pilas con las que cuenta el potenciostato tienen una
capacidad de corriente de 3800 mA, lo que asegura un
funcionamiento auténomo de 40 horas en uso continuo.
Ademas de que al ser recargables, cuando el potenciostato
se conecte a la computadora para descargar los valores
almacenados o cuando se conecte la alimentacidn, este se
cargara en un tiempo de 3 horas. El convertidor DC/DC
proporciona voltajes bipolares de valores £5V y £9V.

Arduino Uno es una plataforma de desarrollo libre,
cuenta con un microcontrolador de 8  bits
(ATMEGAZ328P). La tarjeta Arduino fue acoplada a una
pantalla LCD y un modulo de tres botones que hacen de
interfaz entre el usuario y el sistema de potenciostato. En
la figura 2. Se muestra el potenciostato, al momento de
encenderlo se muestran dos opciones, configurar el voltaje
de trabajo o comenzar a medir la corriente en el electrodo
de trabajo del biosensor. La corriente esta medida en orden
de nano Ampers y el voltaje de trabajo esta en el orden de
mili volts.
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Figura. 2. Potenciostato desarrollado
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Figura 5.Deteccion del substrato usando el potenciostato
PSTAT110. a) Curva de correlacion de la respuesta del
potenciostato y de las concentraciones conocidas de
ACTh-CI. b) Curva doble inversa usada para calcular las
constantes cinéticas de la enzima. c) inyecciones sucesi-
vas de concentraciones cada vez mas altas de ACTh-CI.

El segundo equipo presentado en este trabajo es un
espectrofotometro basado en diodos emisores de luz
(LEDs). La descripcion del principio de medida de un es-
pectrofotémetro es mostrado en la figura 3.

El espectrofotoémetro presentado en este trabajo fue
disefiado para trabajar con una fuente de poder de 5V, una
bateria de 3.7V en serie con una de 1.5V pueden proveer la
energia necesaria y con la caracteristica de que pueden ser
recargables para una mayor autonomia. Un diodo ultrabri-
llante y un amplificador operacional acoplado a un fotode-
tector, son los elementos basicos que integran al espectro-
fotometro. Como resultado del dispositivo se tiene una
salida de voltaje de corriente directa, para una intensidad
inicial. Conforme la absorcion se va incrementando (la luz

cada vez atraviesa menos la substancia) el nivel de voltaje
disminuye. Este nivel de voltaje puede ser adquirido con
un dispositivo de registro digital, tales como: computado-
ra, microcomputadora, tarjeta de adquisicion, entre otros.
(véase figura 4).

La determinacion de la actividad de la enzima Acetil-
colinesterasa (AChE) y las inhibiciones fueron llevadas a
cabo conjuntamente con un espectrofotometro comercial
(HP8452A). las medidas espectrofotométricas para ambos
equipos se llevaron acabo de acuerdo al método de Ell-
man modificado (Ellman, Courtney, Andres, y Feathersto-
ne, 1961).El método Ellman permite medir la velocidad
de produccion de thiocolina después de la hidrolizacion
del sustrato. La longitud de onda de deteccion es a 412nm.
Con el fin de obtener las constantes cinéticas de la enzima
en solucion libre se necesito preparar las siguientes solu-
ciones:

Para la solucion de control:

600uL de buffer pH=7, 300uL de 2.5mM DTNB, 100uL
de 10mM TChl (en 0.9%NacCl).

Para las medidas de prueba:

10puL de enzimas fueron agregadas al blanco en la celda
espectrofotométrica.

Las pruebas se realizaron a diferentes tiempos:
1,3,5,10,15 minutos de tiempo de incubacion con concen-
traciones conocidas de pesticidas. Tres tipos de enzimas
fueron usadas para este estudio. Las enzimas de la mosca
de la fruta (Drosiphila melanogaster), anguila eléctrica
(Electrophorus electricus) 'y Drosophila melanogaster
modificada genéticamente.

Resultados

La evaluacion del potenciostato desarrollado se llevo a
cabo midiendo la concentracion del acetitiocolina cloro
(ACTh-CI). El biosensor usado tenia inmovilizada en el
electrodo de trabajo una enzima de la anguila eléctrica.
Diferentes concentraciones de ACTh-CI fueron sucesiva-
mente inyectadas en la celda electroquimica y diferentes
valores de corriente se obtuvieron en la pantalla del poten-
ciostato disefiado (PSTAT110).En la figura 5 se muestran
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Figura 6. Curvas de calibracion del potenciostato desarro-
llado (PSTAT110) y del potenciostato comercial TACU-
SEIL RG.
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las curvas de calibracion obtenidas con el potenciostato
aqui presentado.

El rango de ACTh-CI detectado fue de 0.156 -10mM.
Cada medida fue hecha por triplicado. En otra prueba dife-
rentes concentraciones de sustrato fueron agregadas a la
celda y el potenciostato fue conectado a una PC via el
puerto usb y la sefial fue desplegada en la pantalla de la
computadora por una interfaz de software desarrollada en
Processing®.

La respuesta del potenciostato en desarrollo fue compa-
rada con la respuesta bajo las mismas condiciones con el
potenciostato comercial TACUSEIL RG. En la figura 6 se
muestra la respuesta de los dos instrumentos para diferen-
tes concentraciones de ACTh-Cl.

El porcentaje de similitud entre el potenciostato comer-
cial y el desarrollado fue obtenida por la correlacion entre
las dos curvas de respuesta, obteniéndose un 99% de simi-
litud.

Para el caso del espectrofotometro, los Limites de De-
teccion (LODs) en ambos equipos fueron calculados como
el 10% por debajo de la respuesta maxima del detector
(cuando hay ausencia de cualquier pesticida-inhibidor). De
esta manera los LODs fueron: 2.29x107 y 6.91x10™ AU/s
para el HP8452A y para nuestro espectrofotoémetro respec-
tivamente. En la figura 7 se muestran las curvas obtenidas
con los dos equipos para diferentes reacciones enzimaticas.

Los efectos inhibitorios del pesticida paraoxon, ma-
laoxon y carbofuran hacia tres diferentes enzimas se mues-
tran en la figura 8. Diferentes concentraciones de los pesti-
cidas mencionados antes fueron probadas por separado en
la celda de nuestro espectrofotometro, la generacion de
diferentes intensidades de color amarillo fueron registradas
con niveles de voltaje diferentes que se correlacionaron
con las diferentes concentraciones de pesticidas.

Los limites de deteccion obtenidos con el espectrofoto-
metro desarrollado son comparables con los reportados con
métodos electroquimicos. Limites de deteccion (LODs)
bajos fueron obtenidos con la enzima genéticamente modi-
ficada y el pesticida carbofuran. Para este mismo pesticida
detectado con las otras dos enzimas los LODs son compa-
rados con los reportados por otros sistemas (Ben Oujji,
Bakas, Istamboulié, Ait-Icho, Ait-Addi, Rouillon y No-
guer, 2012). Para malaoxon los LODs son mas bajos que
los resultados reportados por trabajos previos (Valdés-
Ramirez, Fournier, Ramirez-Silva y Marty, 2008). La tabla
1 es un resumen de los limites de deteccion obtenidos con
el espectrofotometro desarrollado y los LODs reportados
en otros trabajos.

Conclusiones

Los resultados obtenidos con el equipo desarrollado
son comparables con los obtenidos con equipos mas robus-
tos, ademas de que nuestro espectrofotometro es facil de
usar, portatil y barato.
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