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Resumen

Para preservar los recursos naturales y la capacidad productiva del pais, como asi tam-
bién proteger a los organismos vivos, es fundamental conocer el impacto de las practicas
agricolas y, particularmente, del uso de agroquimicos en el ambiente. Surge, entonces, la
necesidad de contar con herramientas de andlisis que posibiliten el monitoreo efectivo de
indicadores de referencia. En este contexto, cobra importancia el desarrollo de disposi-
tivos de sensado que puedan ser empleados directamente en el sitio de muestreo. Una
estrategia efectiva para la obtencién de portabilidad y disminucién del costo operativo de
los ensayos analiticos es el acople de los dispositivos a la telefonia mévil, lo cual permite
incorporar aplicaciones capaces de guiar al usuario, proveer informacién espacio-temporal
y, fundamentalmente, integrar la realizacién del ensayo con la toma y procesamiento de
los datos.

Los biosensores son dispositivos de analisis que basan su estrategia de reconocimien-
to en un elemento biolégico y han demostrado ser una alternativa eficaz a los métodos
convencionales de deteccién de agroquimicos. Por su parte, los bioensayos proveen infor-
macién valiosa sobre el impacto ambiental que generan las practicas agricolas intensivas
sobre los recursos naturales. En la actualidad, la implementacion de los biosensores y de
los bioensayos como técnicas de monitoreo se ve limitada por dos factores principales: (i)
el costo operativo y (ii) el requerimiento de equipamiento de laboratorio.

En esta Tesis, se desarrollaron tres plataformas analiticas que permiten la determina-
cién de diferentes parametros ambientales en los sitios de muestreo, con bajos costos y sin
la necesidad de equipamiento sofisticado. Una de las plataformas consiste en un biosensor
basado en papel que permite la deteccién cuantitativa de un plaguicida en muestras de
agua. Se empled un sistema de detecciéon compuesto por aptameros y nanoparticulas de
oro. La estrategia aplicada consiste en analizar el patrén que deja una gota evaporada
de la mezcla de reaccion sobre el sitio de deteccion. Por otra parte, se adapté un bio-
ensayo de germinacién a un sistema de medicién directa y automatizado de la longitud
radicular. La implementacion aportd una simplificacion significativa en la toma de datos
y fue eficiente para el calculo de parametros toxicologicos. Ademads, posibilité la toma
de imagenes durante la incubacion, es decir, en tiempo real, lo que aporté informacion
sobre la evolucién temportal de la elongacién radicular. El dltimo desarrollo corresponde
a la evaluacion de la calidad de suelos y muestras de biolechos en base a su actividad
microbiana, mediante una prueba enzimatica colorimétrica. El bioensayo se adapto a un
dispositivo capaz de realizar una medicién cuantitativa del color prescindiendo del uso de
un espectrofotémetro. La construccién de los dispositivos se realizé mediante técnicas de
microfabricacién, como el micromaquinado laser y el prototipado en papel, y empleando
materiales asequibles y econémicos. Los disefios consideraron las demandas particulares
de los ensayos y priorizaron la reutilizacion de los dispositivos, incorporando comparti-
mentos que pueden reemplazarse y disponerse facilmente. En todas las aplicaciones, los
datos fueron obtenidos mediante la toma de imégenes con un teléfono celular. El procesa-
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miento se automatizé en un programa desarrollado en Python o mediante la integracion
de los dispositivos a una aplicaciéon mévil, llamada appuente, capaz de guiar al usua-
rio, asistir en la toma de iméagenes, realizar el andlisis e informar el resultado final. Las
ventajas son notables: las plataformas permiten realizar las determinaciones en el sitio
de muestreo para obtener informacién relevante sobre indicadores de contaminacion que
originalmente requieren de técnicas de analisis costosas. La disminucién de la demanda
instrumental, sumado a la automatizacién provista por el acople a la telefonia movil, da
como resultado herramientas portatiles de monitoreo ambiental.
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Abstract

In order to preserve natural resources and the productive capacity of the country, as
well as to protect living organisms, it is essential to know the impact of agricultural prac-
tices and, in particular, the use of agrochemicals on the environment. Therefore, there
is a need for analytical tools that enable the detection of effective reference indicators.
In this context, the development of sensing devices to be used directly at the sampling
site becomes important. An effective strategy to achieve portability and reduce the test
operating cost is coupling analytical devices with mobile phones, which allows the in-
corporation of applications to guide the user, provide spatio-temporal information and,
mainly, integrate the test performance with data collection and processing.

Biosensors are analytical devices that base their recognition strategy on a biological
element and have demonstrated to be an effective alternative to conventional agrochemi-
cal detection methods. Bioassays provide valuable information about the environmental
impact of intensive agricultural practices on natural resources. At present, the implemen-
tation of biosensors and bioassays as monitoring techniques is limited to: (i) the operating
cost and (ii) the laboratory equipment requirement.

In this Thesis, three analytical platforms were developed that allow the determination
of different environmental parameters at sampling sites, at low costs, and without the
need of laboratory equipment. One of the platforms consists of a paper-based biosensor
that allows the quantitative detection of a pesticide in water samples. A detection system
composed of aptamers and gold nanoparticles was used. The applied strategy is based on
a geometric analysis of the pattern left by a reaction mixture droplet after evaporation.
On the other hand, a germination bioassay was adapted to a direct and automated root
length measurement system. The platform provided a significant simplification in data
collection and was efficient for the evaluation of toxicological parameters. In addition,
it enabled imaging during incubation, i.e. in real time, which provided information of
the temporal evolution of the root elongation process. The last development corresponds
to a device for soil quality evaluation, which detects microbial activity by means of a
colorimetric enzymatic test. The bioassay was adapted to a device capable of performing
quantitative color measurements without using a spectrophotometer. The devices we-
re constructed by microfabrication techniques, such as laser micromachining and paper
prototyping, and employing affordable and inexpensive materials. The designs conside-
red the particular assays demands and prioritized the devices reusability, incorporating
compartments that can be replaced and discared. In all applications, data were obtained
by imaging with a smartphone. Processing was automated in a program developed in
Python or by integrating a smartphone application, called appuente, capable of guiding
and assisting the user in image acquisition, performing the analysis, and reporting the
final result.
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Introduccion

Para prevenir el deterioro del ambiente es primordial conocer su estado. Es por eso que
resultan de suma importancia los avances cientificos y tecnolégicos tendientes a mejorar
los métodos de deteccién y las estrategias de monitoreo de parametros ambientales. En el
presente capitulo, se realiza una breve introduccion sobre el problema de la contaminacion
y las implicancias de las actividades productivas intensivas. A continuacion, se presenta
el marco referencial del desarrollo de plataformas analiticas portatiles adecuadas para el
monitoreo ambiental. Finalmente, se exponen los objetivos de la Tesis.

El problema de la contaminacién ambiental

El Siglo XX ha traido consigo enormes avances cientificos y tecnolégicos, asi como me-
joras en la calidad de vida humana y la longevidad. Sin embargo, estos avances han ido
acompanados de ciertos peligros producidos por la introduccién al ambiente de agentes
contaminantes (Markert et al., 2000). Se denomina contaminante ambiental a cualquier
sustancia o materia fisica, quimica, bioldgica o radiolégica que se presenta en una con-
centracién superior a la considerada segura y que, por ende, es capaz de ejercer efectos
adversos sobre los ecosistemas y los organismos vivos que lo habitan. El efecto perjudicial
sobre el entorno puede ser ejercido de manera directa o indirecta sobre el aire, agua,
suelo o los organismos vivos. Los contaminantes ambientales en la naturaleza suelen im-
plicar mezclas complejas, factores de particién, transformaciones quimicas e interacciones
abiodticas y bidticas; los efectos biolégicos y medioambientales son complejos y pueden ser
aditivos, sinérgicos e incluso antagénicos (D’Surney and Smith, 2005).

Aunque las contaminaciones son una constante histérica en toda actividad productiva
-la sociedad humana siempre ha alterado el aire, el suelo y el agua de la Tierra-, su alcan-
ce, escala y gravedad alcanzaron niveles sin precedentes con la llegada de la era industrial.
El auge de la industrializacién se produjo a principios de los 70. Poco después, ya se habia
identificado al primer grupo de compuestos capaces de producir cancer en los humanos,
los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs, del inglés polycyclic aromatic hydrocar-
bon) (Neff, 1980). Estos compuestos se producen como resultado del calentamiento de la
materia organica a altas temperaturas, como el humo del tabaco, el hollin, la produccién
de conservantes de la madera, la combustion de lena, los alimentos ahumados, el café
tostado, la carne a la brasa y los gases de combustibles fosiles.

Las principales fuentes de energia de la humanidad proceden del petréleo, el gas, el
carbén y la madera. Los principales subproductos del uso de combustibles fosiles son el
di6éxido de azufre (SO;), el didxido de carbono (COs), el didéxido de nitrégeno (NOs) y
los hidrocarburos parcialmente oxidados. El proceso de quema de combustibles fésiles en
centrales térmicas, fabricas, hogares y vehiculos de motor emite enormes cantidades de
los contaminantes mencionados.
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Por otra parte, los efluentes domésticos, es decir, todo lo que se descarta en las vi-
viendas por el desagiie, acaba en las cuencas hidrograficas, lo que puede afectar a la salud
de las personas, a la fauna terrestre y acudtica, a las plantas, a la atmosfera y a la cali-
dad del agua. Una fuente tipica de contaminantes ambientales son los productos de uso
doméstico, como productos de limpieza, tensioactivos, tratamientos para el césped y el
jardin, pinturas, selladores e incluso medicamentos (D’Surney and Smith, 2005; Chung
and Brooks, 2019).

Ademas, otras actividades no reguladas, como el desarrollo de proyectos masivos en el
espacio subterraneo para transporte u otras utilidades, liberan sustancias contaminantes
que se exponen al ambiente sin el tratamiento necesario para prevenir una fuente puntual
de contaminacion. Las rocas que se extraen pueden estar contaminadas con diversos
elementos inorganicos peligrosos y toxicos, como el arsénico (As), y metales pesados,
como plomo (Pb), que si bien se encuentran en baja concentracién, cobran importancia
porque la generacién de escombros es masiva (Tabelin et al., 2018).

Lo que resulta claro es que las actividades humanas y el rapido desarrollo de las
industrias alteran el estado y composicién natural del ambiente y representan una poten-
cial amenaza para los ecosistemas naturales y para la salud publica. Se han registrado
numerosos brotes de enfermedades causadas por la presencia de sustancias toxicas en
alimentos y en cursos de agua, como asi también derrames accidentales de desechos in-
dustriales o de efluentes sin el tratamiento adecuado (Kumar et al., 2015; Meredith et al.,
2016). Estos episodios dieron cuenta de la importancia de conocer y controlar el estado
del ambiente. Es por eso que la concentracion limite permisible de muchas sustancias
se encuentra regulada por entes internacionales como la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (ONUAA), United States Environmental
Protection Agency (US EPA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En Ar-
gentina, el ente regulador es el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA). La comunidad cientifica, por su parte, ha realizado avances pertinentes al
desarrollo de numerosas técnicas de monitoreo de parametros e indicadores ambientales
de referencia (Justino et al., 2017; Kung et al., 2019; Majdinasab et al., 2021). En efecto,
actualmente se realizan grandes esfuerzos para desarrollar herramientas de analisis ca-
paces de proveer informacion factica y confiable en el sitio de muestreo, en tiempo real,
con baja demanda operativa y sin necesidad de equipamiento sofisticado. El monitoreo
de indicadores cuantitativos es fundamental, porque la contaminacién ambiental puede
ser un fendmeno evidente en algunos casos y pasar desapercibida en otros.

Actividades productivas y uso de agroquimicos

El incremento en la demanda mundial de alimentos acompana al crecimiento po-
blacional, y ha impulsado a los sistemas agropecuarios a aumentar la produccion y a
maximizar el rendimiento de los cultivos. La ONUAA indicé, en su ultimo informe del
ano 2020, que la produccién global de cereales primarios se incrementé en un 52 % en
los tltimos 20 anos, lo que representa 9,3 billones de toneladas anuales. El porcentaje de
tierra habitable del planeta empleada por la agricultura es de aproximadamente el 50 %
y no ha presentado grandes incrementos en el tltimo tiempo, lo que deja entrever que la
productividad ha crecido considerablemente. En la Figura 1 pueden observarse aumentos
en los rendimientos obtenidos en la produccién de cereales que acompanan el crecimiento
poblacional. Se han implementado nuevas técnicas de cultivo y de manejo del agua y
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se emplean semillas con mejoramiento genético. Sin embargo, el factor principal en el
aumento de la productividad es el empleo de agroquimicos, en particular, de plaguicidas.
Se estima que un tercio de la producciéon mundial se perderia sin su aporte (Abhilash
and Singh, 2009; Verma and Bhardwaj, 2015; Rapini and Marrazza, 2016; Alfonso et al.,
2017), por lo que su contribucién a la productividad es indiscutible.

/\/ Produccion
+40%

Rendimiento

+30%

/ Poblacion
+20% [

T P

/\/\/——f\/ o defatens

2005 2010 2015 2021

Figura 1: Incrementos porcentuales globales de factores relacionados con la produccién
de cereales en el periodo 2000-2021. Los cereales incluyen trigo, arroz, maiz, cebada,
avena, centeno, mijo, sorgo, trigo sarraceno y cereales mixtos. Modificado de (Ritchie

et al., 2022a). Fuente: Our World in Data basado en Banco Mundial, ONUAA.

Los plaguicidas son formulaciones quimicas que se emplean solas o combinadas para
controlar las enfermedades y plagas que afectan a los cultivos. La ONUAA los define
como: cualquier sustancia que se utilice para prevenir, aniquilar, atraer, repeler o controlar
alguna plaga, incluyendo animales o plantas indeseados durante el proceso de produccién,
almacenamiento, transporte, distribucion y procesamiento de comida, commmodities de
agricultura o alimento para animales, para usar como regulador del crecimiento de las
plantas, defoliador, disecante, inhibidor de la germinacién o sustancias aplicadas a los
cultivos antes o después de la cosecha. El término normalmente excluye fertilizantes,
nutrientes, aditivos y drogas animales.

Los plaguicidas estdn compuestos por, al menos, un ingrediente activo y por otros
compuestos que se denominan inertes. El componente principal es el ingrediente activo
por ser responsable de afectar la actividad bioldgica directa o indirectamente, o de la
regulacién del metabolismo o crecimiento de organismos vivos capaces de producir en-
fermedades o afectar el desarrollo de los cultivos. Los compuestos inertes, por su parte,
juegan roles centrales en la actuacion y efectividad del producto final: actiian como sol-
ventes para posibilitar la penetracién del ingrediente activo en las hojas de las plantas;
simplifican la aplicacién evitando la formacién de durezas, bloque o espuma; extienden la
duracion; mejoran la seguridad durante la aplicacion o protegen al compuesto activo de la
degradacion por exposicion a la luz solar. Que se los denomine inertes, no hace referencia
a que no puedan ser toxicos.

El uso y administracion de los agroquimicos esta en constante evaluacién por entes re-
gulatorios como la ONUAA, la US EPA, la OMS y el SENASA. Las cantidades méaximas
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admitidas son revisadas y actualizadas periédicamente segin estudios cientificos que de-
muestran la capacidad de alterar los recursos ambientales y poner en riesgo la salud de los
organismos vivos. Esto ha llevado a que se revoque la tolerancia de sustancias, y que tan-
to el uso como comercializacién estén prohibidos en determinados paises (Mateo-Sagasta
et al., 2017).

El uso de sustancias quimicas en los cultivos se registré, por primera vez, en 1939
cuando Paul Miiler descubrié el potencial del compuesto organoclorado dicloro difenil
tricloroetano (DDT) como insecticida, y rdpidamente se convirtié en el més vendido en
todo el mundo (Ware, 1974). Para 1990, el uso de agroquimicos a nivel mundial era de 2,3
millones de toneladas al ano. La cifra continué en aumento y en 2010 se alcanzaron las 4
millones de toneladas. Como se observa en la Figura 2, los agroquimicos son utilizados en
cantidades considerables por la gran mayoria de los paises, segiin un reporte publicado
en 2019. En los tltimos 25 anos, el consumo de agroquimicos en nuestro pais aumento en
un 900 % y los incrementos en los rendimientos rondan el 50 % (Etchegoyen et al.; 2017).

0t 1,000 t 5,000 t 25,000 t 100,000 t 1 million t
No data 500 t ’ 2,500 t 10,000 t 50,000 t 250,000 t 2.5 million t
iz f I B — ]

Figura 2: Toneladas de agroquimicos consumidas anualmente por los paises en 2019.
Reproducido de Ritchie et al. (2022b) con permiso de Our World in Data.

Actualmente, hay més de 800 ingredientes activos reportados que pertenecen a mas
de 100 grupos diferentes y estan disponibles comercialmente en un amplio rango de pro-
ductos (Liu et al., 2013). Los plaguicidas utilizan diferentes mecanismos moleculares para
atacar a los organismos. En funciéon de qué organismos afectan, los compuestos pueden
dividirse en herbicidas, utilizados para el control de malezas; fungicidas, para evitar la
proliferacion de enfermedades producidas por hongos; e insecticidas, para el control de
insectos y parasitos (Rapini and Marrazza, 2016). Estos compuestos también pueden
clasificarse en funcién de su estructura quimica. Los organoclorados (OCs) fueron los
primeros compuestos en ser comercializados (Lepori et al., 2013), dentro de ellos se en-
cuentra el DDT y sus analogos, que se destacan por su baja solubilidad en agua, elevada
presién de vapor y amplio espectro (Rapini and Marrazza, 2016). Los OCs son considera-
dos contaminantes orgénicos persistentes (COPs) ya que se determiné que sus moléculas
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pueden permanecer activas por mas de 30 anos. Su aplicacién era comun en la déca-
da del 50. Para 1970, sus efectos téxicos ya constituian una gran preocupacion a nivel
mundial (Verma and Bhardwaj, 2015). Es por eso que, en los tltimos anos, han sido re-
emplazados por alternativas mas seguras y efectivas, con mejores tasas de biodegradaciéon
como los organosforados (OPs) y neonicotinoides (Kalyabina et al., 2021). Sin embargo,
estos compuestos no son totalmente inocuos ya que su uso indiscriminado y su capaci-
dad de acumulacién han generado efectos téxicos en organismos no blanco (Verma and
Bhardwaj, 2015; Kumar et al., 2015; Alfonso et al., 2017).

El desarrollo de formulaciones modernas, conocidas como agroquimicos de uso corrien-
te (CUPs, del inglés current-use pesticides), pretende evitar tres caracteristicas principa-
les: la persistencia, la bioacumulacién y la toxicidad. Si bien se logran obtener algunas
ventajas, es comin que el desarrollo de CUPs genere contaminantes emergentes, cuyos
efectos toxicolégicos no han sido completamente evaluados (Kalyabina et al., 2021).

Otro grave problema es ocasionado por un defecto de las técnicas de aplicacion de los
plaguicidas, ya que muchas de ellas son altamente ineficientes (Menger et al., 2020). Gran
parte del producto aplicado se distribuye en el aire, el suelo y el agua, incluso a grandes
distancias de los sitios de aplicacién (Kumar et al., 2015; Majdinasab et al.; 2021). En
la Figura 3 se sintetizan los diferentes mecanismos de distribucion de los compuestos en
el ambiente.

D
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Figura 3: Representacion esquematica de las vias de transporte, diseminacion y
transformacion de los agroquimicos. Reproducido de Kalyabina et al. (2021) con
permiso de Elsevier.

Las aplicaciones aéreas son la principal fuente de contaminacién del aire. Con las
precipitaciones, las particulas estabilizadas en la fase s6lido-gas se transportan a los cursos
de agua. Por otro lado, el flujo de agua de las lluvias permite la remocién y arrastre de
los plaguicidas depositados en el suelo, consecuencia de la aplicacién terrestre (Kalyabina
et al., 2021). Mds atn, los compuestos suelen ser poco solubles y, dependiendo de las
condiciones climéticas, son capaces de volatilizarse desde el suelo o las masas de agua, lo
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que permite que el ciclo se retroalimente. Liu et al. (2018) realizé un estudio en el mar
de Bohai y reporté que la principal fuente de los CUPs trifluralina y clorpirifés en la
atmosfera es la volatilizacion desde el agua superficial.

La contaminacién de las capas superficiales del suelo ocurre durante la aplicacion di-
recta: dependiendo de las condiciones climaticas y de las propiedades del suelo, llegan a las
capas mas profundas y pueden alcanzar las aguas subterraneas. Las moléculas disueltas
o unidas a particulas del suelo, pueden acumularse en los sedimentos de los rios. La com-
posicién del suelo es un factor importante: por ejemplo, la presencia de dcidos himicos
y de arcilla coloidal permite la adsorcién de determinados compuestos quimicos (Pu-
llagurala et al., 2018). En todos los intercambios y trayectos, los contaminantes estan
sometidos a transformaciones mediante las cuales pueden ser total o parcialmente degra-
dados. Los procesos quimicos, como reacciones oxidativas y fotoquimicas, les permiten
ser transportados por las diferentes vias con el inconveniente adicional de que se pueden
generar compuestos de degradacion causantes de la denominada segunda contaminacion
ambiental. Por otro lado, la biorremediacién natural llevada a cabo por microorganismos
no siempre es capaz de degradar completamente los contaminantes (Huang et al., 2018).

La contaminacién debida al mal uso de agroquimicos y la falta de reglamentacion
representan otro problema alarmante (Rapini and Marrazza, 2016; Zhao et al., 2018;
Lescano et al., 2022). La liberacién accidental al ambiente —ocasionada por derrames
o fugas desde sitios de almacenamiento o tratamiento de efluentes— puede conducir a
su persistencia durante mucho tiempo (Katagi, 2006; Kumar et al., 2015; Jiao et al.,
2016; Etchegoyen et al., 2017). Otro aspecto a considerar es la liberacién al ambiente de
efluentes sin un adecuado tratamiento, originados en las fabricas y también luego de su
aplicacion, tanto en el descarte de los liquidos remanentes como en el lavado y desecho
de envases (Lepori et al., 2013; Lescano et al., 2022).

