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INTRODUCCION

El glifosato es el herbicida de amplio espectro comunmente utilizado en Argentina. Suele
usarse en el formato de sal, principalmente de isopropilamina en las formulaciones
comerciales. Luego de las aplicaciones, este herbicida persiste en el ambiente y se degrada,
siendo su principal metabolito el acido aminometilfosfonico (AMPA), y una vez que ingresa a
los cuerpos de agua se asocia a la fraccion particulada y se deposita en los sedimentos
(Ayarragaray y col., 2014; Paravani y col., 2016). Estudios de lixiviacion y escurrimiento
indican que puede ser transportado hacia las capas profundas del suelo o hacia cursos de
agua superficiales cuando su aplicacion se realiza previo a lluvias intensas (Sasal y col.,
2017). La informacidén sobre este herbicida es contradictoria ya que algunos organismos
reguladores lo clasifican como peligroso y otros como seguro. Ademas, las normativas
regulatorias son muy diferentes dependiendo de cada pais. Sin embargo, diversos estudios
con glifosato han documentado efectos adversos sobre el ecosistema y efectos genotoxicos
y potencialmente carcinogénicos para el ser humano (Guyton y col., 2015). En los ultimos
afnos hubo un creciente interés en el desarrollo de herramientas analiticas practicas y costo-
efectivas, siendo las basadas en papel las mas usadas debido a que es un insumo
abundante, de bajo costo, sustentable, descartable y facil de usar, conservar y transportar.
Ademas, no requiere de un laboratorio de alta complejidad, instrumentacién sofisticada ni
personal entrenado (Attaallah y Amine, 2022).En este proyecto se propone el desarrollo de
un dispositivo microfluidico basado en una tira reactiva para detectar glifosato (GlifoStrip) en
matrices biol6gicas y ambientales. Mediante el GlifoStrip portatil, se podra analizar la
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presencia de glifosato en muestras de agua in situ para estimar el impacto ambiental y
detectar al herbicida en orina de animales de granja como componentes del ecosistema que
intervienen en la cadena alimenticia para evaluar su exposicion directa al glifosato.

OBJETIVO

Desarrollar un dispositivo microfluidico portatil (tira reactiva) basado en un ensayo de
inhibicién de la enzima peroxidasa (HRP) para detectar glifosato de manera rapida y
eficiente en muestras biolégicas y ambientales.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Se utilizaron reactivos de grado analitico: las particulas magnéticas modificadas con
estreptavidina (PM-E) se adquirieron en Invitrogen Dynal AS.; la enzima HRP rotulada con
biotina (HRP-B) en Invitrogen, cosustrato hidroquinona (HQ), sustrato (H202) y principio
activo comercial de Glifosato Pestanal en Sigma. Como soporte se utilizé papel de filtro de
celulosa Boeco de 84 g m?2. Se us6 el formulado comercial GlacoXAN TOTAL cuyo rétulo
declara 43,8 g de glifosato como sal monopotasica (35,6 g corresponden al acido N-
fosfonometil glicina), inertes y coadyuvantes c.s.p. en 100 ml. Para las lecturas se utilizé una
solucion reguladora de fosfato de sodio (NaH2PO4/Na2HPO4) 0,1 M de pH 7,2.

Deteccion de glifosato mediante ensayos a la gota

La adicion de los reactivos sobre el papel de filtro de celulosa se realizé adicionando
volimenes consecutivos de 0,1 uL de HRP (9,19 x 10 7 M), glifosato, HQ (0,4088 M) y H20»
(0,4088 M), sin tiempo de interaccidn entre cada adicion. Ademas del ensayo de glifosato se
realizaron los ensayos de Blanco de enzima (HQ y H20») y Blanco de glifosato (HRP, HQ y
H20:). Luego de agregado el ultimo reactivo se comenzé a percibir una coloracién naranja
en el papel, momento en el cual se procedi6 a tomar fotografias de cada uno de los
ensayos. En la Figura 1 se muestra una fotografia representativa del método utilizado para
la deteccidn de glifosato.

Figura 1. Fotografia
representativa del
método de deteccion
de glifosato mediante
ensayo a la gota sobre
papel. Referencias: 0)
Blanco de la Enzima.
0,1) Blanco del
Glifosato. 1-6) Ensayo
de glifosato en el rango
de concentracion de
0,01 a 0,5 ppm.
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Los ensayos a la gota se realizaron para el estudio preliminar del sistema enzimatico y para
la optimizacion de las condiciones experimentales que posteriormente se aplicaron en el
dispositivo microfluidico.