Dispositivos de microfluidica

El campo de la microfluidica se originé para abordar necesidades de los analisis quimi-
cos a inicios de 1990 y los primeros dispositivos fueron empleados en cromatografia gaseosa
y electroforesis capilar (Widmer et al., 1984; Manz et al., 1992; Harrison et al., 1992). A
partir de alli, se desarrollaron avances conceptuales y técnicos que permitieron encontrar
aplicaciones en otros campos de investigacién y configuraron la disciplina (Whitesides,
2006). Los sistemas miniaturizados dieron origen a plataformas versatiles, de alto ren-
dimiento, mejorada sensibilidad y eficiencia que posibilitaron disminuir costos, tiempos
experimentales e incrementar la precision de los ensayos por la manipulacion precisa y
por la reduccién de pasos necesarios para completar un procedimiento (Stanley et al.,
2016).

Los dispositivos Lab-on-a-chip (LOC) se construyen empleando la tecnologia micro-
fluidica y constituyen verdaderos sistemas analiticos miniaturizados que integran multi-
ples funciones de laboratorio y son capaces de realizar determinaciones de manera rapida
y eficiente. Su implementacién resulta muy 1til porque prescinden del uso de equipa-
miento sofisticado, costoso y voluminoso, y requieren de menor cantidad de muestra y de
reactivos que los métodos convencionales. Mas atn, son portatiles y faciles de usar, por
lo que resultan ideales para aplicaciones fuera del laboratorio.

Al proveer una solucién integral, los dispositivos LOC tienen una amplia gama de
aplicaciones en diversas areas, tal como se resume en la Figura 4. Los analisis relacio-
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Figura 4: Areas de aplicacion de los dispositivos de microfluidica LOC.

nados con la seguridad alimentaria, permiten detectar contaminantes, toxinas y otros
componentes no deseados en materias primas, alimentos procesados y bebidas. Dentro de
las aplicaciones en medicina, uno de los campos mas destacados es el de los dispositivos
Point-of-care (POC) (McCracken and Yoon, 2016; Quesada-Gonzélez and Merkoci, 2017
Xing et al., 2022). Dichos dispositivos permiten la deteccién de enfermedades de manera
rapida y precisa en el sitio donde se encuentra el paciente, que puede ser una sala de
emergencias o un centro de atencién primaria de la salud, en zonas rurales o remotas.
Algunas de las determinaciones méas comunes son: medicién de glucosa en sangre para
el control de la diabetes; medicién de lipidos en sangre, como colesterol y triglicéridos,
para evaluar el riesgo cardiovascular; determinacién de gases en sangre, como oxigeno y
dioxido de carbono, para evaluar la funcién pulmonar y la oxigenacién del cuerpo; prue-
bas de coagulacién para prevenir o tratar una hemorragia; pruebas de detecciéon rapida
de enfermedades infecciosas, como la gripe, la hepatitis B y C o el COVID-19; y deter-
minacién de biomarcadores para el diagnéstico y seguimiento de enfermedades como el
cancer y las enfermedades cardiovasculares. Estas determinaciones requieren de ensayos
de biologia celular y molecular o andalisis de moléculas biolégicas, como proteinas y ADN,
que también son usados en investigacion de ciencias biolégicas.

Por otra parte, el monitoreo ambiental incluye la detecciéon de contaminantes, la eva-
luacion de posibles alteraciones de los ecosistemas y el control de indicadores de referencia
mediante bioensayos o biosensores. Un biosensor es un dispositivo para la determinacion
de analitos que esta compuesto por dos elementos principales: el elemento de reconoci-
miento bioldgico, o biorreceptor, encargado de interactuar con el analito; y el transductor,
capaz de convertir el evento de reconocimiento en una senal medible (Verma and Bhard-
waj, 2015). Por otro lado, los bioensayos son pruebas que permiten evaluar la actividad
biolégica de una muestra mediante los organismos vivos presentes en ella, con el fin de
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determinar su toxicidad y evaluar los posibles riesgos ambientales (Ekelund and Héder,
2018). Esta evaluacién considera los diferentes factores, como el pH, la solubilidad, la
biodisponibilidad, y los posibles efectos antagénicos o sinérgicos presentes en el ambien-
te (Farré and Barcel6, 2003). Los bioensayos pueden emplear una amplia variedad de
organismos, como plantas (Bagur-Gonzalez et al., 2011), algas (Feng et al., 2016), anima-
les (Masin et al., 2018), microorganismos (Figueredo et al., 2015), células y organismos
unicelulares (Wieczerzak et al., 2016). La aplicaciones ambientales de la microfluidica
constituyen, sin lugar a duda, un area de investigacién emergente que resulta de gran
interés para diversas disciplinas (Grossmann et al., 2011; Park et al., 2017; Clark et al.,
2020). Los avances en este campo se pueden clasificar en: dispositivos analiticos para
monitoreo ambiental, herramientas para estudios toxicologicos, microrreactores para tra-
tamiento de contaminantes y plataformas para investigacién de procesos ambientales (Zhu
et al., 2022). La clasificacién puede variar segin la visién de diferentes autores. Sin embar-
go, lo que resulta indiscutible es la capacidad de la disciplina para atender las demandas
principales de un monitoreo ambiental efectivo (Meredith et al., 2016; Pol et al., 2017).
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Figura 5: Esquema representativo del desarrollo de un dispositivo LOC a partir de la
informacién reportada en Zhu et al. (2022).

La obtencién de una plataforma basada en la tecnologia LOC requiere de un proceso
de desarrollo que se ilustra en la Figura 5. El disefio de los dispositivos es un aspecto
fundamental. Satisfacer las demandas especificas de los ensayos es solamente uno de los
puntos porque, ademas, resulta fundamental la seleccion de los materiales de fabricacion.
En general, los materiales deben ser livianos, asequibles y econémicos; dependiendo de
cada aplicacion, se debe considerar la compatibilidad con los sistemas biologicos y la re-
sistencia a determinados reactivos (Pol et al., 2017; Kung et al., 2019). Por otra parte, se
deben seleccionar técnicas capaces de prototipar los disenos, con la resolucién necesaria
para generar dispositivos compactos y ergonémicos. Uno de los objetivos principales es
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tener un mejor control general del proceso, reduciendo la cantidad de pasos y de inter-
venciones del usuario. En este sentido, resulta fundamental la integracién del andlisis y
del pre-tratamiento de la muestra en el dispositivo (Pol et al., 2017). Respecto al anéli-
sis en si, permite prescindir de equipos sofisticados y costosos, como cromatdgrafos o
espectrofotometros; para el pre-tratamiento, por su parte, se omite el requerimiento de
equipamiento voluminoso, como puede ser una centrifuga o algin sistema de filtrado.

Paralelamente, el primer teléfono inteligente o smartphone, fue desarrollado por IBM
en 1993. Desde alli, sus capacidades han evolucionado notablemente y se han convertido
en los dispositivos més utilizados en la vida diaria de las personas. Su uso se ha duplicado
en los ultimos 7 anos y se estima que la cantidad de usuarios para finales de 2023 sera
de 6,9 billones, lo cual corresponde a aproximadamente un 86 % de la poblacién mundial.
Actualmente, los teléfonos inteligentes cuentan con procesadores multi-nticleos, almace-
namiento interno, canales de comunicacion y cdmaras. Cuando se combina la tecnologia
microfluidica con la comunicacion mévil, la herramienta adquiere la capacidad de sustituir
instrumentos de laboratorio convencionales. Las prestaciones adicionales mas importan-
tes son la capacidad de procesamiento in situ y de transferencia de datos con informacion
espacio-temporal (Xing et al., 2022). Estas caracteristicas, sumadas a las mencionadas
anteriormente, posibilitan la obtencion de dispositivos auténomos y portatiles, factibles
de ser empleados directamente por el usuario final para la obtencién de resultados de
manera rapida y sencilla, resultando herramientas ideales para el monitoreo ambiental.

El desarrollo de las plataformas de microfluidica acopladas a teléfonos celulares es re-
ciente. Las primeras adaptaciones a dispositivos de papel se registraron en 2008 (Martinez
et al., 2008; Lu et al., 2009). Desde alli, dado el alto potencial cientifico y comercial, las
implementaciones se fueron expandiendo a otros materiales (Yetisen et al., 2013; Erickson
et al., 2014; McCracken and Yoon, 2016; Schaumburg et al., 2022) como se muestra en
la Figura 6.

Una de las principales formas de utilizar los teléfonos en las plataformas de andlisis
microfluidicas es como detectores de una senal originada por el mecanismo de sensado.
Las camaras 6pticas de alta resolucion se utilizan como detectores visuales de la senal me-
diante la captura de imagenes o videos, que pueden procesarse para obtener informacién
en distintos lapsos de tiempo. Esto es de utilidad en anélisis colorimétricos, donde la pre-
sencia del analito se evidencia por un cambio o una generaciéon de color, como muchas de
las pruebas bioquimicas (Qian et al., 2022), y en técnicas que analizan longitudes, formas
o patrones que se evidencian por modificaciones en la geometria o en las intensidades de
color. También se pueden realizar ensayos de fluorescencia, que suelen requerir del agre-
gado de fuentes de luz especificas y del diseno de cajas de lectura. En este 1ltimo punto,
fueron importantes los avances en impresién 3D (Waheed et al., 2016). Actualmente, se
pueden prototipar acoples de manera rapida y sencilla, con costos razonables. Esta tec-
nologia ha permitido, ademas, implementar modificaciones Opticas para reemplazar las
técnicas convencionales de evaluacion de contaminacién empleando microscopios (Chan
et al., 2021; Ayardulabi et al., 2021).

Otro aporte fundamental de los teléfonos celulares es la capacidad de automatizar el
analisis de datos empleando programas genéricos o desarrollados especificamente para la
técnica. Respecto a los genéricos, hay numerosas aplicaciones gratuitas y programas de
software libre, siendo el mas utilizado el ImageJ. Investigaciones recientes se centraron en
el desarrollo de aplicaciones especificas capaces de procesar automaticamente las senales
de los dispositivos de microfluidica y mostrar al usuario el resultado final (Quesada-
Gonzalez and Merkoci, 2017; Schaumburg et al., 2022). Los andlisis pueden ser cuan-
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Figura 6: Evolucién temporal del desarrollo de dispositivos microfluidicos e integracién
con la telefonia mévil. Figura modificada de Yang et al. (2016). (1) Reproduccién
de Mora et al. (2019) con permiso de Elsevier. (2) Reproduccién de Schaumburg et al.
(2023) con permiso de ACS Publications.

titativos, semi-cuantitativos o cualitativos. En general, emplean métodos matematicos
sencillos para extraer la informacién. Las imédgenes se convierten en colores digitales co-
mo el RGB, HSV, HSL o GSV, y sus valores son utilizados para detectar el analito o para
identificar regiones, bordes o limites que permitan realizar las mediciones necesarias para
el ensayo. Las aplicaciones disenadas a medida son capaces de analizar las interferencias
y ruidos de fondo de las imagenes e incluir algoritmos que permitan mejorar la relacion
senal-ruido para conseguir bajar los limites de deteccion de los ensayos y aumentar su
sensibilidad. Incluso, son capaces de determinar lineas de corte de manera adaptativa al
detectar diferentes exposiciones o calidades del sustrato. Por ejemplo, en el procesamien-
to de imagenes de fluorescencia en el trabajo de Chung et al. (2021) se logra detectar
una copia de virus en un microlitro de una muestra de agua empleando un algoritmo
capaz de identificar porciones de papel de distinta calidad y variaciones en la emisién de
fluorescencia.

En otros trabajos, ademdas de las funciones mencionadas, los teléfonos inteligentes
se emplean como dispositivos de interfase. Es decir, para controlar y modificar el ex-
perimento durante su operacion valiéndose de instrumentos analiticos conectados via
Wi-Fi, Bluetooth, micro-USB o intercambiando informaciéon en tiempo real con la nu-
be. Ademas, son capaces de actuar como fuentes de energia para los microdispositivos
analiticos (Schaumburg et al., 2020). Es importante destacar la participacién de la in-
teligencia artificial como una tecnologia emergente que permite clasificar resultados de
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manera precisa y cuantitativa mediante el anélisis de las imégenes y es capaz de integrar
todas las funciones mencionadas para lograr dispostivos autonomos y eficientes.

Las herramientas portatiles deben garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de
mediciones realizadas con potenciales variaciones ambientales. Es por eso que resulta
fundamental la incorporacién de controles fiables y adecuados. Mas atn, los pasos de
toma de muestra y descarte de los residuos generados, donde entra en juego también la
seguridad del operador, deben ser considerados en las plataformas.
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Objetivos

El objetivo general de la presente Tesis es el desarrollo de dispositivos analiticos minia-
turizados para ser utilizados en el monitoreo de la calidad de agua y suelos. En particular,
se plantea el diseno y la fabricacion de sistemas portables, econdémicos y faciles de utilizar.
Se propone ademas acoplar los dispositivos a la telefonia mévil con dos fines principales:
usar el teléfono como sistema de lectura de los ensayos y explotar las capacidades de
gestion de datos y conexién a las redes de informacion.

Se busca obtener plataformas integradas con dispositivos de biosensado compactos, re-
utilizables y fabricados con materiales livianos y asequibles, que constituyan herramientas
ideales para la medicion de indicadores ambientales a campo.

Los objetivos especificos consisten en el desarrollo de los siguientes dispositivos:

= Un biosensor basado en aptameros especificos para el reconocimiento de un insec-
ticida en agua (Capitulo 1).

= Un sistema eficiente para la implementacién de un bioensayo de germinacion de
semillas (Capitulo 2).

= Una plataforma portable para un ensayo enzimatico de deteccion de actividad bac-
teriana en suelos (Capitulo 3).
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Capitulo 1

Aptasensor

1.1. Introduccion

En el presente capitulo se describe el desarrollo de un biosensor portatil que emplea
un aptamero especifico como elemento de reconocimiento bioldgico, en este caso para el
insecticida clorpirifés (CPS). A este tipo de sensores se los suele denominar Aptasensors.
La plataforma de deteccion esta conformada por una tarjeta de analisis codificada en papel
de filtro Whatman, denominada CR Code Card, y por un programa, denominado CR
Code Analysis, desarrollado para el procesamiento de imagenes tomadas con un teléfono
celular. El sistema permite cuantificar la presencia del insecticida en muestras reales de
agua. Los resultados del presente capitulo fueron publicados en: Macagno et al. (2023).

1.1.1. Relevancia de la deteccion de clorpirifés

El CPS, o dietil O-3, 5, 6-tricloro-2-piridil fosforotioato, es un insecticida OP am-
pliamente utilizado en la agricultura de extension, en la produccién frutihorticola y en
las viviendas para combatir plagas domésticas (Jiao et al., 2016; Alfonso et al., 2017).
El CPS controla un gran espectro de insectos, pero también se utiliza como acaricida
y nematicida (Nandhini et al., 2021). Su costo es competitivo (Sankar et al., 2020) y
es aplicado en todo el mundo a 55 comodities diferentes. El CPS fue introducido en el
mercado por Dow Chemical Company, en 1965. Actualmente, los OPs representan el 36 %
del mercado mundial de plaguicidas (Nandhini et al., 2021). En nuestro pais, el CPS y la
cipermetrina representan alrededor del 30 % del consumo de insecticidas (Mestre et al.,
2019; Tames et al., 2020).

El CPS, como todos los OPs, es un compuesto neurotéxico. Su mecanismo de accién
consiste en generar cambios en la estructura y funcién de la acetilcolinestearasa (AChE),
una enzima presente en animales e insectos. Si la AChE no funciona adecuadamente,
se acumula el neurotransmisor acetilcolina en las sinapsis, afectando tanto el sistema
nervioso central como el periférico, se produce una sobreestimulacién colinérgica, los
nervios se estimulan en exceso y se atrofian (Liendro et al., 2015; Verma and Bhardwayj,
2015). En animales y humanos, el higado es el 6rgano principal de metabolizacién del
CPS, donde es transformado a uno de los metabolitos mas comunes, el clorpirifés-oxon
(CPO). El CPO es un compuesto ain mas téxico, ya que se comporta como un inhibidor
enzimético 300 veces més potente que el CPS (Nandhini et al., 2021).

El CPS es un compuesto biodegradable con una persistencia en el ambiente corta a
moderada. El tiempo de vida media varia de 10 a 120 dias, dependiendo de la aplicacion,
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del tipo de ecosistema, de los microorganismos del suelo y de las condiciones climéti-
cas (Nandhini et al., 2021). Los microorganismos juegan un rol central en la degradacién
del CPS, que puede realizarse en condiciones tanto aerébicas como anaerébicas. En am-
bos casos, se detecté el metabolito primario 3,5,6-tricloro piridinol (TCP), producto de
una reaccion de hidroélisis. E1 TCP se encontré tanto en suelo como en agua y, por tener
una mayor solubilidad que el CPS y una vida media de entre 65 y 360 dias, la US EPA
lo clasificé en 1997 como un compuesto mévil, persistente y téxico. La incorporacion a
la materia organica del suelo se produce por la degradacion del TCP a 3,5,6-tricloro-2-
metoxi piridina (TMP), que también puede generar CO, (Racke, 1993). A la degradacién
metabodlica microbiana, se le suman procesos abidticos que tienen lugar en la matriz del
suelo, como la hidrélisis quimica, la declorinacion y la oxidacion. Varios estudios mostra-
ron que una parte del CPS que entra en contacto con la parte foliar de las plantas puede
ser asimilado (Romeh and Hendawi, 2013). Y, si bien puede volatilizarse y metabolizar-
se, se detecté CPS en muestras de frutas cosechadas, después de mas de 60 dias de la
aplicacion del insecticida (Putnam et al., 2003).

Las propiedades que se mencionaron resultan suficientes para causar preocupacion
por el impacto de la incorporacién del CPS en el ambiente. A las caracteristicas innatas
del compuesto se le suman numerosos reportes que datan de su uso incorrecto, es decir,
en proporciones y concentraciones que exceden las cantidades recomendadas. El principal
problema que causa el CPS es la contaminacién del agua (Tahara et al., 2005; Kumar
et al., 2015; Alfonso et al., 2017). Estudios de diferentes paises indican su presencia tanto
en aguas subterrdaneas (Rapini and Marrazza, 2016; Alfonso et al., 2017; Etchegoyen et al.,
2017) como superficiales (Palma et al., 2008; Liendro et al., 2015; Etchegoyen et al., 2017;
Alvarez et al., 2019). La comercializacién de CPS fue recientemente prohibida en Estados
Unidos y en la Unién Europea (US EPA, 2021). Sin embargo, en otros paises su venta es
libre y no controlada. Por consiguiente, el seguimiento de los niveles de concentracion de
CPS en el agua resulta una necesidad imperiosa.

1.1.2. Técnicas de analisis de plaguicidas

Las técnicas analiticas convencionales para la deteccién de plaguicidas estan basadas
en métodos espectrofotométricos y cromatograficos; por ejemplo, la cromatografia gaseo-
sa o liquida de alta eficacia acoplada a electroforesis capilar o espectrometria de masas.
Estas técnicas presentan limites de deteccién bajos, son confiables, altamente selectivas y
precisas, pero sus requerimientos instrumentales y operativos las hacen impracticas para
realizar mediciones in situ y en tiempo real, demandas principales del monitoreo ambien-
tal (Justino et al., 2017; Majdinasab et al., 2021). Las muestras deben ser transportadas
hasta un laboratorio especializado. Una vez alli, se sigue un protocolo riguroso y de varios
pasos que comienza con el acondicionamiento de la muestra. Cada etapa agrega compleji-
dad, demanda tiempo y aumenta la posibilidad de cometer errores. El costo operativo es
elevado y se requiere de personal entrenado. Mas atin, se debe considerar el tiempo desde
el envio de la muestra hasta la recepcién del informe con los resultados (Liu et al., 2013;
Verma and Bhardwaj, 2015; Kumar et al., 2015; Zhao et al., 2018). Es decir, las técnicas
convencionales resultan ttiles como métodos confirmatorios, pero sus caracteristicas son
poco compatibles con el monitoreo ambiental. En este contexto, los biosensores han sur-
gido como alternativa simple, efectiva y portatil para la deteccién de una gran variedad
de analitos, dentro de los que se incluyen los agroquimicos (Jiao et al., 2016; Weerathunge
et al., 2019; Soongsong et al., 2021; Nana et al., 2021; Bordbar et al., 2021).
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1.1.3. Biosensores para plaguicidas: deteccién

La mayoria de los plaguicidas estan disenados para prevenir procesos enzimaticos de-
terminantes de la viabilidad de los organismos que afectan. Es por eso que el mecanismo
de inhibicién enzimdtica ha sido ampliamente utilizado en el desarrollo de biosensores (Liu
et al., 2012; Qian and Lin, 2015; Kim et al., 2018; Fu et al., 2019b). Si bien la deteccién
enzimatica alcanza limites de deteccion adecuados, la selectividad suele estar compro-
metida. Por ejemplo, la medicién de la AChE, una de las maés reportadas, es incapaz
de distinguir entre sustancias de la misma clase. Otras limitaciones estan asociadas a
la estabilidad enzimatica. Para que un sensor se pueda utilizar en el sitio de muestreo,
debe ser capaz de tolerar las diferentes condiciones ambientales. En condiciones desfavo-
rables, las enzimas disminuyen su actividad y pueden incluso desnaturalizarse y perder
completamente su funcion. Estas caracteristicas representan una limitacién practica que
puede llevar a respuestas inestables y con baja reproducibilidad. Ademds, la actividad
enzimatica puede ser alterada por la presencia de otros quimicos o compuestos téxicos
presentes en la muestra, como asi también por cambios de pH o fuerza iénica. Por lo tan-
to, es fuertemente recomendado el estudio de otros tipos de elementos de reconocimiento
biol6gico (Majdinasab et al., 2021).

Los mecanismos de deteccién no enzimaticos destacados por mejorar la selectividad
y sensibilidad emplean anticuerpos o aptameros. El mecanismo de deteccion mas usual
es la interaccién antigeno-anticuerpo, se los conoce como inmunosensores y su principal
ventaja es la alta afinidad y especificidad de la interaccién (Talan et al., 2018; Islam
et al., 2019). Los agroquimicos son en general moléculas pequenias que se comportan co-
mo haptenos para el sistema inmunoldgico, es por eso que deben acoplarse a proteinas
transportadoras para estimular la generacién de anticuerpos. Actualmente, hay dispo-
nibles anticuerpos comerciales para diversos compuestos que pueden emplearse para el
desarrollo de biosensores. Sin embargo, las limitaciones de este mecanismo estan asociadas
a las caracteristicas fisicas: al ser proteinas grandes, poseen baja solubilidad y estabili-
dad (Majdinasab et al., 2021). La alternativa a estas limitaciones fue la generacién de
fragmentos de anticuerpos que se realizan mediante procesos complejos de generacién de
proteinas recombinantes, produccién in vitro de genes sintéticos o técnicas de despliegue
de fagos (Justino et al., 2017). Otro tipo de ensayo, que resulta de la combinacién de an-
ticuerpos y enzimas, es el ensayo por inmunosorcién ligado a enzimas (ELISA, del inglés
Enzyme-linked immunosorbent assay). Se reportan bajos limites de detecciéon y muy bue-
na especificidad. Pero se suman los requerimientos de ambos elementos de reconocimiento
y se obtienen plataformas que requieren miltiples pasos de incubacién (Kumar et al.,
2015).

Si bien, en las aplicaciones de monitoreo ambiental, la mayoria de los biosensores son
enzimaticos o inmunoldgicos, recientemente se han incorporado los sensores basados en
aptameros (Kim et al., 2019). La posibilidad de modificar su estructura mediante una
sintesis de bajo costo, aporta un grado de versatilidad mayor que el de las otras platafor-
mas (Gopinath et al., 2014; Liu et al., 2019; McConnell et al., 2020; Majdinasab et al.,
2021). Los aptdmeros se reportaron por primera vez a inicios de los 90 por dos grupos
independientes (Tuerk and Gold, 1990; Ellington and Szostak, 1990) y desde entonces
se ha trabajado en el desarrollo de diversas aplicaciones analiticas y biomédicas. Son
moléculas artificiales que se obtienen por un proceso de seleccién in vitro denominado
SELEX (por las siglas en inglés de Systematic evolution of ligands by exponential enrich-
ment) a partir de una biblioteca artificial de secuencias (Zhang et al., 2016). El resultado
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del proceso es la obtencion de cadenas simples de ADN o ARN capaces de unirse a los
analitos para los cuales fueron desarrollados con alta sensibilidad y selectividad. Como
consecuencia del avance en las tecnologias de seleccion rapidas y automatizadas, no hay
limites en la obtencién de secuencias de reconocimiento especifico (Kwon et al., 2015). Se
obtuvieron aptameros especificos para moléculas tanto biolégicas como sintéticas, de di-
versos tamanos. Dentro de los analitos se incluyen proteinas, compuestos sintéticos (Kwon
et al., 2015), iones metélicos (Li et al., 2009), biomarcadores (Wang et al., 2019; Zhou
et al., 2020), compuestos orgdnicos (Zhang et al., 2016) y hasta células completas, por
ejemplo bacterias patégenas (Fang et al., 2014). Los aptdmeros se encuentran en solucién
predominantemente sin una estructura definida y la afinidad hacia el analito deriva de
su capacidad de plegarse y adquirir una estructura tridimensional que le permite formar
un complejo estable con la molécula que reconoce. La formacion del complejo se logra
mediante diversas interacciones: hidrofobicas, puentes de hidrogeno, stacking aromético
y fuerzas de van der Waals.

Los biosensores que utilizan aptameros como elemento de reconocimiento bioldgico,
representan una alternativa atractiva y prometedora principalmente al uso de anticuer-
pos porque su obtencién es mas econdmica, no requiere del uso de animales y es ideal
para moléculas de bajo peso molecular como los agroquimicos (McConnell et al.; 2020;
Majdinasab et al., 2021; Futane et al., 2023). Otra ventaja es que son moléculas pequenas
que presentan buena estabilidad, su funcionalidad no es afectada por cambios térmicos
y, una vez obtenida la secuencia, pueden ser sintetizadas con alta reproducibilidad y pu-
reza por empresas especializadas, a costos razonables (Song et al., 2008). Mas atn, las
modificaciones quimicas precisan de procedimientos mas sencillos que los anticuerpos y
permiten probar diferentes estrategias de reconocimientos (Gopinath et al., 2014). Las
caracteristicas mencionadas no solo los hacen ideales para el desarrollo de herramientas
de monitoreo, sino también para acoplarlos a diferentes métodos de transduccién (Daniel
et al., 2013; Cheng et al., 2018; Citartan and Tang, 2019; Weerathunge et al., 2019; Zhao
et al., 2021; Yue et al., 2021).

1.1.4. Biosensores para plaguicidas: transduccién

La interaccion entre el aptamero y su analito induce cambios que pueden detectarse
de diferentes maneras. De acuerdo al tipo de senal que se genera, los sensores basados
en aptameros pueden clasificarse en electroquimicos, fluorescentes o colorimétricos. La
principal ventaja de los biosensores electroquimicos es su alta sensibilidad. Ademas, se
han desarrollado sistemas con tiempos de respuesta cortos (Liu et al., 2020) y bajo cos-
to (Phoonsawat et al., 2022). Sin embargo, los procesos de fabricacién atin requieren
de técnicas complejas (Jiao et al., 2017; Roushani et al., 2018), procesos de inmobiliza-
cion (Kumar et al., 2015) y de la modificacién de los aptameros para poder acoplarse
a la conversién de la senal (Fu et al., 2019a; Liu et al., 2020). Por otra parte, se han
desarrollado plataformas de alto rendimiento que involucran mediciones de fluorescen-
cia (Cheng et al., 2018; Chen et al., 2021) pero que requieren de multiples pasos y de
personal entrenado. Ademas, necesitan una fuente de luz y acoples especiales para poder
reemplazar instrumentos voluminosos (Majdinasab et al., 2021). Los sistemas de deteccién
electroquimicos y fluorescentes han mostrado buen desempeno analitico pero requieren
de la funcionalizacién del aptamero y atin no son totalmente adecuados para el monitoreo
ambiental.

En la deteccién colorimétrica, la senal puede ser capturada por un instrumento éptico
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o simplemente a o0jo desnudo en determinaciones cualitativas o semi-cualitativas (Mor-
bioli et al., 2017). El principio de deteccién maés utilizado cuando se emplean aptdmeros
es el cambio de color de nanoparticulas de oro (AuNPs). El creciente interés por los na-
nomateriales y sus caracteristicas particulares ha fomentado la evolucién de técnicas de
sintesis para la obtencién de coloides estables de tamano y forma controlados (Zeng et al.,
2011; Majdinasab et al., 2021), que se han empleado en diversas aplicaciones, incluidas la
terapéutica, la medicina forense, la obtenciéon de imagenes y la deteccién. En particular,
el uso de AulNPs en el desarrollo de herramientas de monitoreo ambiental ha sido notable
en los tultimos anos (Sadiq et al., 2022).

Las AuNPs tienen una alta relacién superficie/volumen, se pueden funcionalizar con
moléculas orgdnicas y biolégicas, y presentan propiedades cataliticas y eléctricas uni-
cas (Amendola et al., 2017). Sin embargo, la caracteristica principal de las AuNPs, que
explica su uso extendido en el desarrollo de sensores, proviene de su naturaleza metalica
y del tamano cominmente utilizado, entre 2 y 100 nm de didmetro. Las nanoparticu-
las metdlicas (NPMs) permiten monitorear un evento de reconocimiento en tiempo real
como consecuencia del fenémeno Optico que experimentan al interaccionar con la luz.
El fenémeno se denomina resonancia de plasmones superficiales localizados (Localized
surface-plasmon resonance, LSPR) y les permite exhibir un color que depende de su ta-
mano, forma y estado de agregacién (Willets and Van Duyne, 2007). En las NPMs que
son mas pequenas que la longitud de onda () de la luz incidente, su nube electrénica es
capaz de interactuar con el campo eléctrico y moverse en funcién del mismo. Al propa-
garse la luz, la nube de las NPMs vibra absorbiendo energia de la onda luminica, lo que
se conoce como plasmon. El pico de absorcién que se observa, en general, tiene mayor A a
medida que aumenta el tamano de la particula. Ademas, depende del metal utilizado, de
la morfologia de la agregacion, de las modificaciones de superficie y del indice de refrac-
cién del medio (Njoki et al., 2007). El pico corresponde a la regién de la luz absorbida
por el sistema y convertida en energia cinética que se utiliza, precisamente, para poner
los electrones de conduccién a oscilar. La absorcion de los metales oro (Au), cobre (Cu) y
plata (Ag) se encuentra dentro del rango espectral visible e infrarrojo cercano, por lo tan-
to son los méas investigados por su potencial aplicacién en sensores colorimétricos (Langer
et al., 2015). Las AuNPs de 13 nm de didmetro presentan en solucién un color rojo vinoso
que se produce por su interaccién con longiutdes de onda de 520 nm y la consecuente
absorcion en el rango visible del verde azulado. En las AuNPs de mayor tamano, el pico
de absorcion se corre hacia los 600 nm y presentan colores azules y violetas, por absorber
los colores amarillos y anaranjados.

El efecto LSPR se utiliza para el principio de deteccién basado en la desestabilizacién
coloidal, sin necesidad de funcionalizar las AuNPs ni de introducir modificaciones a los
aptameros (Weerathunge et al., 2019; Liu et al., 2020). Se lo denomina label-free y es
un método de detecciéon muy utilizado precisamente por su simplicidad (Gopinath et al.,
2014). Las AuNPs en solucién estan estabilizadas por iones negativos que se adsorben
en su superficie y forman una doble capa eléctrica que genera repulsion electrostatica
entre las particulas coloidales. La agregacién ocurre cuando el potencial de la doble capa
no es suficiente o la doble capa es muy delgada (alta concentracién de sal); en estas
condiciones, las particulas se atraen entre si mediante fuerzas de van der Waals, que
predominan sobre las de repulsién electrostatica. Una forma muy eficiente de conferir
estabilidad coloidal es recubrir las particulas con polimeros, de modo que la repulsion
estérica entre los residuos poliméricos de diferentes particulas siempre asegura que la
atraccion de van der Waals sea despreciable (Hunter, 2013). Las moléculas de ADN simple
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Figura 1.1: Principio de deteccién colorimétrico label-free empleando AuNPs y
aptameros.

cadena de los aptameros pueden adherirse a las AuNPs, aparentemente por interacciones
hidrofébicas (Nelson and Rothberg, 2011), formando complejos que les proveen estabilidad
ante la induccién de la agregacién con sales (Li and Rothberg, 2004). Es decir éstos
evitan la agregacion de las AuNPs ante agentes desestabilizantes, como el cloruro de
sodio (NaCl), y la solucién mantiene su color rojo. Sin embargo, cuando se encuentra
presente la molécula de reconocimiento, los aptameros se unen a la misma y las AuNPs
quedan desprotegidas, se agregan ante la presencia de NaCl y se produce un cambio
de color por el corrimiento del pico de absorcién. Dependiendo del nivel de agregacion
de las nanoparticulas, el cambio es gradual hacia el azul y se puede relacionar con la
concentracién de analito (Chen et al., 2014; Cheng et al., 2018; Weerathunge et al.,
2019; Soongsong et al., 2021). En la Figura 1.1 se muestra un esquema representativo del
proceso.

Si bien este sistema es simple, rdapido y econdémico, para poder realizar una lectura
precisa del cambio de color y obtener una medida cuantitativa, es necesario utilizar un
espectrofotémetro (Bala et al., 2017; Cheng et al., 2018; Soongsong et al., 2021; Huang
et al., 2021).

1.1.5. Microdispositivos basados en papel para determinaciones
analiticas

El papel ha jugado un rol significativo en el andlisis quimico por muchos anos. Las pri-
meras aplicaciones consistieron en separaciones cromatograficas y electroforéticas (Miiller
and Clegg, 1949; Toennies and Kolb, 1951; Kunkel and Tiselius, 1951). En los 80 surgié
el ejemplo mas prominente en el andlisis bioquimico: el test de embarazo, un dispositivo
de flujo lateral que permite la lectura del resultado en minutos y puede realizarse sin asis-
tencia médica (Yetisen et al., 2013). En las dltimas dos décadas, el uso del papel ha sido
reintroducido y ha tomado un rol protagénico en el diseno y fabricacion de dispositivos
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de microfluidica. En 2007 se publicé un trabajo del grupo de George Whitesides, de la
Universidad de Harvard, que provocé un gran impacto (Martinez et al.,; 2007). En él se
reporta el primer dispositivo analitico microfluidico basado en papel (uPAD, por las si-
glas en inglés de Microfluidic paper-based analytical device), un dispositivo de biosensado
simultaneo de glucosa y proteinas empleando solo 5 pl de orina. En el trabajo, se describe
el método de grabado del papel por deposiciéon de un polimero hidrofébico que permite
la obtencion de canales milimétricos y la definicién de zonas de detecciéon. Se demuestra
que, mediante una estrategia simple y rapida, se pueden obtener diferentes geometrias
para manipular el flujo y poder realizar reacciones quimicas y analisis bioquimicos en el
dispositivo. Ademas, se han identificado numerosos desarrollos que no son puramente del
area de microfluidica pero que utilizan los fundamentos. Es por eso que, para reconocer el
gran campo de aplicaciones, el nombre de la técnica se redujo simplemente a dispositivo
analitico basado en papel (PAD, del inglés Paper-based analytical device) (Martinez et al.,
2007; Yetisen et al., 2013; Desmet et al., 2016).

En el area del monitoreo ambiental, el uso del papel como sustrato de fabricacién
de dispositivos también ha adquirido relevancia en los 1ltimos afios (Chen et al., 2014;
Sicard et al., 2015; Meredith et al., 2016; Morbioli et al., 2017). El papel de celulosa
es un sustrato asequible en la gran mayoria de los paises y en una amplia variedad de
presentaciones. La abundancia de celulosa (méas del 50 % de la biomasa), su bajo costo
y biodegradabilidad, y las alternativas de prototipado simple y a gran escala, ofrecen
ventajas comerciales y ambientales muy atractivas (Ahmed et al., 2016). Ademas, es un
sustrato liviano (10 mg/ cm” aprox.) Es por eso que el uso de papel ha resurgido y se ha
consolidado como una alternativa interesante frente al uso de otros sustratos tradicionales
como el vidrio, el silicio o los compuestos poliméricos (Meredith et al., 2016).

Otra caracteristica fundamental del papel y los sustratos porosos, es el transporte de
fluidos por accién capilar sin necesidad de fuentes externas de energia (Elizalde et al.,
2015; Schaumburg et al., 2018; Mora et al., 2019). Si bien esta caracteristica resulta
favorable para cualquier tipo de aplicaciones, es de particular interés para los dispositivos
portatiles que pretenden prescindir de cualquier equipamiento adicional. Por otra parte,
la morfologia de la red de microfibras aumenta la relacién de superficie/volumen y la
capacidad de carga, lo que resulta 1til para realizar reacciones quimicas o de deteccién.
Ademas, como polimero natural biocompatible, el papel de celulosa puede utilizarse como
soporte para células o microorganismos sin causar efectos adversos.

Desde la introduccién del concepto de pPAD, se desarrollaron diversas técnicas de
fabricacién que se basan en dos estrategias principales: el uso de un laser o la generacion
de delimitaciones hidrofébicas. Con la primera se puede realizar un grabado o un corte
sobre el papel. El grabado implica la eliminacién de un determinado grosor de sustrato
de papel mediante un laser de COs, lo cual permite la modificacion de la superficie para
localizar reactivos o ajustar la velocidad de absorcion. Por su parte, el corte permite la
definicion de canales o de PADs independientes. En cuanto a la segunda estrategia, en
el trabajo de Martinez et al. (2007) se obtienen barreras por litografia, los bordes son
nitidos y bien definidos. Sin embargo, el proceso de fabricacién es complejo y costoso, y
requiere de equipamiento y del reactivo fotorresistente. Es por eso que, desde entonces,
se han desarrollado varias alternativas. La impresion con cera es un método econémico
y ampliamente utilizado, el proceso de fabricacion es muy simple, de alto rendimiento
y permite el prototipado a gran escala. La definicién esta limitada por el derretimiento
de la cera, por lo cual su utilizacién también dependera de la precisiéon que requiera el
dispositivo (Carrilho et al., 2009). El inconveniente principal que afronta este método es
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que las impresoras de cera fueron discontinuadas del mercado en 2017. Como alternativa,
se utilizan impresoras convencionales de escritorio con diferentes tintas hidrofébicas que se
pueden adaptar a las necesidades del dispositivo (Yamada et al.; 2015). Otras técnicas de
impresion, como la serigrafia y la flexografia, también son excelentes para la produccién a
gran escala de dispositivos de papel (Olkkonen et al., 2010; Cate et al., 2015). Sin embargo,
estas técnicas requieren una infraestructura costosa y no son facilmente adaptables a
nuevos disenos de dispositivos.

1.1.6. Analisis de patrones y el efecto del anillo de café

Una gota apoyada sobre una superficie recibe el nombre de gota sésil y conforma un
sistema de tres fases. Las fases sélida, liquida y gaseosa estan formadas por el sustrato
de apoyo, la gota y el aire, respectivamente. A su vez, este sistema posee 3 interfaces: la
interfaz liquido-vapor, ubicada sobre la superficie externa de la gota; la interfaz sélido-
liquido, superficie mojada del sustrato; y la interfaz sélido-vapor, que corresponde a la
porcién que no estd en contacto con la gota (Li, 2008). En la interseccién de estas tres,
encontramos la linea de contacto, es decir, el perimetro de la gota sobre la superficie.
Respecto a la forma, dependera de la tensiéon superficial del liquido y de la naturaleza de la
superficie (Yang et al., 2022). En el caso del agua como componente principal, se produce
la fijacion de la gota en la superficie por su elevada tension superficial. La gravedad
modifica la forma de la gota si esta tiene un radio mayor a 1 mm, aproximadamente.
El balance de fuerzas produce que, en una superficie moderadamente hidrofilica, la gota
adquiera una forma semi-esférica. Sin embargo, al aumentar el grado de hidrofobicidad
de las superficies, la gota se confina adquiriendo una forma cada vez mas esférica para
disminuir su drea de contacto (Yang et al., 2022). Precisamente, la definicién del angulo
de contacto se utiliza para caracterizar la hidrofobicidad de los materiales. Con un valor
mayor a 90°, se considera que la superficie es hidrofébica.

La evaporacién de una gota sésil es un fenémeno comiin en la naturaleza. La dismi-
nucién gradual del volumen de liquido es consecuencia de la diferencia entre la presién de
vapor en el ambiente y la presién de vapor inmediatamente por encima de la gota, que
induce la aparicién de un flujo difusivo (Li, 2008). La presencia de solutos no volatiles en
la gota conlleva a la formacién de un residuo en forma de anillo en la linea de contacto.
El efecto es consecuencia de que la tasa de evaporacion es mayor en la linea de contacto,
lo cual induce un flujo radial hacia afuera en el interior de la gota. Este fenomeno se
denomina efecto del anillo de café (CR, del inglés Coffee-ring effect), y fue descripto por
primera vez por Deegan et al. (1997). En el caso de las soluciones coloidales, la formacién
del CR es consecuencia del desplazamiento de particulas en la periferia de la gota y se
observa tanto en sustratos sélidos como porosos (Nilghaz et al., 2015).

Diferentes modificaciones en la composicion coloidal o en las condiciones externas de
las gotas conducen a la alteracion o incluso a la supresién del efecto CR. La formacién
del CR genera inconvenientes en numerosas aplicaciones précticas, en procesos de im-
presion por inyeccion de tinta, fabricacién de pinturas, sintesis de estructuras ordenadas,
entre otros; es por eso que se han estudiado numerosas estrategias para suprimirlo (Li
et al., 2015; Zang et al.; 2019). En contraste, otros estudios indican el aprovechamiento
del efecto del CR para separaciones cromatograficas, preparacion de fluidos biolégicos,
procedimientos de pre-concentracién y otros mecanismos donde el flujo capilar posibilita
la manipulacién de muestras bioldgicas (Li et al., 2015).

Asimismo, las alteraciones del efecto CR se han empleado en diferentes sensores para
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la deteccién de analitos, por ejemplo para determinar proteinas (Wen et al., 2013), acidos
nucleicos (Li et al., 2015) y glucosa (Zhang et al., 2018), y se estdn explorando otros
usos de la informacién contenida en los patrones de las gotas evaporadas para técnicas
de diagnéstico (Sefiane et al., 2021). En el trabajo de Trantum et al. (2014) se detecta
en 10min la presencia de un bacteridfago por la alteracion del patron de deposiciéon de
particulas de 1 pm funcionalizadas con el anticuerpo correspondiente.

El andlisis de patrones como senal de deteccion, en reemplazo de mediciones de color,
tiene la ventaja de ser relativamente tolerante a las variaciones de la luz exterior, lo
que permite lecturas mediante camaras normales de teléfonos celulares y sin requisitos
especiales de iluminacion.