Deteccion de glifosato mediante dispositivo microfluidico
El dispositivo se disefid a partir de un portaobjeto al cual se adhirieron mediante una cinta
bifaz las tiras reactivas y los imanes correspondientes. El dispositivo se dividié en dos zonas

principales la zona de siembra y zona de reaccion. En la Figura 2 se muestra el prototipo del
dispositivo microfluidico.
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Muestra sin glifosato .
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Zona de reaccion
Figura 2.Prototipo del dispositivo microfluidico.

La adicién de los reactivos sobre el papel de filtro de celulosa se realizé con la siguiente
secuencia:1) en la zona de reaccion se depositd 0,3 mg/ml de PM-E, se dejé secar y se
adicion6 0,28 nmol de HRP-B; 2) en la zona de siembra se coloc6 20 pl de muestra con y sin
glifosato a 240 ppb en solucién buffer de pH 7,2; 3) se realizd el revelado de la reaccion
agregando en la zona de reaccion 55 nmol de una mezcla de HQ y H202; 4) se tomaron
fotografias de cada uno de los ensayos.

Las fotografias capturadas a partir del ensayo a la gota y del dispositivo microfluidico se
tomaron con la cdmara (resolucién 12 Mpx) de un celular iPhone 8, a una distancia de 21 cm
del papel, sin flash, con zoom (50%). Se procesaron con el programa ImagedJ, instalado en
una laptop.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Método para detectar glifosato basado en ensayo a la gota

Inicialmente se realiz6 un ensayo a la gota, con adiciones sucesivas de los reactivos de la
reaccion enzimatica, para conocer el comportamiento del sistema HRP con sus sustratos en
presencia y ausencia de glifosato; y realizar una optimizacion preliminar de las condiciones
experimentales que posteriormente se aplicarian en el dispositivo microfluidico.Luego de
definidas la condiciones éptimas del método, se obtuvo una curva de calibracion donde se
relaciond la concentracién de glifosato con la intensidad de la sefial en pixeles (px). Las
cifras de mérito obtenidas fueron: limite de deteccion (LD): 1 ppb; limite de cuantificacion
(LC): 19 ppb; Rango lineal: 19-75 ppb; Sensibilidad: 0,187 + 0,008 px ppb'; R% 0,9696.
Se determinaron las precisiones intra-ensayo (un dia) e inter-ensayo (3 dias) a distintas
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concentraciones de glifosato (5, 30 y 50 ppb).Se obtuvieron valores de precisiones
aceptables, ya que los coeficientes de variacion de los ensayos estuvieron comprendidos
entre 7,8 - 12 % para la precisién intra-ensayo y entre 9,6 - 23,9 % para la precision inter-
ensayo (AOAC, 2006).

A partir de los resultados de evaluar el efecto matriz del formulado comercial “GlacoXAN” a
distintas concentraciones se obtuvieron recuperaciones comprendidas entre un 95 y 115%,
lo cual es aceptable segun AOAC (2006). Por lo que se determiné ausencia de efecto matriz
en el rango de concentraciones ensayadas de formulado comercial (5 a 50 ppb).

Método para detectar glifosato sobre el dispositivo microfluidico

A partir del conocimiento del sistema enzimatico en presencia de glifosato obtenido en el
ensayo a la gota; se procedi6 a optimizar las condiciones experimentales del dispositivo
microfluidico mediante metodologias de superficie de respuesta, utilizando 240 ppb de
glifosato, por ser el nivel aceptado segun la normativa Argentina (Subsecretaria de Recursos
Hidricos de la Nacion, 2003).A partir del dispositivo microfluidico optimizado se pudo
evidenciar una respuesta inhibitoria de la enzima en presencia de glifosato, lo cual
demostraria la utilidad y aplicacion del GlifoStrip desarrollado.

Conclusion: se validé la metodologia basado en ensayo a la gota obteniendo buenos
parametros analiticos y demostrando ausencia de efecto matriz al evaluar el herbicida a
partir de una formulacion comercial. En base al conocimiento del sistema obtenido mediante
este método, se procedié a desarrollar el Glifostrip basado en un dispositivo microfluidico
para detectar glifosato. Perspectiva: Completar la validacion del Glifostrip y evaluar la
aplicabilidad del método en muestras de agua subterraneas y superficiales asi como
también en muestras de orina de ganado vacuno.
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