Se describe a continuacion el desarrollo de una plataforma de biosensado portatil,
robusta y especifica, para la deteccion de CPS en agua. Se emplea una mecanismo de
sensado sencillo sobre una tarjeta de papel que permite el reemplazo de la lectura colo-
rimétrica por el andlisis del patrén producido por la evaporacién de gotas que contienen
la muestra de agua y los reactivos: solucién coloidal de AuNPs, aptameros como elemento
de reconocimiento biolégico y NaCl como inductor de la agregacion. De esta manera, el
sistema prescinde de una fuente de iluminacién externa especifica y puede ser acoplado a
la toma de imagenes con un teléfono celular y al posterior andalisis automatizado mediante
un programa especializado, lo que lo convierte en una herramienta adecuada para su uso
efectivo fuera del laboratorio y para la recoleccion de datos de utilidad en el monitoreo
ambiental.

1.2. Objetivos

Desarrollar un dispositivo de sensado portatil basado en aptameros para la deteccion
cuantitativa de CPS en agua. El cumplimiento de este objetivo implica la realizacion del
diseno conceptual del dispositivo, la fabricacién de prototipos sobre sustratos porosos,
la adaptacién de la reaccion de deteccion sobre papel y la realizaciéon de pruebas con
muestras reales y en diferentes ambientes, para determinar su aplicabilidad a campo.

1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Reactivos

El CPS PESTANAL®, el 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) PESTANAL® y el
acido clorodurico (HAuCly) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argenti-
na). El citrato de sodio fue provisto por Anedra (Buenos Aires, Argentina). El diclorvos
(DCV), fenitrotién (FTT), pirimifos-metil (PMM), carbaril (CBR) y glifosato (GFS) se
obtuvieron de Chem Service (Buenos Aires, Argentina). La laminadora y los polimeros
translicidos de laminacién tamafio carnet (130 x 90 mm y 150 pm de espesor) se compra-
ron en DASA (Buenos Aires, Argentina). El aptdmero se obtuvo liofilizado y se disolvié
en agua MilliQ estéril a la concentracion recomendada por el fabricante. Se preparé un
solucion stock de CPS en etanol que se conservé a 4 °C. Para la preparacién de todas las
soluciones de trabajo, se empled agua MilliQ).
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Nucleotidos
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Figura 1.2: Visualizacion de la estructura 3D del aptamero y los sitios de uniéon mas
probables. Las moléculas de CPS se senalan con una flecha roja.

1.3.2. Seleccion del aptamero

El aptamero especifico para CPS es una secuencia de ADN de 91 nucleétidos (5'-C
CTGCCACGCTCCGCAAGCTTAGGGTTACGCCTGCAGCGATTCTTGATCGCG
CTGCTGGTAATCCTTCTTTAAGCTTGGCACCCGCATCGT-3) desarrollada por
Lei et al. (2012) y utilizada posteriormente por varios grupos que disefiaron biosensores
empleando diferentes estrategias de deteccién (Jiao et al., 2016; Roushani et al., 2018;
Cheng et al., 2018; Liu et al., 2020; Soongsong et al., 2021). La sintesis y purificacién de
grado HPLC (por las siglas en inglés de cromatografia liquida de alto desempeno, High-
performance liquid chromatography) fue realizada por la empresa Genbiotech (Buenos
Aires, Argentina). No se implementaron modificaciones a la secuencia original publicada.

La caracterizacion estructural del aptamero se realizé en colaboracion con el Dr. Fer-
nando E. Herrera del Depto. de Fisica (FBCB - UNL), y se sigui6 la metodologia publicada
por Zhang et al. (2014). Brevemente, se generé un modelo 3D de la estructura (Popenda
et al.; 2012) a partir de la prediccién de la estructura secundaria con MFOLD (Zuker,
2003). Las moléculas del analito se crearon con PyMOL Molecular Graphics System. El
modelado se realizé con Visual Molecular Dynamics (Humphrey et al., 1996), y la visuali-
zacién con ParaView (Ahrens et al., 2005). Se obtuvo una representacién de la estructura
del aptamero con los sitios de union, tal como se muestra en la Figura 1.2.

1.3.3. Sintesis de nanoparticulas de oro (AulNPs)

Para la sintesis de las AuNPs se utilizé la técnica de reduccién de oro, de Aut? a
Au® atémico, en presencia de citrato, que actiia como reductor y estabilizante coloidal.
El método, originalmente publicado por Turkevich et al. (1951), ha sido ampliamente
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utilizado y optimizado para la obtencién de nanoparticulas estables, esféricas y con baja
dispersién de tamano, de entre 10 y 50 nm de didmetro (Sadiq et al., 2022). Para la
obtencién de AuNPs de 13 nm, se colocé sobre una placa térmica un Erlenmeyer con
una manta térmica y un sistema de reflujo acoplado, y se agregaron 200 ml de agua ultra
pura que se calenté hasta ebullicion homogénea. En este punto, se agregaron 400 pl de
solucién de HAuCly 50 ng/ml y 650 pl de solucién de citrato de sodio 50 pg/ml. Se observéd
la aparicion de color azul intenso dentro del primer minuto de reaccién que vird a rojo
vinoso en los 2-3 minutos posteriores. A partir de alli, se continué calentando por 30
minutos mas.

La forma, tamano y distribucién de las particulas fue analizada mediante microscopia
de transmision electréonica (TEM). Se utilizé el microscopio de alta resolucién, JEM-2100
plus (JEOL, Tokyo, Japén) equipado con un emisor LaB6 y operado con un voltaje de
aceleracion de 200kV. La concentracién de las AuNPs en solucién se calculé de acuerdo
con la Ley de Beer-Lambert a partir del espectro de absorcién obtenido en un espectro-
fotémetro UV /VIS (PerkinElmer Lambda 35, USA).

1.3.4. Diseno y fabricacién de las tarjetas

El programa CR Code Analysis se desarrolld en Python para diseniar las tarjetas,
denominadas CR Code Cards, y para analizar las imagenes tomadas de los ensayos. El
diseno de las tarjetas tuvo en cuenta la integracion con el andlisis automatico a través
de un programa especializado. Las tarjetas son rectangulares y contienen 4 sitios de
analisis, identificados como: C1 y C2 para los controles, y Sa y Sb que se utilizan para
analizar la muestra por duplicado. En las esquinas de las tarjetas se colocaron marcadores
de referencia, o fiduciarios, que se obtuvieron de la biblioteca ArUco (Romero-Ramirez
et al., 2018).

Las tarjetas se fabricaron sobre papel de filtro Whatman No. 1 (GE Healthcare,
USA) y se emple6 una impresora de cera ColorQube 8580 (Xerox, Norwalk, CT, Estados
Unidos) para imprimir las marcas fiduciarias, los sitios de andlisis y las referencias. Para
la delimitacion de los sitios de analisis, de forma circular, se aplicé una temperatura de
150°C durante 1min. El didmetro final de cada pocillo fue de 5mm. Posteriormente,
las tarjetas se laminaron para aumentar su robustez. A los polimeros translicidos de
laminacion se les recorté un area cuadrada de la capa superior que abarca los cuatro
sitios de deteccion. Luego, el conjunto se cubrié con papel blanco de impresora y se
laminé a 65 °C, temperatura que no altera las marcas impresas en cera.

1.3.5. Deteccién de clorpirifés (CPS)

Todos los ensayos de deteccion de CPS se realizaron por cuadruplicado. El procedi-
miento fue el siguiente: se mezclaron en un tubo 30l de aptamero con 80l de AuNPs
en la relacion molar de 6:1. Luego, se agregaron 30 pul de una soluciéon de CPS en el rango
de concentraciones de 0,048 pM a 482 pM. La solucién se incubd a temperatura ambiente
por 60 min. Cumplido el tiempo de incubacién, se agregaron 20pul de una solucion de
NaCl 1 M. El volumen final fue de 160 nl. Luego de 15 minutos, se tomaron 20ul que
se colocaron sobre los sitios de analisis correspondientes de las tarjetas. Las gotas de-
positadas cubrieron completamente el pocillo de bordes hidrofébicos. La evaporacion de
las gotas se realiz6 en condiciones controladas de temperatura (7), 24°C, y de humedad
relativa (HR), aproximadante 30 %. La obtencion y control de estas condiciones se detalla
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en la Seccion 1.3.8. Luego de la evaporacion completa del liquido, se tomaron fotos de las
tarjetas con un teléfono celular segin las condiciones que se detallan en la Seccién 1.3.6.

En todos los ensayos realizados, se incluyeron dos controles. El control positivo de
agregacion C1, en el cual el aptamero es reemplazado por agua MilliQ, permite verificar
que las AuNPs son capaces de agregarse ante la adicién de sal y que no se han estabilizado
con algin compuesto presente en la muestra a analizar u otra variacion experimental. El
control negativo C2, al cual no se adiciona CPS, permite controlar el correcto funciona-
miento del sistema de deteccion.

1.3.6. Obtencién y analisis de datos

Para la obtencion de los datos, se toman iméagenes de las tarjetas, una vez que las
gotas depositadas sobre los sitios de andlisis se evaporaron completamente. Se emplea la
camara de un teléfono celular con el flash encendido y y el resto de las configuraciones
en sus valores predeterminados. En la Figura 1.3a se muestra el procedimiento. Como se
observa, no es necesario alinear perfectamente la tarjeta o posicionar el teléfono paralelo al
plano de la tarjeta. Tampoco se requieren dispositivos externos ni fuentes de iluminacion
particulares.

El desarrollo del programa CR Code Analysis, que se utilizé tanto para disenar las tar-
jetas como para analizar las imagenes obtenidas de los ensayos, se realizé en colaboracion
con el Ing. Gabriel S. Gerlero del Centro de Investigacién de Métodos Computacionales
(CIMEC) (UNL - CONICET). La implementacién hace uso de la biblioteca de cddigo
abierto OpenCV (Bradski, 2000) y del médulo ArUco (Romero-Ramirez et al., 2018).

El procesamiento de la imagen comienza con la identificacién y captura automatica de
los datos (AIDC, por las siglas en inglés de Automatic identification and data capture). Se
identifican la posicién y orientacion de los fiduciarios en la imagen capturada para realizar
una transformacion de perspectiva mediante una proyeccion homografica. Esto permite
obtener una imagen estandarizada de la tarjeta. Si el primer paso no resulta suficiente
para la determinacién precisa de los sitios de analisis, se realiza una instancia adicional
que consiste en aplicar la transformada de Hough para circulos (Illingworth and Kittler,
1987) que permite refinar la ubicaciéon. A continuacién, se realiza una transformacion
geométrica empleando el sistema de coordenadas polares r-6 con origen en el centro de
cada disco, donde 0 es el angulo polar y r es el radio. Se muestra un ejemplo representativo
de este paso en la Figura 1.3b. Esta transformacién simplifica el calculo del promedio de
las intensidades de la luz reflejada para todo angulo polar 6, en cada valor de radio r.
De esta manera, se obtiene un grafico como se muestra en la Figura 1.3c. La informacion
obtenida se emplea para cuantificar el grado de supresién del efecto CR y asi determinar
la concentracién de CPS en cada sitio de andlisis por medio de una curva de calibrado.

1.3.7. Evaluacion de especificidad e interferencias

La especificidad del método de deteccién propuesto se evalué reemplazando el CPS
por otros plaguicidas, incluyendo insecticidas y herbicidas. Se evaluaron el DCV, FTT,
2,4-D, PMM, GFS y CBR. Las soluciones se prepararon en la concentracion de maxima
solubilidad en agua de cada compuesto.

Para estudiar el efecto de las interferencias, se prepararon mezclas binarias de CPS-
2,4-D, CPS-GFS y CPS-FTT.
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Figura 1.3: Proceso de obtencién de datos en una CR Code Card. (a) Transformacion
geométrica de un disco de deteccién correspondiente a C2 (radio 2,5mm). Las marcas y
contornos se agregan para clarificar el cambio de perspectiva. (b) Transformacion
geométrica de un disco de deteccién correspondiente a C2 (radio 2,5mm). Las marcas y
contornos se agregan para clarificar el cambio de perspectiva. (c¢) Intensidad de luz
reflejada promediada en ¢ para cada posicién radial r del patréon del C2.
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1.3.8. Desempeno de la plataforma

Para determinar la reproducibilidad de los ensayos bajo condiciones de operacién
variables, se analizaron los controles C1 y C2 empleando diferentes valores de T'y HR
durante la etapa de evaporacion de las gotas sobre las CR Code Cards. Especificamente,
se evaluaron tres T: 18, 24y 30°C, y dos niveles de HR: 30 % y 60 %. Estas condiciones
se lograron colocando las tarjetas, con las gotas depositadas en los sitios de andlisis,
dentro de un contenedor con tapa, el cual se coloco a su vez en una estufa de laboratorio.
La temperatura deseada se fijé con el controlador digital de la estufa. La HR de 60 %
se alcanzé colocando una solucién saturada de sulfato de potasio (K3SO,) dentro del
contenedor. Para lograr 30 % de HR, se emplearon perlas de silica gel. Los pardmetros se
controlaron con un termo-higrémetro (Boeco, Alemania). Se registré el tiempo requerido
para el secado completo de las gotas bajo cada condicién ensayada.

Con el objeto de evaluar la influencia del pH de la muestra incégnita en la detec-
cién de CPS, se evaluaron los controles C1 y C2. Para ello, los 30 il correspondientes a la
muestra, se reemplazaron por agua al pH requerido. Los valores de pH analizados estuvie-

ron comprendidos entre 6 y 8, y se alcanzaron mediante el agregado de acido clorhidrico
(HCI) 0,12M o de hidréxido de sodio (NaOH) 0,04 M, segin corresponda.

Por otro lado, a fin de evaluar el desempeno del ensayo bajo diferentes condiciones
de iluminacién, se compararon las imagenes tomadas dentro del laboratorio (con luz
artificial) y en el exterior. Para las imagenes adquiridas en el exterior, se evaluaron las
siguientes condiciones: luz solar directa, luz solar indirecta (sombra homogénea) y luz
solar indirecta con la tarjeta en un plano inclinado de 20° respecto al teléfono. Para cada
condicién, se evalué ademas la opcion con y sin flash.

En todos los ensayos descriptos en esta seccién, se tomo una foto de la tarjeta una
vez completa la evaporacién de las gotas, las imagenes se analizaron con el programa CR
Code Analysis y se compararon mediante indicadores estadisticos como el desvio estandar
relativo (RSD, del inglés Relative standard deviation) o el porcentaje de variaciéon (Var %).
Los ensayos se realizaron por cuadruplicado en todas las variaciones mencionadas, excepto
para las condiciones de T y la HR, que se hicieron por duplicado.

Por ultimo, se evalud la estabilidad del patrén generado en los sitios de deteccién
de las tarjetas a lo largo del tiempo. Se tomaron fotos cada 24 h, durante 3 dias, de 6
tarjetas que contenian dos sitios de deteccién para cada control. Se consideré como t=0
al momento en el cual las gotas de cada tarjeta se habian secado completamente.

1.3.9. Deteccion de CPS en agua de rio

Se estudid la capacidad del biosensor para la identificacién y cuantificacion de CPS
en muestras reales de agua. Para ello, se realizaron los ensayos con agua recolectada de
la Laguna Setubal (31°3527”S 60°37'59"W), frente a la ciudad de Santa Fe, Argentina.
Las muestras de agua se filtraron 3 veces a través de una membrana de nylon con un
tamano de poro de 0,22 m, luego de lo cual se les adicioné una cantidad conocida de
CPS. Los resultados obtenidos se compararon con la técnica de Cromatografia liquida
de ultra alta eficiencia (UHPLC, por las siglas en inglés de Ultra high performance liquid
chromatography). El procedimiento de la técnica de referencia fue realizado por la Lic.
Maria Rosa Repetti del PRINARC (Programa de Investigacién y Anélisis de Residuos y
Contaminantes Quimicos) (FIQ-UNL).
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1.4. Resultados y discusién

1.4.1. Mecanismo de deteccion

A fin de verificar el correcto funcionamiento del mecanismo de deteccién basado en
aptameros, se realizaron mediciones espectrofotométricas de controles y de patrones de
CPS en solucion. Los resultados se muestran en la Figura 1.4.

En ausencia de aptameros (C1), las AuNPs se agregan al anadir sal, cambiando el
color de la solucién de rojo a azul. Cuando los aptameros se unen a las AuNPs (C2),
evitan la desestabilizacion coloidal inducida por la sal, las AuNPs no se agregan y la
soluciéon permanece roja. En presencia de CPS (48 uM), se distingue un estado inter-
medio en la zona espectral de agregaciéon (A de 600 a 700 nm, aproximadamente). Esto
indica que el aptamero especifico de CPS se disocia parcialmente de las AuNPs para
unirse a las moléculas de CPS. Por lo tanto, el aptamero seleccionado detecta satisfacto-
riamente al analito. En la Figura 1.4a se observan los colores de las soluciones coloidales
obtenidas. Ademas, estos experimentos validan implicitamente las caracteristicas de las
AuNPs sintetizadas. En particular, todas las curvas de la Figura 1.4b presentan un pico
de absorbancia en 520 nm, lo cual indica la presencia de oro.

Las AuNPs también se caracterizaron por TEM. Las imagenes mostraron la presencia
de particulas cuasi-esféricas y bastante monodispersas, como se observa en la Figura 1.4c,
con un didmetro promedio de 13 + 2 nm. Las AuNPs recién preparadas (suspensién
coloidal sin agentes estabilizadores) se mantienen estables para su uso unos 45 dias en
almacenamiento refrigerado; este tiempo determina la vida 1til del conjunto de deteccion,
ya que los aptameros especificos de CPS pueden conservarse varios meses.

1.4.2. Sistema de lectura

El analisis de las tarjetas con el programa CR Code Analysis permitié identificar los
sitios de deteccion con gran precision, atin en imagenes desalineadas. Esta caracteristica
es crucial para la cuantificacién del efecto CR dentro de las pequenas dimensiones de los
sitios (los detalles se dieron en la Seccién 1.3.6).

Como se ha descrito, cuando el CPS no esta presente en la solucién de prueba, las
AuNPs se encuentran estabilizadas por la presencia de los aptdameros y la adicién de
sal no produce su agregacion. Cuando se coloca una gota de esta solucién en el sitio de
deteccion, comienza inmediatamente la evaporacion del agua de la superficie de la gota.
Este proceso es mas rapido en la zona de la linea de contacto de la gota, por lo que el
liquido del interior de la gota fluye hacia el exterior para reponer la pérdida de agua
en la periferia de la gota. Como consecuencia, se induce un perfil de concentraciéon de
particulas, con enriquecimiento de AuNPs en la region de la linea de contacto de la gota.
Una vez que la gota se ha evaporado por completo, la distribuciéon de AuNPs produce
un patrén en forma de anillo. Es decir, se produce el efecto CR (Deegan et al., 1997).
En consecuencia, la intensidad de la luz reflejada disminuye en los bordes del sitio de
deteccion, debido a la mayor concentracion de AuNPs que absorben la luz en la region
periférica (curva roja en Figura 1.5).

Por el contrario, cuando el CPS esta presente en la soluciéon a evaluar, se produce
la agregacion de las AuNPs. El tiempo caracteristico de este proceso es mas corto que
el tiempo de evaporacién de las gotas, y se observa una deposicién preferencial de los
agregados en la zona central del sitio de deteccién, lo que significa que el efecto CR ha
sido suprimido (Mampallil and Eral, 2018; Zang et al., 2019). En este caso, la intensidad
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Figura 1.4: (a) Tubos con las soluciones coloreadas correspondientes a: C1, C2 y una
muestra positiva de CPS (de izquierda a derecha). (b) Absorbancia en el espectro de luz
visible de diferentes soluciones coloidales luego del agregado de NaCl: AuNPs (C1),
AuNPs con aptameros (C2), AuNPs con aptameros mas CPS. (c¢) Imagen de las AuNPs
obtenida con el TEM (Escala = 20 nm).
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de la luz reflejada es mayor en la zona anular exterior, donde la presencia de agregados
de AuNPs que absorben la luz es menor (curva azul en Figura 1.5).

Para identificar los mecanismos que subyacen a la alteracion del efecto CR inducida
por la presencia del CPS se requiere mas investigacién. Se puede deducir que el patron
final es el resultado de la interaccion de diferentes procesos, como la migracion, agregacion
y adsorcion de AuNPs sobre el sustrato, junto con los flujos internos asociados a la
evaporacion de las gotas. En particular, el sistema en estudio implica una complejidad
adicional, ya que la captura del analito y la consiguiente desestabilizacion coloidal se
producen a medida que avanza la evaporacién de la gota (véase, por ejemplo, Crivoi
and Duan (2013)). Para el propdsito de esta Tesis, el hecho relevante es que existe una
correlacion entre la concentracion de la molécula a detectar y el grado de alteracion del
patron de la gota seca, que puede ser aprovechado como un sistema de lectura sensible
para el biosensor propuesto.

Para el analisis cuantitativo de los patrones, se definieron dos regiones en los sitios
de deteccién: un disco interno que abarca desde el centro hasta r = 0,5 mm, denominado
ID (inner disk); y el anillo externo, entre r = 1,75 y r = 2,25mm, denominado OA
(outer annulus). Dichas regiones se marcaron en el grafico de la Figura 1.5. Asimismo,
se definieron Ipp e I1p como las intensidades de luz reflejadas promedio de OA y de
ID, respectivamente. Luego, se calculd la relaciéon entre esas intensidades como IR =
Ioa/Iip. El valor de IR permitié identificar adecuadamente los ensayos que presentaban
una alteraciéon del CR originado por la presencia de CPS. Y lo que es mas relevante,
permitio determinar cuantitativamente la concentracion de analito, como se describe a
continuacion.

200 CPS
sin CPS
1D
190 OA

180

170

Intensidad de luz reflejada (u. a.)

|
0 02 05 075 1 125 15 1,75 2 225 25

r (mm)

Figura 1.5: Intensidad de luz reflejada promediada en # en funcién de la coordenada
radial. Las curvas corresponden al andlisis del patron de gotas secas de soluciones con

(azul) y sin (rojo) CPS.

1.4.3. Deteccion cuantitativa de CPS

En primer lugar, es importante mencionar que, ademéas del andlisis de las imagenes
descrito anteriormente, se exploraron cuidadosamente varios parametros fisicoquimicos
de la reacciéon para maximizar la respuesta del sensor. Por ejemplo, se optimizaron las
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concentraciones y volumenes de reactivos (AuNPs, aptamero, NaCl), los tiempos y la
temperatura de incubacién, y las condiciones de evaporacién de las gotas (7, HR; véase
la Seccién 1.4.6 para mas detalles). Los resultados que se presentan a continuacién se
obtuvieron a T' = 24°C y HR = 33 %.

Los ensayos se realizaron en una amplio rango de concentraciones de CPS, desde 0,048
hasta 4821M. A modo de verificacion, también se registraron los colores obtenidos de la
mezcla de reaccion en solucién, tal como se muestra en Figura 1.6a. Los patrones sobre el
papel de las gotas secas se pueden apreciar en la Figura 1.6b. Se evidencia que la alteracion
del CR se incrementa gradualmente con la concentracién de CPS (de izquierda a derecha).
El patron del CR con forma de anillo desaparece completamente para concentraciones de
analito superiores a 10 pM, aproximadamente. En contraste, para dichas concentraciones
elevadas de CPS, aparece un patron en forma de disco en el centro del sitio de deteccion.

La determinacién cuantitativa de CPS en las tarjetas se realizé mediante el andlisis
automatizado empleando el programa CR Code Analysis. Los resultados se muestran en
Figura 1.6¢, donde se observa claramente la correlacion entre la concentracion de analito
en las muestras y el cociente Ipa/lip. En particular, en el rango de concentraciones
representado, el IR aumenta linealmente con el logaritmo de la concentracion de CPS
(nétese la escala logaritmica utilizada para el eje de abscisas, Figura 1.6c).

1.4.4. Desempeno analitico del biosensor

El limite de deteccién (LOD) se estimé como la concentraciéon de CPS que produce
una sefial que es tres veces mayor que la senal de ruido del control negativo (C2), y el
valor resultante fue LOD = 0,2pM. El limite de cuantificacién (LOQ) se estimé como
la concentracién de CPS que produce una senal que es diez veces mayor que la senal de
ruido del control negativo (C2), y el valor resultante fue LOQ = 30 pM.

En la Tabla 1.1 se compara la sensibilidad de la plataforma presentada con la de
otros sensores reportados en la bibliografia para la deteccién a campo del CPS. y se
presentan las principales caracteristicas de cada dispositivo. Considerando el LOD, el
biosensor aqui propuesto presenta un rendimiento notable, siendo superado solamente
por dispositivos que implican la utilizacién de equipos voluminosos (Soongsong et al.,
2021; Cheng et al., 2018), necesarios para leer con precision la senal del sensor o para
procesar las muestras. Por el contrario, las imagenes de las CR Code Cards pueden ser
analizadas ain cuando hubieran sido tomadas con luz ambiente variable (luz artificial,
luz solar directa o indirecta), aspecto que se analiza mdas adelante en la Seccién 1.4.6.
Asimismo, es posible medir el analito en un amplio rango de concentraciones que abarca
5 6rdenes de magnitud.

Disminuir el LOD es de interés para detectar niveles traza. Esta optimizacién podria
lograrse mediante un ajuste del analisis matematico de las imégenes para captar con ma-
yor exactitud las variaciones que se producen a bajas concentraciones de analito. En este
sentido, la integracion de algoritmos de aprendizaje automético podria mejorar la capaci-
dad de prediccién del analisis de patrones. Por otra parte, también podrian introducirse
mejoras en el proceso de deteccion. Por ejemplo, el establecimiento de un microentorno
definido para la evaporacion de las gotas ayudaria a mejorar la robustez del sensor y, por
tanto, el LOD, aunque comprometiendo su tamano y portabilidad.

Aqui es oportuno subrayar que se estda proponiendo un dispositivo portatil, menos
sensible que los sensores mas sofisticados o los equipos de laboratorio convencionales, pero
que ofrece las ventajas de realizar detecciones sencillas, econdmicas, rapidas y en el sitio
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Figura 1.6: Resultados de los ensayos en muestras de agua con diferentes
concentraciones de CPS, desde 0,048 hasta 482 M (identificadas del 1 al 5). (a) Tubos
con las soluciones coloreadas (mecanismo basal de sensado colorimétrico). (b) Patrones
obtenidos tras la evaporacién de la gota sobre los sitios de deteccién (sistema de lectura

aqui propuesto). (c) Cociente de intensidades en funcién de la concentracién de CPS,
utilizado como curva de calibrado para el ensayo sobre las tarjetas. Los circulos negros
son los datos experimentales (las barras de error son desviaciones para n=4) y la linea
de puntos representa la regresion lineal (ecuacién: IR = 0,027In[C'PS] + 1,074;
coeficiente de correlacién: R? = 0,98.)
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Tabla 1.1: Bioensores portatiles reportados para la deteccion de CPS.

Elemento de

Dispositivo

LOD

Rango

re.co/no.Clmlento Senal de lectura Requerimientos (M) (M) Referencia

biolégico
Aptéamero Colorimétrico Espectrofotémetro Incubacién a 37°C 32 100 — 600  Weerathunge et al. (2019)
Enzima Colorimétrico Camara teléfono celular No especificado 25 0-71 Kim et al. (2018)
Enzima Colorimétrico Lector colorimétrico Acople éptico 9,4 14 - 285  Fu et al. (2019Db)
Aptamero Patrén Céamara teléfono celular Ninguno 0,2 0,048 — 482 Este trabajo
Enzima Colorimétrico Camara teléfono celular Incubacién a 37°C 0,18 0,28 — 5,70  Sankar et al. (2020)
Aptamero Colorimétrico Espectrofotometro Equipamiento 0,02 0,06 — 0,86 Soongsong et al. (2021)

de laboratorio

Aptamero Fluorescencia Cémara teléfono celular Adaptador externo 0,002 0,002 — 28  Cheng et al. (2018)

Nota: Los trabajos se ordenaron segin valores decrecientes del LOD informado.
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de muestreo. Estas caracteristicas son de particular interés para el monitoreo ambiental,
que pretende la obtencion de datos actualizados y en grandes areas de expansion para
conocer el estado de la contaminaciéon de manera dindmica (Meredith et al., 2016).

1.4.5. Analisis de especificidad e interferencias

En principio, la capacidad de la plataforma propuesta para detectar selectivamen-
te moléculas de CPS esta garantizada por la afinidad especifica del aptamero disenado
(Figura 1.2). Sin embargo, moléculas de compuestos similares podrian desencadenar la
desestabilizacién coloidal de las AuNPs, o incluso modificar los patrones obtenidos por
diversos mecanismos alternativos, dando lugar a resultados falsos positivos. La espe-
cificidad del ensayo se evalué comparando el IR de soluciones acuosas de compuestos
empleados habitualmente como plaguicidas: DCV, FTT, 2.4-D, PMM, GFS y CBR. En
todos los casos, se utilizo la concentracion de maxima solubilidad en agua. En el caso del
CPS, se utilizé 85 pM. El resultado de los ensayos se muestra en la Figura 1.7, donde es
evidente que ninguno de estos compuestos altera significativamente el efecto CR (IR es
aproximadamente uno).

1,3

1,1}

1iiilii‘

DCV FTT 2,4- PMM GFS CBR CPS

IR

Figura 1.7: Valores de IR obtenidos con otros plaguicidas potencialmente presentes en
muestras reales. Las interferencias se evaltiian en la concentracién de maxima solubilidad
y se comparan con el CPS a 85 M.

Ademas, se evaluaron posibles interferencias por la presencia de otros compuestos.
Para ello, se analizaron mezclas binarias que contenian 48 ptM de CPS mads otro compuesto
en su concentracion de maxima solubilidad en agua. Los resultados de este estudio se
presentan en la Tabla 1.2. No se observé ningun efecto de interferencia del 2,4-D. La
concentracion de CPS se sobrestimoé en presencia de GFS y se subestimé en presencia
de FTT. No obstante, la recuperacion se situ6 siempre dentro del £25% de la cantidad
esperada de CPS. Ademas, se debe tener en cuenta que los plaguicidas acompanantes
se ensayaron en su maxima concentracién posible. Por lo tanto, podemos afirmar que el
biosensado implementado en las CR Code Cards es capaz de discriminar el CPS, y que los
efectos de interferencia de otros plaguicidas (potencialmente presentes) son aceptables.
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Tabla 1.2: Resultados del estudio de interferencias.

Composicién de 1a mezcla CPS agregado CPS medido Recuperacion

" (uM) (nM) * (%)
CPS + 2,4-D 48 50 £8 105
CPS + GFS 48 60+ 9 125
CPS + FTT 48 38+ 12 82

2 Valor £+ desvio estdandar (DE), n=4.

1.4.6. Desempeno del biosensor en diferentes condiciones de

operacion

La Tabla 1.3 muestra la respuesta de los controles C1 y C2 bajo diferentes combinacio-
nes de T'y HR. Los patrones resultantes presentaron variaciones relativamente pequenas,
como indica la desviacion estandar del IR, que fue de 5,6 % y 3,8 %, para C1 y C2, respec-
tivamente. Se puede concluir que la respuesta del dispositivo se mantiene en un rango de
condiciones ambientales que coincide con la mayoria de los escenarios encontrados fuera
del laboratorio, en condiciones climaticas no extremas.

Tabla 1.3: IR de los controles evaluados en diferentes condiciones ambientales.

T HR a a Tiempo de
(°C) (%) IR C1 Ik C2 evaporacién (min)
18 34 1,29 £0,01 0,97 £0,03 125
18 61 1,16 £0,01 0,98 £0,01 170
24 33 1,25£0,08 0,92+0,01 85
24 60 1,14+ 0,02 0,94 £ 0,02 190
30 27 1,15£0,02 0,93 £0,03 80
30 57 1,26 £ 0,01 0,95 £ 0,07 110
RSD 5,6 % 3,8 %

#Valor + DE, n=2.

Ademas, se investigo la influencia del pH de la muestra. Se sabe que la agregacion de
las AuNPs se ve afectada en condiciones acidas; sin embargo, existe un amplio rango de
pHs (de 6 a 10, aproximadamente) en el que el potencial zeta de las AuNPs no cambia
apreciablemente y, por tanto, el efecto pH sobre la agregacion es despreciable, incluso
en presencia de moléculas de ADN simple hebra (Sun et al., 2009). Para verificar que
el biosensor no es afectado por el pH de las muestras, se evaluaron las respuestas de
los controles en el rango de pH 6-8. Tal como se observa en la Tabla 1.4, los patrones
dejados por las gotas no se alteraron significativamente ante las variaciones de pH. Para
ambos controles, la variacién de los valores de IR fue inferior al 4 %. Se determiné el pH
6 como limite inferior de trabajo debido a que la agregacion de AuNPs puede aumentar
significativamente a pHs inferiores, aun en presencia de cadenas simples de ADN (Park
et al., 2019). El valor del rango superior (pH 8) es arbitrario, pero razonable para muestras
de agua en escenarios ambientales. Hay otro aspecto relevante que debe mencionarse en
relacion con el pH de la muestra: su efecto potencial se atentia en la préactica, ya que
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solo se anaden 30 pl de la muestra a un volumen total de 160 nl; es decir, se produce una

dilucién 1/5 durante el procedimiento de andlisis.

Tabla 1.4: IR de los controles evaluados a diferentes condiciones de pH de la muestra.

pH IR C1? IR C2¢
6.11 1,22 £0,01 0,96+ 0,01
6.52 1,234+0,01 0,98 =+ 0,06
7.06  1,2440,02 0,93 +0,01
762 1224001 0,92=+0,02
812 12140,02 0,92+0,01
RSD 1,4% 3,9%

#Valor + DE, n=4.

Por otra parte, se analizo la influencia de las condiciones de iluminacion en la detec-
cién de los patrones formados en los sitios de deteccion. Cabe destacar que la robustez
del sistema de lectura propuesto se basa en el andlisis de patrones; es decir, el algorit-
mo tiene en cuenta la configuracion espacial del patrén, por lo que se espera que las
diferentes intensidades de luz ambiente no afecten el resultado, siempre que la tarjeta
esté sometida a una iluminacién uniforme. En la Tabla 1.5 se muestran los resultados
de los controles bajo diferentes condiciones de iluminacion. Las variaciones en relacion

Tabla 1.5: IR de los controles bajo diferentes condiciones de iluminacién.

C1 C2
n Condicién IR? Var. % IR? Var. %
0 Laboratorio 1,21 +0,04 — 0,95+ 0,03 —
1 Luz solar directa c/flash 1,28 40,03 3 0,92 + 0,06 6
2 Luz solar directa s/flash 1,32 4+ 0,06 6 0,91 £0,05 5
3 Luz solar indirecta c/flash 1,24 40,03 3 0,94 + 0,05 5
4 Luz solar indirecta s/flash 1,36 4+ 0,05 ) 0,91 £ 0,06 )
5 Luz solar indirecta c/flash, 195 +0.04 4 0.94 £ 0,04 4

inclinado 20°
Luz solar indirecta s/flash,
inclinado 20°

#Valor + DE, n=4.
Nota: La Var. % se calculé tomando como referencia los valores obtenidos en la
condicién de Laboratorio.

1,35 £0,01 10 0,92 & 0,06 6

a los valores de IR obtenidos de la misma tarjeta dentro del laboratorio son pequenas.
Estos resultados confirman la robustez que aporta el uso de intensidades relativas como
referencia para determinar variaciones en la concentracion del analito. Como se ha men-
cionado anteriormente, el tinico requisito es que la iluminacién sea homogénea en toda la
superficie de la tarjeta. Para garantizar la reproducibilidad del ensayo, deben evitarse las
sombras con irregularidades durante la obtencion de imagenes, teniendo en cuenta que
el flash LED incorporado en los teléfonos podria ser insuficiente para compensar la luz
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externa no homogénea sobre los sitios de deteccién. Finalmente, el algoritmo de andlisis
de iméagenes aplica una condicién adicional antes de informar el resultado: la diferencia
entre los valores de IR de los sitios Sa y Sb (duplicados de la muestra) no debe superar
el 15 % para que el ensayo se considere valido.

Por 1ltimo, se estudié la estabilidad a lo largo del tiempo del patrén formado en
los sitios de deteccion, tomando fotos de las tarjetas a distintos tiempos a partir del
secado completo de la gota. Los valores de IR se muestran en la Tabla 1.6. Se obtuvieron
variaciones menores al 5% en todos los casos, lo que demuestra la estabilidad de la
lectura hasta 72 h. Esto significa que el operador no debe estar pendiente del secado de la
gota para tomar inmediatamente la foto y que el tiempo extra que pase desde el secado
completo no modificara los resultados.

Tabla 1.6: Variacién del IR de los controles en funcién del tiempo luego del secado
completo.

Tiempo desde secado completo (h)*

Control 0 24 48 72 RSD promedio ”
C1 1,21 £0,07 1,20 £0,05 1,21 £0,05 1,19 £0,05 1,6 %
C2 0,95 £0,04 094 £0,03 0,94 £0,04 0,94 0,04 0,8%

2 Valor + DE, n=12.
> RSD promedio de los datos en funcién del tiempo para los 12 sitios de anélisis.

1.4.7. Deteccion de CPS en muestras de agua de rio

La capacidad del biosensor para detectar el analito en muestras reales se evalué em-
pleando agua obtenida de la Laguna Setubal. En primer lugar, se comprobd que los
resultados de los controles C1 y C2 fueran similares a los obtenidos con agua ultrapura
(datos no mostrados), lo que indica que el desarrollo del color y la formacién del patrén no
son afectados por la matriz del agua del rio. En segundo lugar, se analizaron las muestras
de agua de rio filtradas a las cuales se les adicioné cantidades conocidas de CPS. Las con-
centraciones calculadas con la curva de calibracién (Figura 1.6¢) y los correspondientes
porcentajes de recuperacion se indican en Tabla 1.7. A modo de referencia, se incluyen
en la tabla los resultados obtenidos por la técnica de referencia de UHPLC.

Tabla 1.7: Resultados de las determinaciones de CPS en agua de rio.

CPS detectado (nM) Recuperacion (%)

CPS agregado

Biosensor UHPLC Biosensor UHPLC
(nM)
0 No detectado No detectado - -
47 46 £ 2 54 + 4 98 115
117 130 £ 10 105 £ 8 112 89
234 226 + 8 294 4+ 19 96 126

2Valor + DE, n=4.
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La plataforma de deteccién fue capaz de detectar y cuantificar CPS en un amplio rango
de concentraciones, con recuperaciones comparables a las de la técnica cromatografica
estandar. Este resultado refuerza la aplicabilidad potencial del sensor desarrollado para
el monitoreo ambiental en los sitios de interés.

1.5. Conclusiones

En este capitulo se presentd un biosensor para la deteccion de CPS basado en la
utilizacion de aptdmeros y en la desestabilizacion coloidal de AuNPs. Se describié como la
supresion del efecto CR puede utilizarse para una determinacion cuantitativa y se disend
una estrategia innovadora de deteccion que consiste en el anélisis del patrén formado por
una gota evaporada sobre un sustrato poroso. Se fabricé una tarjeta de papel de filtro
con sitios de deteccién para colocar la solucién a analizar y se utilizé la interpretacion
automatica de imagenes tomadas con un teléfono celular.

En comparacion con los métodos convencionales, la plataforma propuesta no requiere
de equipamiento de laboratorio ni de personal altamente calificado, por lo cual puede
emplearse directamente en los sitios de muestro. La muestra no debe transportarse hasta
un sitio especializado, y el tiempo desde la toma de muestras hasta la obtencién del
resultado es menor a 3 h. Ademads, los costos también son considerablemente menores a los
de un analisis convencional, por lo que resulta factible la obtencion de una gran cantidad
de datos distribuidos espacialmente para monitorear la contaminacién ambiental.

Las ventajas del sistema de lectura, en relacién a otros sistemas de deteccion portatiles
que detectan cambio de color, es que la captura y el andlisis automatizado del patrén
no requiere condiciones especiales de iluminaciéon ni el empleo de accesorios externos al
teléfono celular. Cabe destacar que el programa CR Code Analysis realiza la alineacion
automatica de las fotos, la identificacion precisa de los sitios de deteccion y el andlisis de
alta precision de los patrones de las gotas. Ademas, como el algoritmo tiene en cuenta
la configuracion espacial de dichos patrones, el sistema de lectura es independiente de la
iluminaciéon ambiente.

La sintesis de los reactivos es sencilla, las AuNPs no requieren de procesos de funcio-
nalizacion y los aptameros no deben ser modificados, lo que hace factible el desarrollo
comercial de un kit de reactivos. Ademds, las tarjetas de papel impresas con cera son
desechables, econémicas y faciles de fabricar. La combinacién de estas caracteristicas con
las capacidades de los teléfonos inteligentes da como resultado un ensayo sencillo, factible
de ser realizado por personal no entrenado. Por otra parte, el acople a la telefonia movil
no so6lo proporciona resultados rapidos, sino que también permite la gestién de datos y
la trazabilidad, que son atributos muy deseables para el seguimiento de contaminantes y
sustancias peligrosas en el ambiente.

En un contexto méas amplio, se puede concluir que los hallazgos aqui presentados son
prometedores en dos direcciones principales: (i) desde el punto de vista fundamental, ya
que la relacion entre la desestabilizacién de coloides y los patrones de gotas evaporadas
obtenidos sobre papel abre muchas posibilidades para la investigacion, teniendo en cuenta
las capacidades disponibles hoy en dia para el analisis de imagenes y el manejo de datos,
y (ii) desde el punto de vista tecnolégico, ya que la combinacién de la especificidad de los
aptameros con el andlisis automatizado de patrones puede resultar aplicable, ademaés del
monitoreo ambiental, al diagnéstico médico y a determinaciones de analitos en diferentes
matrices.

Macagno, J 49



Capitulo 2

Plant-chip

2.1. Introducciéon

En este capitulo se describe el desarrollo del dispositivo Plant-chip que permite medir
la elongacién radicular en un bioensayo de germinacion. Se evalian muestras liquidas de
diversos tipos y se realiza la validacion del ensayo de acuerdo a las normas que lo rigen.
Ademas, se realiza la toma y procesamiento de los datos mediante un teléfono celular
empleando las herramientas provistas por la aplicacion appuente. Los resultados del pre-
sente capitulo fueron publicados en los articulos: Macagno et al. (2019) y Schaumburg
et al. (2022).

2.1.1. Ensayos de fitotoxicidad en plantas

La presencia de compuestos contaminantes puede ser detectada por los cambios que
causan en organismos vivos mediante la realizaciéon de bioensayos (Zucconi et al., 1985;
Bagur-Gonzalez et al., 2011; Park et al., 2016). Los ensayos de fitotoxicidad en plantas
son un tipo de bioensayo de uso frecuente en el campo de la ecotoxicologia desde la
década del ‘70 (Wang and Keturi, 1990; Gopalan, 1999; Lyu et al., 2018). Hoy en dia,
su utilizacion sigue creciendo, pues han mostrado ser valiosos indicadores para realizar
ensayos de monitoreo ambiental, para el control de tratamientos de remediaciéon y de
procesos de descontaminacion, y para la evaluacién de la toxicidad de compuestos puros
solubles, mezclas complejas y aguas (superficiales, subterrdaneas, domésticas, industriales,
lixiviados de suelos) (Wang and Keturi, 1990; Lyu et al., 2018; Mtisi and Gwenzi, 2019).
La planta de lechuga, Lactuca sativa, es un organismo modelo que ha sido recomendado
en normas nacionales e internacionales (ISO, 2012; US EPA, 1996; OECD, 2003; TRAM,
2008) para la realizacién de los ensayos de fitotoxicidad por su alta sensibilidad ante la
presencia de contaminantes. El bioensayo con semillas de L. sativa es una prueba estatica
de toxicidad aguda de 120 h de exposicion, en condiciones de oscuridad, con temperatura
y humedad controladas. Las semillas se colocan sobre un papel de germinacién embe-
bido con la muestra a analizar. En estas pruebas, cada condicién evaluada debe contar
con una cantidad de entre 80 y 100 semillas para tener significancia. Ademas, se deben
realizar dos controles de toxicidad, positivo y negativo. Este tltimo debe cumplir con
un indice de germinacién de, al menos, el 90 %. En las pruebas, se pueden evaluar los
efectos fitotoxicos de muestras liquidas en el proceso de germinacion de las semillas. Los
pardmetros toxicoldgicos propuestos por Zucconi et al. (1985) y Bagur-Gonzdlez et al.
(2011) permiten ponderar el efecto téxico de los compuestos evaluados y se calculan a
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partir de la germinacion de la semilla y la longitud de la radicula.

Como se ha mencionado, la comunidad cientifica ha validado los ensayos de fito-
toxicidad con semillas de lechuga por ser confiables, simples y econémicos. El método
convencional de realizacion emplea placas de Petri en las que se colocan las semillas sobre
un papel de germinacién embebido con la muestra liquida a evaluar. Las semillas com-
parten el mismo espacio para la elongacion radicular, por lo que resulta comtin que las
raices crezcan unas sobre otras, entrelazadas y mezcladas entre si. Esto requiere que, al
finalizar el ensayo, sean necesarias las etapas de extraccién cuidadosa, ordenamiento, ali-
neacion y medicién de las plantulas. Es importante senalar que esta desventaja funcional
tienen un alto costo operativo, es decir, los ensayos son sumamente demandantes: requie-
ren mucho tiempo, son exigentes para el operador que, ademas, debe estar entrenado, y
son propensos a la falta de reproducibilidad (Grossmann et al., 2011; Nezhad, 2014; Park
et al., 2017; Clark et al., 2020; Zhu et al., 2022). Otro aspecto importante a considerar
sobre la técnica tradicional es que los ensayos son a tiempo final, es decir, no se puede
obtener informacién durante el proceso de crecimiento porque los datos se toman una vez
cumplido el tiempo de germinacion.

2.1.2. Diseno de dispositivos

El diseno del dispositivo Plant-chip evita los inconvenientes de la técnica convencional
y propone la realizacién de los bioensayos toxicoldgicos en una plataforma novedosa,
inspirada en un campo emergente de la microfluidica: Soil-on-a-chip (Stanley et al., 2016).
La tecnologia permite realizar un ajuste preciso de los microambientes necesarios para
el andlisis de procesos fisiologicos de organismos completos, 6rganos o células. Mas aun,
el control espacio-temporal junto a la toma de imagenes de alta resolucién ofrece un
potencial sin precedentes para el estudio de los eventos biolégicos que ocurren en los
seres vivos, desde plantas hasta microorganismos, analizados como organismos completos
o a nivel celular, como asi también de las interacciones entre diferentes reinos y con el
ambiente (Sicard et al.; 2015; Stanley et al., 2016; Clark et al., 2020). En los tultimos
anos, se ha hecho uso de las técnicas de microfabricacién para desarrollar dispositivos
aptos para bioensayos. Particularmente, se han presentado plataformas que permiten el
estudio de las raices de plantas de interés en investigacién cientifica (Grossmann et al.,
2011; Nezhad, 2014; Park et al., 2017). La raiz es el 6rgano que funciona como interfase
entre la planta y el suelo, se encarga de proporcionar agua y nutrientes minerales al
resto del organismo, es capaz de responder a los cambios en las condiciones ambientales,
como disponibilidad de agua, concentracion de nutrientes, pH y salinidad. Las raices son
particularmente sensibles a danos, modicaciones y alteraciones de las caracteristicas del
medio circundante (Grossmann et al., 2011).

Plant-chip fue disenado especificamente para realizar ensayos de fitotoxicidad con se-
millas de L. sativa y propone reemplazar la técnica convencional que se realiza germinando
20 semillas en una placa de Petri. El dispositivo contiene 20 mili-canales individuales que
permiten el crecimiento radicular y la medicion directa con una regla o mediante la cap-
tura de una imagen. Los materiales transparentes utilizados para su fabricacién permiten
la observacion directa y la toma de datos sin necesidad de plataformas sofisticadas. Mas
aun, las lecturas pueden realizarse sin interrumpir el ensayo en curso, lo que permite la
informacion continua del evento biolégico y la obtencién de informacion cuantitativa muy
valiosa.

La validacion del dispositivo para los bioensayos y el aprovechamiento de las ventajas
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adicionales que provee el uso de la plataforma se realizd en dos etapas. En la primera, se
estudio el cumplimiento de las condiciones que establecen las normas que rigen el ensayo.
Para ello, se realizaron los controles de toxicidad. Luego, se evaluaron diferentes concen-
traciones del herbicidas GF'S y muestras reales de un efluentes sometido a un tratamiento
de descontaminacién. Los ensayos se realizaron en paralelo en los dos sistemas: TC co-
rresponde a la técnica convencional que emplea placas de Petri y se lo consideré como
el método de referencia; y PC a la alternativa propuesta con el dispositivo Plant-chip,
que disminuye el costo operativo y facilita la obtenciéon de datos. Con los resultados ob-
tenidos, se calcularon los indicadores toxicoldgicos correspondientes. Para éstos ensayos,
se utilizaron los prototipos 1 y 2 (ver Figura 2.1), fabricados empleando tres ldminas de
polimetil metacrilato (PMMA) un polimero termopldstico que presenta excelentes carac-
teristicas Opticas, compatible con los sistemas biologicos (Hou et al., 2017) y con una
resistencia mecanica adecuada para ser micromaquinado por ablacion laser.

Una vez verificado el correcto funcionamiento del dispositivo, se disefié un nuevo pro-
totipo, el prototipo 3 ilustrado en la Figura 2.2, que se integré a la plataforma appuente,
lo cual permite la toma de datos mediante una aplicacion en un teléfono celular y el poste-
rior procesamiento automatizado. Se realizaron ensayos del control negativo de toxicidad
y se tomaron datos en funcién del tiempo.

2.2. Objetivos

El objetivo es el desarrollo de un dispositivo para la realizacion de un bioensayo
que emplea semillas de L. sativa y su validacién para la determinacién de indicadores
toxicoldgicos de contaminacién. Ademas, se pretende la obtencién de una plataforma que
permita la lectura directa y el andlisis sistematico de la elongacién radicular mediante el
acople a la toma y procesamiento de datos con una aplicacién especifica, practica y facil
de usar.

2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Materiales

Las semillas de L. sativa fueron provistas por el programa Pro-Huerta del INTA
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Argentina) y por FeCoAgro (Federacién
de Cooperativas Argentinas, Argentina). Se almacenaron en oscuridad a 4°C hasta su
uso. Los ensayos convencionales se realizaron en placas de Petri descartables. Para todos
los ensayos se utilizé el papel de germinacién 0859 (Munktell®, Suiza). Se utilizé la
formulacién comercial de GFS Credit® (Nufarm S.A., Argentina). Todas las diluciones y
los controles negativos de toxicidad se realizaron con agua MilliQQ.

Las laminas de PMMA de diferentes espesores fueron adquiridas en Acrimev (Santa
Fe, Argentina) y cortadas con un laser de CO, de la plataforma PLS (Scottdale, Estados
Unidos).

2.3.2. Fabricacion y armado de los dispositivos

Todos los prototipos estan compuestos por tres capas rectangulares. Las capas inferior
y superior estan fabricadas en PMMA de 4 mm de espesor. La capa superior posee una
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Capa inferior

—intermedia

Figura 2.1: Prototipo 1. (a) Vista expandida del sistema multicapa. (b) Detalles de la
capa intermedia con las 20 ranuras, las dimensiones estdan en mm. (c¢) Imagen de los
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ventana rectangular que abarca todos los canales y posee un ancho de 15mm, tal como
se observa en la Figura 2.1.a. Esta ventana, permite la colocacion de las semillas y el
crecimiento de la parte aérea de la plantula. La capa intermedia posee 20 rendijas de
2mm de ancho. Entre la capa inferior y la intermedia se coloca una lamina de papel de
germinacién que abarca completamente los canales y que, posteriormente, se embebera
con la solucién a evaluar. Las capas se ensamblan entre si mediante tornillos de acero
inoxidable que se colocan en los 4 extremos. De esta manera, las capas inferior y superior
actuan como paredes y definen los canales. Una vez ensamblado el dispositivo, se utiliza
la ventana para agregar la muestra a analizar y para sembrar las semillas. Todos los
dispositivos son reutilizables, la lamina de papel es la Unica parte del dispositivo que
debe reemplazarse para volver a realizar un ensayo.

En los prototipos 1 y 2 la capa intermedia esta fabricada con PMMA de 2 mm. Difieren
entre si en la longitud de los canales, los cuales son de 50 y 80 mm, respectivamente. Las
dimensiones del prototipo 1 son 70 x 117mm y las del 2, 100 x 117 mm. En la Figura 2.1
se muestra en detalle el prototipo 1. Se debe notar que la disposicion de las capas es
idéntica para todos los dispositivos.

En el prototipo 3 (Figura 2.2), las dimensiones de las capas inferior y superior son
idénticas al prototipo 2 y la capa intermedia fue fabricada con una impresora 3D em-
pleando como sustrato acido polildctico (PLA) color negro. Se utilizé vinilo autoadhesivo
blanco para realizar 3 marcas de alineacién y papel de oficina blanco para imprimir el
cédigo de identificacién del ensayo. Estas incorporaciones se detallan en la Seccién 2.3.6.

2.3.3. Preparacién de los bioensayos

Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones de la norma US EPA (1996). Las
soluciones liquidas a evaluar se agregaron a razén de 0,5 1l/mm? de papel de germinacién.
Para TC, se recortaron discos de papel de filtro de 90 mm de didmetro; para PC, se
prepararon rectangulos de 100 x 50 mm para el prototipo 1 y de 100 x 80 mm para los
prototipos 2 y 3.

Se seleccionaron semillas de idéntica apariencia, color y tamano que se colocaron
empleando una pinza de acero inoxidable. Para TC, las semillas se distribuyeron de
manera equidistante sobre el disco de papel. Para PC, se colocé una semilla por canal.

Los dispositivos y las placas de Petri se incubaron durante 120 h en condiciones con-
troladas de temperatura, 24 4+2°C. Los dispositivos se colocaron en una estufa en posicion
horizontal, dentro de una cdmara hiimeda (recipiente cerrado con agua en la base) lo que
permitié mantener constantes las condiciones de humedad. Todos las muestras y condi-
ciones ensayadas se realizaron por cuadruplicado (n= 80).

2.3.4. Ensayos de validaciéon del dispositivo

Los controles positivos y negativos de toxicidad se realizaron con una soluciéon de
sulfato de zinc (ZnSO4) 1000 mg/1 y con agua ultrapura, respectivamente. Se prepararon
6 diluciones seriadas de GF'S en las concentraciones desde 0,01 hasta 1000 mg/1. Por otra
parte, se emplearon muestras provenientes del tratamiento de un efluente real de una
planta productora de agroquimicos. Todos los ensayos se realizan en paralelo en los dos
sistemas: TC y PC.

El efluente inicialmente contenia prometrina, imidacloprid, GFS, atrazina, acido ami-
nometilfosfénico (AMPA) y carbendazim en altas concentraciones. Sobre este efluente,
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Capa
intermedia

Papel de
germinacion

Capa inferior

Figura 2.2: Vista expandida del prototipo 3.

se aplicé un proceso de oxidacién avanzada (POA) con radiacion UV y HyOy como tra-
tamiento de descontaminacién. El pH inicial fue de 5,7 y la concentracién empleada de
Hy0; empleada fue de 520mg/l. El periodo de tratamiento fue de 8 h y se tomaron
muestras desde el tiempo inicial cada 2 h.

Una vez finalizado el periodo de incubacion del ensayo de germinacién, se procedio a
la toma de datos. En el caso de TC, se tomaron con una pinza cada una de las semillas
germinadas y se las coloco sobre una mesada limpia. Luego, se coloco sobre ellas una
tapa transparente de acrilico con el objetivo de que las raices queden planas sobre la
mesada. Finalmente, se colocé una regla a modo de referencia y se tomé una foto. Para
PC, se colocé el dispositivo sobre un panel LED de 12 W. En ambos casos, las fotos fueron
tomadas con la camara de un teléfono celular y posteriormente analizadas con el programa
ImageJ® (National Institute of Health, Estados Unidos). Los datos extraidos fueron: la
cantidad de semillas germinadas, determinada por la presencia o ausencia de raiz; y la
longitud de la raiz, para lo cual se empleé como referencia la regla para TC y el largo del
canal para PC, y se tomé la medida utilizando la herramienta straight line o segmented
line de ImageJ®. El tratamiento estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante
el test de andlisis de la varianza (ANOVA), seguido por una prueba de Duncan con un
nivel de significancia del 95 %. Se evalud la respuesta y se utilizé el factor “sistema” para
comparar las mediciones entre TC y PC, y un factor adicional particular de cada ensayo.
Dichos factores fueron: “concentracion” para las evaluaciones de GFS, “muestra” para el
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seguimiento del tratamiento del efluente, y “tiempo” para las mediciones con appuente
(ver seccién 2.3.6).

2.3.5. Calculo de indicadores toxicolégicos

El indice de elongacién radicular (IER), se calculé como:

ER — ERe
FRe

donde E'R es el promedio de la elongacion radicular obtenida para cada muestra y £ Rc
es el promedio del control negativo de toxicidad. El valor de IER varia de —1 a 1y
representa estadisticamente el alargamiento residual normalizado de la raiz de las semillas
germinadas. De acuerdo con Bagur-Gonzdlez et al. (2011), la obtencién de un IER < 0
indica que las muestras sufren toxicidad, es decir, que hay inhibicién de la elongacion
radicular. La toxicidad se clasifica de acuerdo al valor obtenido en la siguiente escala:

IER =

» de —0,25 a 0: toxicidad baja.
= de —0,50 a —0, 25: toxicidad media.
= de —0,75 a —0, 50: toxicidad alta.

= de —1,00 a —0, 75: toxicidad muy alta.

Por otro lado, los valores de IER mayores a 0 indican una estimulacion del crecimiento.
El indice de germinacién (IG), se calculé de la siguiente manera:

N -ER

donde N es el nimero efectivo de raices germinadas para cada muestra y Nc¢ el nimero de
raices germinadas empleando el control negativo de toxicidad. IG se utiliz6 para evaluar
la variacién en la respuesta ante las diferentes diluciones de GFS y las muestras tomadas
durante el tratamiento del efluente. En trabajos previos (Zucconi et al., 1985; Ortega
et al., 2000), se determiné el valor limite de IG a partir del cual una muestra deja de
considerarse fitotéxica y resulté ser del 60 %. Es decir, se considerara que hay fitotoxicidad
si el IG no alcanza a superar dicho valor. En todos los graficos de IG se mostrara una linea
roja horizontal para IG = 60 % que permitira identificar facilmente el valor de corte.

Un aspecto relevante en toxicologia es la relacion entre la concentracién de una sus-
tancia toxica en contacto con un organismo (plantas, animales, microorganismos, seres
humanos) y los efectos nocivos que produce. Es por eso que se utiliza la curva que estable-
ce la relacion dosis-respuesta para evaluar el riesgo que provocan las sustancias quimicas
en el ambiente. El objetivo de la obtencién de esa curva es determinar la concentracion
efectiva media (CE50). La CE50 corresponde a la concentracién necesaria de un com-
puesto para producir una alteracién del 50 % en una caracteristica medible, respecto a un
control negativo. Esta determinacién suele ser el primer experimento que se realiza en un
analisis toxicologico. Para el bioensayo propuesto, se construyé una curva dosis-respuesta
de la FR en funcién de la concentracién de GFS. Se realizé la curva de regresion que
resulta adecuada para el comportamiento y se compararon los parametros obtenidos con
los dos sistemas.
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Figura 2.3: Prototipo 3. (a) Ensayo en curso con marcas rojas sobre los canales. (b)
Toma automatica de la imagen mediante appuente.

2.3.6. Integracion a appuente

En nuestro grupo de investigacién se realizan esfuerzos para desarrollar tecnologias
de sensado acopladas a la telefonia moévil que pueden ser usadas directamente en los
sitios de muestreo. Recientemente se desarrolld la plataforma appuente, que provee las
herramientas necesarias para realizar la toma y procesamiento de datos de dispositivos
de analisis mediante un teléfono celular. La integracion entre Plant-chip y appuente se
propone para mejorar y simplificar aiin méas el proceso de medicién. Ademas, el sistema
permite la obtencién de datos en funcién del tiempo para conocer el proceso de elongacion
radicular. Para la integracién, se disend el prototipo 3 (Figura 2.2), en el cual la capa
intermedia se fabricé con PLA (Seccién 2.3.2) de color negro con el fin de aumentar el
contraste y mejorar la identificacion automatica y el posterior andlisis de datos a partir
de imagenes.

Se utilizo la plataforma appuente para desarrollar la aplicacién mévil y el algoritmo
de procesamiento de las imédgenes. Ademas, se establecieron los datos generales y la
geometria del chip y se generd tanto el cédigo de identificacién que se colocd sobre el
dispositivo como el posicionamiento de las marcas de alineacion.

La aplicacion mévil guia al usuario tanto en la preparacion del ensayo como en la
toma de la imagen. En primer lugar, le solicita que escanee el cédigo de identificacion
y que, a continuacion, dibuje una marca sobre cada canal en la posicién final de cada
raiz empleando un marcador de color rojo. El resultado de este paso se muestra en la
Figura 2.3a. Luego, se abre la cdmara y se observa en la pantalla la ubicacién de las tres
marcas de alineacién, como se observa en la Figura 2.3b. Cuando el usuario las alinea
con las del dispositivo, la aplicacion captura la foto automaticamente.

Por otra parte, se cred y validé el algoritmo de procesamiento plantchip.m en una
version de escritorio de GNU Octave. El algoritmo comienza identificando las ubicaciones
de cada uno de los 20 canales del dispositivo, tras lo cual busca la posicién relativa de
la marca roja (o la ausencia de ella) en cada canal para obtener las longitudes de raiz
correspondientes. Se eligié el color rojo porque contrasta con el fondo de color celeste y
porque no es esperable encontrarlo en las raices que se estan analizando. Finalmente, la
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aplicacion muestra un informe que indica la longitud media determinada y la desviacion
estandar de los 20 canales analizados.

Para validar el funcionamiento de la plataforma appuente, se hicieron ensayos em-
pleando los dispositivos Plant-chip en las mismas condiciones que las descriptas en la
Seccion 2.3.4. Se realizaron ensayos de control negativo de toxicidad por cuadruplicado
(n=80) y se tomaron datos empleando la aplicacién cada 8 h para monitorear el creci-
miento. La iluminacién se consiguio utilizando un panel LED de 12 W como luz de fondo,
atenuada con una fina lamina de cartulina celeste. La plataforma appuente determiné las
longitudes de las raices y se compararon con las mediciones realizadas manualmente con
el programa ImageJ® empleando las mismas imagenes. En todos los casos, se elimina-
ron del analisis los canales sin crecimiento detectable, menor a 5mm, o con crecimiento
incoherente.

2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Funcionamiento del dispositivo

En primer lugar, es relevante senalar el resultado global: el dispositivo Plant-chip
propuesto permitié la germinacién de las semillas y la observacién directa del crecimiento
radicular, lo que significa que tanto el disefio como los materiales fueron adecuados para
el bioensayo.

La toma de datos de los ensayos realizados en la placa de Petri requiere la extraccion,
ordenamiento y alineacion de la raices. En contraste, en el dispositivo Plant-chip las
raices crecen alineadas en los canales, donde se puede realizar la inspeccion 6ptica, ya sea
a simple vista o tras la captura de imagenes, lo cual simplifica enormemente la obtencion
de los resultados, disminuyendo asi tanto el tiempo de evaluacién como las posibles fallas
experimentales. La Figura 2.4 muestra imagenes de un ensayo control negativo al inicio
y al final de la incubacién, en el cual se observa el crecimiento alineado en Plant-chip y
el entrecruzamiento de las raices en las placa de Petri. En la Tabla 2.1 se muestran los
valores de ER calculados para los controles de toxicidad positivo y negativo. Se obtuvieron
valores similares en ambos sistemas, contenidos dentro del rango de error. Ademsds, la
prueba ANOVA para “sistema” de los controles arrojé un valor P mayor a 0,05, lo que
confirma que el factor no tiene ningun efecto estadistico sobre la respuesta (ER).

El ancho de 2mm de los mili-canales fue elegido como valor de compromiso entre
dos limites: mas anchos permitirian que la raiz incremente su curvatura, y mas finos
podrian producir un efecto de confinamiento que afecte el crecimiento de la raiz. Los
resultados experimentales muestran que los valores de IER obtenidos con TC y PC son
perfectamente comparables, lo que significa que el ancho elegido es el adecuado.

2.4.2. Parametros toxicoldgicos para la exposiciéon a glifosato

(GFS)

En primer lugar, se realizé la prueba ANOVA considerando los factores “concentra-
cion” y “sistema”. Los resultados mostraron que el primer factor tiene un efecto es-
tadisticamente significativo, el valor P obtenido fue inferior a 0,05. Esto indica que la
concentracion del herbicida posee un efecto significativo en el crecimiento, lo cual esta de
acuerdo con investigaciones previas (Belz and Duke, 2014; Bortolheiro et al., 2021). Se
obtuvieron 5 grupos homogéneos estadisticamente diferentes. El ultimo de ellos agrupé
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Figura 2.4: Evolucién de un ensayo control negativo realizado en TC (izq.) y en PC
(der.) en diferentes estadios: (a) tiempo inicial, (b) finalizada la incubacién de 120h y
(c) estado final de las raices.
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Tabla 2.1: Resultados de los controles en los dos sistemas: TC y PC.

ER (mm)® CvP
Control TC PC TC PC

Negativo 21,8 +6,4 17,4+5,2 29,6 29,7
Positivo  2,5+0,6 3,1+1,0 23,8 33,1

2 Valor + DE, n=80.
b Coeficiente de variacién.

a las dos concentraciones superiores. En cambio, para la comparacién de TC y PC se
obtuvo un valor P mayor a 0,05, lo que indica que la utilizacién de Plant-chip no afecta
de manera significativa las mediciones. De esta manera, se verifica su desempeno para la
utilizacién en un amplio de rango de concentraciones con un herbicida de uso comun.

A continuacion, se analizaron los parametros toxicolégicos. Se graficé el TER y se
observé una disminucion de este indice a medida que aumenta la concentraciéon de GF'S,
como se muestra en la Figura 2.5a. Si bien el resultado general es el esperado, es destacable
que las mediciones en los dos sistemas coincidieron para el amplio rango evaluado. Los
valores obtenidos del IG se presentan en la Figura 2.5b, donde se puede observar la
similitud entre ambos sistemas en todo el rango de concentraciones. Ademas, se presenta
una tabla comparativa con los niveles de toxicidad (segin Bagur-Gonzalez et al. (2011))
y de fitotoxicidad (segin Zucconi et al. (1985); Ortega et al. (2000)) (Tabla 2.2). En el
rango evaluado de concentraciones de GFS, se detectaron todos los niveles de toxicidad
(Bajo, Moderado, Alto y Muy Alto) siendo los mismos para cada concentracién de GF'S
en ambos sistemas. Ademas, también se puede observar que hay una estimulacién de la
elongacion radicular para las dos concentraciones menores de GFS tanto para TC como
para PC. Por 1ultimo, se detecta fitotoxicidad en las mismas concentraciones de GFS para
ambos sistemas.

Tabla 2.2: Resultados del bioensayo en presencia de GFS.

Nivel de Toxicidad Fitotoxicidad?®

GFS (mg/1) TC PC TC pPC
0,01 > 0 > 0 - -
0,1 >0 >0 - -

1 Bajo Bajo - -
10 Moderado Moderado  Si Si
100 Alto Alto Si Si

1000 Muy alto Muy alto  Si Si

2 Criterio: si IG < 60 % hay fitotoxicidad.

La curva dosis-respuesta de ER en funcién del logaritmo de la concentracion de GFS
muestra un comportamiento lineal que responde a la ecuacion:

FR =a+bIn(Cyg)

donde F'R corresponde a la longitud promedio de la raiz y C'g la concentracion de GFS.
Se aplicaron regresiones lineales para ambos sistemas, tal como se muestra en la Figu-
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Figura 2.5: Valores de los pardmetros toxicoldgicos: (a) IER e (b) IG (%) (la linea roja
corresponde al valor del 60 %.), obtenidos para los sistemas TC y PC en funcién de las
diferentes concentraciones de GFS evaluadas. Las barras de error corresponden al DE

(n=80).
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ra 2.6, y se obtuvieron valores de R? de 0,95 y 0,92 para TC y PC, respectivamente.
Se realiz6 la comparacion estadistica entre las pendientes y las ordenadas al origen ob-
tenidas en la regresiéon mediante un ANOVA. Los valores P obtenidos fueron 0,58 y de
0,73, respectivamente, lo que indica que no hay diferencia estadisticamente significativa
entre ellos. Estos resultados indican que Plant-chip puede utilizarse para la determinacion
toxicoldgica del CES0.
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Figura 2.6: Promedio de ER en funcién de la concentracién de GFS. Las barras de error
corresponden al DE (n=80). Los simbolos representan los datos experimentales y las
lineas punteadas las rectas de regresién. Los pardmetros obtenidos son: a = 20, 4,
b=-2,6y R?=0,95, para TC; ya=14,9, b= —1,8 y R? = 0,92, para PC.

2.4.3. Evaluacion de muestras reales

El resultado del anélisis estadistico del factor “sistema” arrojé un valor P mayor a 0,05
para todas las muestras analizadas. Esto indica que no hay una diferencia estadisticamente
significativa en la respuesta (ER) obtenida con TC y PC. Ademads, se analizaron los
valores obtenidos con las diferentes muestras y se obtuvo un valor P cercano a cero. Es
decir, el test determiné que hay diferencia significativa entre las muestras tomadas a
diferentes tiempos de tratamiento lo que indica un efecto significativo en el crecimiento.
Se obtuvieron 4 grupos estadisticamente diferentes, uno de ellos agrupé a las muestras
tomadas a las 4 y 6 h.

En la Figura 2.7 se muestran los parametros toxicologicos calculados. La similitud
en los valores obtenidos es evidente por el solapamiento de las barras de error en todas
las muestras ensayadas. Por otra parte, en la Tabla 2.3 se observa que la clasificacién
segun el nivel de toxicidad es consistente para ambos sistemas. Respecto al proceso de
descontaminacién, no logré superar la barrera de fitotoxicidad, el valor de IG se mantiene
por debajo del 60 %.
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Figura 2.7: Valores de los pardmetros toxicoldgicos: (a) IER e (b) IG (%) de las
muestras tomadas a diferentes tiempos del tratamiento del efluente.

Tabla 2.3: Resultados del bioensayo para el tratamiento del efluente.

Nivel de Toxicidad  Fitotoxicidad?®

Muestra (h) TC pPC TC pPC
0 Muy alto Muy alto Si Si
2 Muy alto Muy alto  Si S1
4 Muy alto Muy alto  Si S1
6 Alto Alto Si S1
8 Medio Medio Si Si

a Criterio: si IG < 60 % hay fitotoxicidad.
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2.4.4. Integraciéon con appuente

La plataforma compuesta por el prototipo 3 y appuente se evalué mediante un ensayo
control negativo de toxicidad. Se prepararon 4 dispositivos (n = 80) y se obtuvieron datos
durante el periodo de incubacién. Las mediciones manuales en Image]® se realizaron a
partir de las imagenes tomadas desde la aplicacion para eliminar la variaciéon que pueda
haber en la captura de las mismas. Los resultados obtenidos con ambos métodos de
medicion se muestran en la Figura 2.8. La posibilidad de adquirir datos durante el proceso,
no es factible empleando la TC y con los prototipos 1 y 2 es posible, aunque resulta
laboriosa. La plataforma propuesta permitié la correcta identificaciéon de los canales y
se pudo realizar un analisis adecuado de los datos. Més aun, se obtuvieron imégenes en
funcion del tiempo que proveen valiosa informacion sobre el evento biologico, que fueron
obtenidas sin la interrupcién del ensayo y con minima demanda operativa.
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Figura 2.8: Evoluciéon de ER para ensayo control negativo de toxicidad en Plant-chip en
el cual se comparan las mediciones de manera manual y empleando appuente. Se
muestran los promedios (n = 80) obtenidos para diferentes tiempos de incubacién.

Los resultados del andlisis estadistico con la prueba ANOVA indican que el factor
“tiempo” tiene un efecto estadisticamente significativo, el valor P obtenido fue muy cer-
cano a 0, lo cual es esperable en condiciones controladas para una prueba de control
negativo de toxicidad. Se realizaron un total de 10 mediciones en los tiempos de incuba-
cion de: 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 y 120h. Se obtuvieron 8 grupos homogéneos
estadisticamente diferentes, dos de ellos agruparon la toma de datos de dos tiempos. Uno
de ellos contiene las mediciones tomadas en los tiempos de 24 y 32h, y el otro las de 80
y 88h. Por otra parte, el factor “sistema”, que contenia los tratamientos de mediciones:
manual y appuente, arrojé un valor P de 0,66, lo que indica que no hay efecto sobre
la variable de respuesta. Esto indica que el método de medicién con appuente es tan
confiable y preciso como la técnica manual realizada por un operador entrenado, aunque
significativamente mas sencillo y menos laborioso.

En la Tabla 2.4 se resumen los pasos necesarios para los ensayos de elongacion de raices
en diferentes formatos: TC, PC y PC + appuente. Un procedimiento alternativo evitaria el
paso requerido de realizar la marca roja sobre los canales. El desarrollo de un algoritmo
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mas complejo, que haga uso de las técnicas de machine learning podria ser capaz de
detectar las raices automaticamente y realizar las mediciones directamente, sin ninguna
intervencién del operador. Es decir, se simplificaria aiin mas el proceso de realizacion y
obtencion de datos del bioensayo. Como contrapartida, el tiempo de procesamiento seria
mayor y se requeririan imagenes de alta resolucion. Esto ultimo implicaria la demanda de
camaras de alta resolucion, que actualmente no estan incorporadas en todos los teléfonos
celulares del mercado.

Tabla 2.4: Pasos requeridos por el sistema convencional y las alternativas propuestas.

TC PC PC + appuente
Extraccion de las raices Toma de la foto Marca roja
Alineacion de las raices Procesamiento de la imagen  Correr appuente

Toma de la foto Toma de los datos
Mediciéon manual Almacenamiento de los datos

Registro de valores
Procesamiento de los datos
Almacenamiento los datos

2.5. Conclusiones

El concepto de crear un microambiente adecuado para la germinacién y crecimiento
de multiples semillas en simultdneo y en canales individuales se concretd con el diseno y
la fabricacion de los prototipos de Plant-chip. Se emplearon materiales biocompatibles y
adecuados para fabricas los disenos propuestos. Se obtuvo una plataforma novedosa para
realizar bioensayos de toxicidad que presenta notables ventajas en comparacién con el
formato estandar de placa de Petri.

Los dispositivos se han evaluado exhaustivamente para determinar el cumplimiento de
los requisitos establecidos por las normas que lo regulan. Ademads, se validé su utilizacion
mediante la comparacion del sistema tradicional con la nueva propuesta en: una solucion
pura de GFS en un rango de concentraciones de 6 érdenes de magnitud y en muestras
reales del tratamiento de un efluente. Los indicadores toxicolégicos calculados a partir de
ER muestran valores consistentes entre TC y PC.

Por otra parte, el proceso de fabricacion de los dispositivos y el empleo de materiales
asequibles y econémicos dan como resultado un bajo costo de produccién, aun en escala
laboratorio. Sin embargo, la ventaja que provee la tecnologia propuesta radica en la siste-
matizacion, porque permite reducir la cantidad de pasos necesarios para la obtencion del
resultado (Tabla 2.4). Esto resulta en una disminucién considerable del tiempo requerido,
de la posibilidad de cometer errores y del costo operativo.

A partir de los primeros prototipos, se realizé una funcionalizacién que permitio el
acople a la telefonia celular y al procesamiento automatizado de los datos. Mas atin, se
realiz6 un monitoreo en tiempo real de la elongacion radicular. Es importante destacar
que la plataforma también permite la obtencién continua de datos. Esto es de particular
interés en procesos dependientes del tiempo. La adquisicién de imégenes pueden realizar-
se con diferentes medios 6pticos, dependiendo de la calidad requerida para el posterior
procesamiento. Ademads, se pueden realizar otras adaptaciones para observar otros érga-
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nos vegetales en detalle. Todas estas mejoras son factibles de realizarse y proporcionarian
beneficios para otros campos de investigacién relacionados con la caracterizacion fenotipi-
ca de semillas modificadas genéticamente o con la descripciéon macroscopica de eventos
biolégicos. Finalmente, se puede concluir que la plataforma desarrollada ofrece una cla-
ra mejora respecto a la tecnologia existente y que se vislumbran nuevas aplicaciones en
diferentes campos de aplicacién cientifica y tecnolégica.
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Capitulo 3

FDA-chip

3.1. Introduccion

En el presente capitulo se describe el desarrollo de un dispositivo para la realizacién
de un bioensayo enzimético denominado hidrdlisis del diacetato de fluoresceina (FDA),
el cual permite determinar la actividad microbiana en suelos. La plataforma de deteccion
estd formada por un dispositivo realizado en PMMA, denominado FDA-chip, el cual se
acopla a la telefonia movil mediante el algoritmo FDA reader, desarrollado en appuente.
Se evalian muestras de suelos sometidos a diferentes usos y muestras provenientes de
un proceso de biorremediacion. El sistema permite obtener una mediciéon cuantitativa de
un parametro de interés en el monitoreo del ambiente. La determinacion in situ evita el
traslado de las muestras al laboratorio y el acople a la telefonia movil permite la gestion
de datos en tiempo real.

3.1.1. Definicidon de calidad del suelo

El suelo es la delgada capa que recubre la superficie de la tierra, la base de la agri-
cultura y de las comunidades vegetales naturales. Los efectos de la intervencion antro-
pogénica en el ambiente se evidencian en los recursos del suelo, o recursos edaficos, que
se consideran no renovables. La implementacion de practicas agricolas poco sustentables
durante mucho tiempo ocasioné una disminucién de la capacidad productiva (Kumar
et al., 2014; Doran and Zeiss, 2000) y las estimaciones son particularmente desfavorables
para las regiones subdesarrolladas, como los paises de Sudamérica, Africa y el Sudeste
Asidtico (Bindraban et al., 2012). De todos modos, la preocupacion es global e incluye
también sectores de Europa, como la regiéon del Mediterraneo (Ferreira et al., 2022) y
paises desarrollados como Alemania (Baude et al., 2019).

El suelo constituye el lecho de desarrollo de la diversidad, actividad y productividad
biolégica. Las bacterias, hongos, algas y protozoos del suelo cumplen un rol catabdlico
primario que resulta fundamental en la degradacion de residuos animales y vegetales, y
mantienen un equilibro nutricional que hace que el suelo sea fértil (Hillel and Hatfield,
2005).

Las tierras destinadas a la agricultura sufren alteraciones en el equilibrio microbiano
capaces de ocasionar consecuencias ecolégicas relevantes (Chowdhury et al., 2008; Riah
et al., 2014; Arora and Sahni, 2016). Las sustancias activas, productos de degradacién
y demdas componentes empleados en las formulaciones de los agroquimicos se acumulan
en el suelo (Rapini and Marrazza, 2016). Adem4s, las tierras destinadas a las agricultura

67



3.1. Introduccion

se usan de manera intensiva, sufren de erosion por el sobrepastoreo y el desmonte, se
salinizan y desertifican (Borrelli et al., 2017).

El concepto de calidad de suelo fue definido en 1997 por el comité de calidad de suelo
de la Soil Science Society of America Ad Hoc (S-581) como: la capacidad de un tipo
especifico de suelo para funcionar dentro de los limites naturales o determinados por el
ecosistema, para sostener la productividad vegetal y animal, mantener o mejorar la calidad
del agua y del aire, y apoyar la salud y el habitat de los seres humanos (Karlen et al.,
1997). Ese mismo afio surgieron también definiciones que asocian la calidad de suelo con
el cumplimiento de los requerimientos de las especies biolégicas que lo habitan (Johnson
et al., 1997). El concepto de salud del suelo intenta resaltar el concepto de que el suelo
es un sistema vivo y dinamico y que las funciones especificas son llevadas a cabo por
organismos vivos que requieren ser conservados. Actualmente, muchos autores consideran
los conceptos de calidad de suelo y de salud del suelo como sinénimos y, si bien se emplean
los dos términos, es mas comun el primero. El Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (US DA, del inglés United States Department of Agriculture) emiti6é en 2001 una
gufa para evaluar la calidad del suelo donde lo define simplemente como la capacidad de
funcionar (USDA, 2001).

Es importante destacar que el concepto de calidad de suelo supone equilibrar las nece-
sidades productivas con las de mantenimiento del ambiente y esta fuertemente asociado
con el desarrollo de sistemas sustentables de gestion del suelo. Resulta evidente que, para
prevenir el deterioro ambiental, es primordial conocer su estado y para ello es fundamental
la seleccion de indicadores adecuados, confiables y representativos.

3.1.2. Clasificacion y seleccion de indicadores

En la evaluacién de la calidad del suelo se pueden incluir indicadores fisicos, como
el contenido de agua, la porosidad y densidad; quimicos, por ejemplo el pH, la conduc-
tividad y los niveles de nitratos; y bioldgicos, donde se incluyen mediciones de micro y
macro-organismos, la composicién microbiana y la actividad enzimatica. A su vez, los in-
dicadores pueden responder a propiedades inherentes o dinamicas del suelo. Las primeras
son el resultado del proceso formativo que responde al clima y la topografia y suelen ser
levemente alteradas por el uso. Algunas de ellas son la textura, la composicién mineral, el
tipo de drenaje y profundidad de la roca madre. Por otra parte, las propiedades dinami-
cas si dependen del uso y se pueden ver afectadas por las actividades antropogénicas en
periodos tan cortos como una etapa de siembra.

Dentro de las caracteristicas fundamentales que debe cumplir un indicador de calidad
del suelo, vale mencionar su sensibilidad a los disturbios tanto antrépicos como climaticos,
y su correlacién con funciones benéficas basicas del suelo. Por otra parte, no debe requerir
una observacion en un plazo demasiado extenso que provea los resultados a destiempo.
Ademas, la medicién de un pardmetro resulta til si permite elucidar las causas que gene-
ran tal resultado. Por ejemplo, una técnica analitica convencional puede resultar precisa
para medir nutrientes y compuestos de degradacion, pero es costosa y poco practica para
el monitoreo y no proporciona informacion sobre las causas de los resultados obtenidos.
Este ejemplo permite mencionar el costo y la demanda operativa como caracteristicas
importantes que deben considerarse para seleccionar indicadores de calidad de suelo.

Es importante aclarar que la seleccion particular de parametros dependera de cada
caso de estudio y considerara las aplicaciones y el uso de la muestra de suelo a evaluar.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, resulta fundamental actuar a tiempo. Es por
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eso que los parametros de mayor interés son los que permiten detectar las alteraciones
del suelo lo antes posible. Es decir, determinar el impacto que se esta produciendo para
implementar las modificaciones pertinentes que permiten remediar, aplacar o revertir el
dano. A dichos parametros se los denomina indicadores tempranos de degradacién. En
este aspecto, los parametros fisicos y quimicos son poco ttiles, ya que solo se alteran
cuando el suelo sufre un cambio realmente dréstico (Filip, 2002). Por el contrario, los
parametros biolégicos y bioquimicos son sensibles a las ligeras modificaciones que puede
sufrir el suelo en presencia de cualquier agente nocivo (Dick, 1994; Gil-Sotres et al.,
2005). En particular, las mediciones de actividad enzimética se consideran indicadores
tempranos de las alteraciones funcionales (Dick, 1994; Chowdhury et al., 2008; Riah et al.,
2014).

Las actividades de descomposicién de las fuentes organicas y de los ciclos de nutrien-
tes, son llevadas a cabo por enzimas especificas. Se asume que las enzimas presentes
en el suelo son principalmente de origen microbiano, que la contribuciéon de animales y
plantas es escasa (Dick, 1994) y que, si bien son provistas por organismos vivos, un gran
porcentaje se estabiliza en matrices solidas. Las enzimas del suelo se consideran factores
tanto inherentes como dindmicos. La presencia y abundancia de determinadas enzimas
estd determinada por la composicién del suelo, es decir la textura. En suelos arcillosos,
es comun la generacién de complejos enzimaticos. En contraste, los suelos arenosos po-
seen menor capacidad de retencién de agua y suelen presentar niveles mas disminuidos
de actividad basal. Por otra parte, la actividad enzimatica es fuertemente modificada
por la incorporacién de sustancias organicas, como los plaguicidas o los fertilizantes, y
por la adopciéon de diferentes practicas de preparacion y mantenimiento del suelo para
practicas agricolas. La presencia de sustancias quimicas que son el producto de reacciones
enzimaticas producen una inhibicién de retroalimentacién, como ocurre con las fosfatasas
y ureasas; los metales pesados suelen producir un efecto toxico; la compactacién produce
una disminucién del oxigeno presente y afecta a las enzimas aerdbicas, pero incrementa la
saturacion de agua y puede incrementar la actividad de enzimas de los procesos de des-
nitrificacion. Estos ejemplos indican que las enzimas son excelentes factores dinamicos.
Para una correcta interpretacion de las mediciones enzimaticas, es importante controlar
la variacién temporal y contar con una medicién de referencia interna para cada tipo de
aplicacién (USDA, 2001).

3.1.3. Tecnologias de biorremediacion

Los sistemas de biopurificacion, llamados biolechos o camas bioldgicas, constituyen
una tecnologia de biorremediacion centrada en la prevencién de la contaminacion. Estos
sistemas estan disenados para descontaminar liquidos con alta concentracién de plagui-
cidas (Dias et al., 2020; Saez et al., 2022). Los biolechos poseen material biolégicamente
activo, denominado biomezcla, compuesto por suelo, material lignoceluldsico y un sus-
trato organico humidificado. Esta biomezcla se caracteriza por poseer una alta actividad
microbiana, lo cual permite la degradacién de los agroquimicos.

Las primeras camas bioldgicas se implementaron en Suecia en respuesta a la necesi-
dad de minimizar la contaminacién ambiental por el uso de plaguicidas (Torstensson and
Castillo, 1997). La construccién es simple y econdmica, y consiste en realizar una exca-
vacion, que puede o no estar impermeabilizada, o determinar el uso de un contenedor.
La profundidad necesaria es de 60 cm. El método sueco original propone armarlas de la
siguiente manera: colocar en el fondo una capa de arcilla de 10cm y por encima la bio-
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mezcla de paja, turba y tierra (50:25:25) rellenando los 50 cm de profundidad restantes,
por ultimo, cubrir la superficie con pasto (Castillo et al., 2008). Cada componente cumple
una funcién particular. La arcilla provee una capa de baja permeabilidad y, al tener una
alta capacidad de absorcion, se logra aumentar el tiempo de retencion de las sustancias.
La biomezcla constituye el lecho biolégico y debe tener una buena capacidad de absor-
cion y elevada actividad microbiana, para poder degradar los plaguicidas. El pasto en
la superficie aumenta la eficiencia del sistema porque ayuda a regular la humedad y el
transporte de liquidos.

Las camas bioldgicos son sistemas efectivos que emplean materiales asequibles y los
requerimientos para el armado son simples. Es por eso que han suscitado interés en todo
el mundo. Su implementacion en diversos paises se realizé con modificaciones del diseno
original para adaptarlas a las condiciones, préacticas y necesidades particulares de cada lu-
gar. Surgieron nuevas lineas de trabajo en numerosos grupos de investigacion que realizan
estudios a escala piloto, incorporan materiales regionales y trabajan de manera intensiva
en la adaptacién y adopcién de la tecnologia (Coppola et al., 2007; Dias et al., 2020; Pa-
pazlatani et al., 2022). Particularmente en Argentina, se estudia el reemplazo de la turba
por residuos fluviales generados en el Delta del Rio Parané por acumulacién de nutrientes
(Benedetto et al., 2004) y la utilizacién de rastrojo como fuente de material lignocelulési-
co (Lescano et al., 2018, 2022). Esta ltima incorporacién es particularmente interesante
porque los residuos de cultivos abundan en los campos de uso agricola. Ademaés, se anali-
zan diferentes estrategias para mejorar la eficiencia incrementando la actividad biologica
mediante la técnica de bioaumentacién (Saez et al., 2018) o la incorporacién de lombrices
como parte del mecanismo de degradacién (Lescano et al., 2020).

Un aspecto clave en la implementacién de esta tecnologia es el monitoreo de su fun-
cionamiento. La capacidad degradativa y la efectividad de una cama bioldgica se ven
afectadas por parametros fisico-quimicos como la composiciéon, homogeneidad, edad, hu-
medad y temperatura de la mezcla. Para controlar la degradacién de las sustancias con-
taminantes, se emplean habitualmente métodos quimicos de extraccién y cuantificacion,
como las técnicas de HPLC, que se adaptan para las muestras de biolechos (Rivero et al.,
2016; Vareli et al., 2018). Algunos indicadores fisicos, como la humedad y el pH, se miden
mediante diferentes instrumentos portatiles disponibles en el mercado. Ademas, se reali-
zan evaluaciones ecotoxicologicas mediante bioensayos capaces de cuantificar los efectos
negativos de los plaguicidas sobre organismos no blanco. Se emplean lombrices (Masin
et al., 2018), plantas (Lyu et al., 2018; Nobili et al., 2022) y crustdceos (Huete-Soto et al.,
2017) como bioindicadores y también se realizan mediciones enzimdticas, comtinmente de
actividad hidrolitica y fenoloxidasa (Tortella et al., 2012; Lescano et al., 2022; Saez et al.,
2022).

3.1.4. Medicién de la actividad hidrolitica

El 90 % de la energia en el ecosistema del suelo se procesa a través de los microorga-
nismos descomponedores (Green et al., 2006). El ensayo de hidrélisis del FDA permite
cuantificar la actividad hidrolitica microbiana y es considerado una medida indirecta muy
util para evaluar la capacidad degradativa del suelo. El FDA es un sustrato incoloro que,
por accién de numerosas enzimas hidroliticas microbianas, se transforma en un producto
de color amarillo, la fluoresceina (F), tal como se muestra en la Figura 3.1. Las enzimas
implicadas son las lipasas, proteasas y estearasas que se encuentran en descomponedores
primarios, como bacterias y hongos (Riah et al., 2014). El resultado del ensayo se informa
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Figura 3.1: Reaccién de hidrélisis del FDA

como g de F liberada por gramo de suelo por hora (ng/g/h).

La técnica original de hidrolisis del FDA, publicada por Schniirer and Rosswall (1982),
implica la incubacién de la muestra de suelo con el sustrato enzimatico FDA durante 1h
a temperatura ambiente, la detencion de la reacciéon con cloroformo, la centrifugacion
de la mezcla de reaccion y la posterior medicién del color generado en el sobrenadante
empleando un espectrofotémetro. Esta técnica se usa para el andlisis de riesgo del empleo
de agroquimicos (Riah et al., 2014; Tao et al., 2021), de la presencia de micropldsticos
y la eficiencia de diferentes estrategias de remediacién (Palansooriya et al., 2022), del
efecto de la salinidad para plantaciones de arroz (Sritongon et al., 2022) y de produccién
de fertilizantes organicos (Muscolo et al.; 2019).

Ademas, varios grupos de investigacién han propuesto adaptaciones con el objetivo de
optimizar las determinaciones (Adam and Duncan, 2001; Green et al., 2006; Schumacher
et al., 2015). En algunos estudios se propone un modificacién en la utilizacién del solvente
organico que se utiliza para detener la reaccién enziméatica una vez finalizado el tiempo
de incubacién. En el trabajo de Adam and Duncan (2001), se emplean muestras de suelos
de diferente composicién textural (arena, arcilla y sedimentos) y se propone el reempla-
zo de acetona por cloroformo/metanol (2:1) porque mejora la deteccién en muestras de
baja actividad microbiana. En los trabajos de Green et al. (2006) y Schumacher et al.
(2015) se emplean suelos clasificados segiin NRCS (2005). En el primer trabajo, se ana-
lizan diversas variables experimentales, obtienen los parametros cinéticos de la reaccién,
proponen realizar una incubacion estatica y validan el empleo de la técnica para estudios
de bioecosistemas y calidad de suelo. En el segundo, se propone disminuir el tiempo de
incubacién y el volumen del reactivo de detencion de la reaccion, lo cual disminuye el
costo operativo y econdémico y la generacién de residuos contaminantes. En el trabajo
de Lescano et al. (2018), se realiza la adaptacién de la técnica para el monitoreo de bio-
lechos, se detalla el procedimiento de preparacion de las muestras y se emplea acetona
para detener la reaccién enzimatica.

La técnica convencional de hidrolisis del FDA requiere del uso de equipamiento de
laboratorio para obtener un liquido libre de particulas para realizar la medicién de ab-
sorbancia. Para ello, se utiliza una centrifuga y un sistema de filtrado. Posteriormente, se
emplea un espectrofotometro para medir la absorbancia de las muestras a 490 nm. El uso
de este equipamiento dificulta la realizacién de mediciones en los sitios de muestreo y,
consecuentemente, las muestras de monitoreo deben ser trasladadas a un centro analitico.

La estrategia propuesta en esta Tesis consiste en el diseno de un dispositivo capaz de
cumplir con las demandas de la técnica convencional y prescindir del equipamiento de
laboratorio. Ademads, se pretende disminuir el costo operativo, simplificar el proceso y la
cantidad de pasos a realizar. Se implementd un sistema de filtrado por gravedad in situ
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empleando un pistéon de algodén para reemplazar el uso de la centrifuga. Por otra parte,
la medicion espectrofotométrica se reemplazé por el andalisis de imagenes tomadas con
un teléfono celular. Se utilizaron las herramientas provistas por la plataforma appuente
para: (i) disenar una aplicacién mévil capaz de guiar al usuario durante todo el proceso
(agregado de reactivos, periodo de incubacidn, filtracién de la muestra, y toma de una
imagen del dispositivo para el posterior procesamiento); (ii) desarrollar un algoritmo
adecuado para el procesamiento de los datos a partir de la imagen tomada. Es importante
destacar que la integracién con appuente provee la capacidad adicional de gestionar los
datos en tiempo real y de recopilar informacién espacio-temporal.

3.2. Objetivos

El objetivo del presente capitulo es la obtencién de una plataforma de analisis capaz
de medir la hidrolisis del FDA en muestras de suelo en el sitio de muestro. Esto implica
el desarrollo de un dispositivo portatil y compacto que cumpla con los requerimientos
de la técnica convencional y que permita realizar el ensayo sin necesidad de emplear
equipamiento de laboratorio.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Fabricacion del dispositivo

Para la fabricacién del FDA-chip se emplearon laminas de PMMA transparente que
se prototiparon mediante corte y fresado laser (Lasers Cuyana, Mendoza, Argentina).
El dispositivo esta conformado por tres capas rectangulares de 50 x 70 mm y diferentes
espesores: la capa inferior de 3 mm y la intermedia de 4 mm conforman la base y los bordes
de las cavidades que actian como celdas de lectura, respectivamente; la capa superior es
de 2mm. El ensamblado del dispositivo se realizé mediante pegado con etanol en un horno
a 75°C durante 5 min. Se muestra un esquema en la Figura 3.2. En la parte superior del
dispositivo, se colocd una mascara que contiene las marcas de alineacién que empleard
FDA reader (ver Seccién 3.3.3) y ventanas rectangulares de 3 x 10 mm sobre los canales.
La maéscara se fabricé con el plotter de corte Cameo 4 (Silhouette America, Lehi, USA)
empleando vinilo autoadhesivo color negro. En la parte inferior, se fijo un cuadrado de
30 x 30mm fabricado con un polimero translicido que permite obtener una superficie
adecuada para difundir la luz de entrada a las celdas de medicién. Se utiliza luz blanca
provista por la pantalla de un teléfono celular.

El dispositivo posee tres celdas de 50 mm de largo, 3 mm de ancho y 4 mm de espesor
que corresponden al blanco de reactivos (celda 1), blanco de muestra (celda 2) y muestra
incognita (celda 3), como se indica en la Figura 3.3a. En un extremo de las celdas se
ubica un puerto de acceso para un tip de micropipeta de 5ml (epT.I.P.S.® Eppendorf
QualityTM), mientras que en el otro extremo se ubica un canal de venteo para permitir
el flujo del liquido. El sistema de filtrado se implementd en el mismo tip de 5ml, al cual
se le colocaron 150 mg de algodén comercial comprimido, formando un pistén de 20 mm,
como puede observarse en la Figura 3.3b.
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Figura 3.2: Representacion esquematica del dispositivo FDA-chip: (a) vista expandida,

vista frontal de la capa (b) superior e (c) intermedia.
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(a)

Figura 3.3: Identificaciéon de componentes de FDA-chip: (a) celdas de lectura y (b)
sistema de filtrado acoplado al dispositivo.

3.3.2. Procesamiento de las muestras

Las muestras se analizaron en paralelo con los dos métodos propuestos: la técnica
convencional (TC) y la técnica portatil (TP) que emplea el FDA-chip y el procesamiento
de datos mediante appuente. El procedimiento inicial es idéntico para ambos métodos. Se
pesé 1 g de suelo por duplicado, para cada una de las muestras evaluadas. El material se
colocé en tubos de centrifuga y se le adicionaron 6 ml de buffer fosfato de potasio 60 mM
de pH 7,6 y 100pl de sustrato enzimético FDA 1000 pg/ml. Los tubos se incubaron
por 60min a temperatura ambiente. Para el blanco de muestra, se procedié de igual
forma pero sin el agregado del FDA. El blanco de reactivos contiene solamente el buffer
fosfato y el sustrato enziméatico en los volimenes indicados. Luego de la incubacion, se
homogeneizaron los tubos y se dividié el contenido en partes iguales para proceder con
las dos técnicas.

La TC se realiz6 de la siguiente manera. A los tubos se le agregaron 3 ml de acetona,
se mezclaron manualmente y se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 min. Con el so-
brenadante obtenido, se midié la absorbancia a 490 nm empleando un espectrofotémetro
UV-vis Perkin Elmer®,

En el procesamiento con la TP, los tubos se sometieron a agitacion manual por 1 min.
La suspensiéon obtenida se coloco en el tip de filtrado acoplado al dispositivo. El liquido
filtrado fluye directamente hacia las celdas correspondientes. Resulta importante destacar
que la técnica realizada en el FDA-chip omite el agregado del solvente orgénico.
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3.3.3. Meétodo de lectura en el dispositivo

La deteccion colorimétrica requiere un emisor de luz y un detector de la luz transmitida
a través de la muestra. Para estos fines se utilizaron dos teléfonos celulares. El dispositivo
de PMMA se colocé sobre la pantalla de un teléfono iPhone SE 2020 que actia como
fuente de luz. El color se ajusté mediante la aplicacién Flashlight (iHandy Ltd.) y se
utilizé el color blanco (RGB: 255, 255, 255). La intensidad de la iluminacion se llevé
al 100 %. El segundo teléfono se utilizé para tomar imédgenes de la luz transmitida a
través de las celdas del dispositivo, a una distancia de 8 cm, tal como se muestra en la
Figura 3.4a. Este teléfono opera guiado mediante una aplicacion especifica denominada
FDA reader, la cual se cred en la plataforma appuente desarrollada en nuestro grupo. Este
trabajo se realizé en colaboracién con el Dr. Federico Schaumburg del INTEC (UNL -
CONICET). La toma de la imagen se realiza de manera automética una vez que el usuario
posiciona correctamente las marcas de alineacién en la pantalla e inmediatamente después
se realiza el andlisis e informe del resultado (Figura 3.4b). El algoritmo de procesamiento
de imagenes se programé en Octave. Brevemente, se analiza la intensidad del canal azul
del espacio de color RGB, para las tres celdas en paralelo. Para el analisis de muestras
incégnita, en la celda 1 se coloca el blanco de reactivos (I},), en la celda 2 el blanco de
muestra (Ipy,) v en la celda 3 la muestra a evaluar (I,,,). La senal de la muestra se calcula
como una absorbancia equivalente:

AbSeq = [—log(Im/1v)] — [—log(Tpm/ 1))

El algoritmo utiliza una curva de calibrado previamente registrada (ver Seccién 3.3.6)
y el resultado se reporta en unidades de ng/g/h.

3.3.4. Muestras de suelo

Las muestras de suelo se tomaron de diferentes regiones de la provincia de Santa Fe.
Se utilizé un suelo de referencia (S1), recolectado del predio donde se sitia el INTEC
(31°38'7,6”S 60°40'15,2"W). S1 no recibié tratamientos con plaguicidas ni fue sometido
a ningun tipo de préctica agricola.

La segunda muestra consistié en un suelo de uso agricola (S2). S2 se obtuvo de un
campo ubicado en Campo Andino (29°42'59”S 60°5'35"W), el cual se empled para el
monocultivo de soja por un periodo de 20 anos consecutivos. El principal plaguicida apli-
cado es el herbicida GFS, por lo que los microorganismos presentes en esta muestra estan
adaptados a su degradacion. Este tipo de suelos resulta de interés para la preparacion de
camas bioldgicas destinadas a la descontaminacién de liquidos o efluentes que contienen
agroquimicos, incluso en concentraciones elevadas.

La tercera muestra es un suelo empleado para la produccién frutihorticola (S3). La
muestra se obtuvo de una quinta ubicada en la localidad de Angel Gallardo (31°33'9,8"S
60°40'31,3"W).

3.3.5. Muestras de un sistema de biopurificacién

Los biolechos utilizados en los ensayos fueron preparados empleando como base el
suelo S2. Este trabajo se realizé en colaboracion con la Dra. Maia R. Lescano del INTEC
(UNL - CONICET). La Caja I se prepar6 utilizando 100 % suelo. Para la preparacién de
la Caja II, como material lignoceluldsico se dispuso de cascaras de mani provistas por
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Figura 3.4: Toma de datos con FDA-chip: (a) proceso de medicién y (b) procesamiento
de la lectura e informe del resultado obtenido.
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una industria manicera de la localidad de Hernando, Santa Fe, las cuales se trituraron
hasta alcanzar una longitud de entre 3 y 4 mm. La proporcién de la Caja II fue de 50:50
suelo y cascaras de mani trituradas.

A las cajas se les agregd una soluciéon liquida compuesta por tres plaguicidas de uso
extendido en Argentina que poseen elevada persistencia en suelo y toxicidad. Se utiliz6 el
herbicida comercial atrazina GESAPRIM® 90 WDG 90 % p/p, y los insecticidas imidaclo-
prid Punto 35® al 35% p/v y tiametoxam Timerol® 75 WG 75% p/p. La concentracién
final preparada fue de 10mg de contaminante por kg de biomezcla, lo que simula un
derrame accidental que puede ocurrir en el lugar de preparacién de los agroquimicos. Las
muestras de biolecho se tomaron luego del agregado de los plaguicidas y al dia 90 del
proceso de biopurificacion.

3.3.6. Construccion de curvas de calibrado

Se preparé una solucién stock de fluorescein sédica de 2000 ng/ml con buffer fosfato de
potasio 60 mM a pH 7,6. Los estdandares se prepararon empleando el buffer como diluyente
y el pH se control6 antes de su uso.

Para TC, la medicién de A a 490 nm se realizé empleando un espectrofotémetro UV-
vis Perkin Elmer®. El célculo de Abs., para TP, se realizé con FDA reader.

3.4. Resultados y discusién

3.4.1. Determinacion cuantitativa

La medicién de la hidrélisis del FDA se calcula a partir de la F liberada por la muestra
a evaluar. El valor de concentracion de F se verd afectado por la cantidad de muestra
(g) y por un factor de dilucién que corresponde con el volumen (ml) de liquido que se
le agreg6 durante el procedimiento (buffers, sustrato FDA y el solvente para detener la
reaccion).

Las curvas de calibrado obtenidas para ambas técnicas se muestran en la Figura 3.5.
Para las mediciones en el FDA-chip las celdas del dispositivo se cargaron de la siguiente
manera: celda 1, buffer; celdas 2 y 3, se completan con el mismo estandar. Se tomaron
fotos de cada estandar con appuente por triplicado. Es por eso que se obtuvieron seis
mediciones de cada estandar evaluado. Como puede observarse, el procesamiento colo-
rimétrico realizado por FDA reader permitié la obtenciéon de una curva de calibrado en
el mismo rango de concentraciones de F que el obtenido por la TC.

3.4.2. Muestras de suelo

Los resultados obtenidos del andlisis de las muestras de suelo se presentan en la
Tabla 3.2. El error relativo porcentual (egz( %)) entre ambos métodos presenta variaciones
menores al 10 % para S2 y S3, lo cual demuestra que el acuerdo es muy satisfactorio. Sin
embargo, se observa una notable diferencia en el valor de hidrolisis del FDA obtenido
para S1. Esta disparidad podria deberse a diversos factores, como la posible disminucion
de sensibilidad del método propuesto ante valores bajos de F, o a un filtrado ineficiente
que resulta en un procesamiento incorrecto de los resultados. Estos aspectos deben ser
analizados en mayor profundidad para obtener una comprensién més exhaustiva.
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Figura 3.5: Curvas de calibrado obtenidas para el calculo de la concentracion de F en el
filtrado. (a) Ecuacién para la TC: A = 0,191 - F' 4 0, 008.
Coeficiente de correlaciéon: R? = 0,99. (b) Ecuacién para la TP: A = 0,011 - F — 0,003.
Coeficiente de correlacién: R* = 0,98.
Las barras de error corresponden al DE (n=6).

3.4.3. Monitoreo de biolechos

Los resultados obtenidos en las muestras de los biolechos empleando la TC y la TP
se muestran en la Tabla 3.2. El error relativo porcentual entre ambas técnicas no supera
el 20% en todos los casos, lo cual es un resultado razonable si se tiene en cuenta la
variabilidad inherente a este tipo de ensayos.
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Tabla 3.1: Resultados obtenidos para las muestras de suelo.

Hidrdlisis del FDA (pg/g/h)

Muestra ~ TC TP er( %)
S1 18+1 29+1 61 %
S2 49+ 2 45+ 2 8 %
S3 33+£1 34+1 —-3%

#Valor + DE, n=3

Tabla 3.2: Resultados obtenidos para las muestras de biolechos.

Hidrélisis del FDA (pg/g/h)

Caja Dia  TC TP er( %)
I 0 61+ 1 53 £+ 2 —13%
I 90 39+£6 42+ 4 10%
II 0 100+£8 80 + 2 —20%
II 90 49+2 09 £ 8 20 %

2Valor + DE, n=2

3.5. Conclusiones

Se desarrollé una plataforma portatil para la medicion de la actividad hidrolitica en
muestras de suelo que consiste en el dispositivo FDA-chip integrado a la telefonia movil
mediante FDA reader. Su implementacién fue validada empleando muestras de suelo y
de biolechos. La caracteristica principal del sistema propuesto es que prescinde del uso
de equipamiento, por lo tanto la determinacién de la actividad hidrolitica no depende de
las instalaciones provistas por un laboratorio.

El filtrado de la muestra se realiza in situ a través de un acople que contiene un pistén
de algodon, sin requerir de una centrifuga de mesada. El analisis de las imagenes tomadas
mediante appuente evita el uso de un espectrofotémetro para medir la absorbancia de
las muestras coloreadas. Adicionalmente, la plataforma desarrollada permite disminuir
el costo y el tiempo total de los ensayos porque se simplifican los pasos respecto a la
técnica convencional, se omite el agregado de un solvente organico, se integran la toma
y el procesamiento de datos, y el informe de resultados se realiza de manera automatica.
Estas caracteristicas la convierten en una herramienta novedosa y muy eficiente para el
monitoreo ambiental.
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Conclusiones

En esta Tesis, se presentaron plataformas para la realizacion de ensayos de detec-
cion correspondientes a diferentes indicadores de contaminacion. Las plataformas estan
constituidas por dispositivos acoplados a la telefonia movil.

Se desarrollaron tres dispositivos para el andlisis de pardmetros biolégicos que resultan
de interés para el monitoreo ambiental de agua y suelos. Mediante estrategias innovadoras
de deteccidn, se disenaron sistemas capaces de sustituir las técnicas analiticas convencio-
nales que poseen una excelente sensibilidad pero que, por su alta demanda técnica e
instrumental, requieren el transporte de las muestras hasta un laboratorio especializado
para ser procesadas. Se concretaron disenos adecuados que lograron reproducir los micro-
ambientes requeridos para la obtencién de datos confiables. En cuanto a la fabricacion de
los dispositivos, se realizé a escala laboratorio empleando diferentes técnicas de microfa-
bricacion y se obtuvieron bajos costos de produccién. Ademds, se emplearon materiales
biocompatibles y se lograron disenos compactos. Por otra parte, el diseno consideré no
solo la disminucién o supresion de reactivos sino también la reutilizacién de los sistemas
de deteccion. Tal es asi que las partes que deben reemplazarse entre un analisis y otro,
se disminuyeron al minimo posible.

El desarrollo de cada dispositivo cumplié con una etapa de evaluacién exhaustiva de
los prototipos que permitio validar los materiales seleccionados y optimizar los disenos con
el objetivo de prescindir de equipamiento de laboratorio y de simplificar el procedimiento.
Las evaluaciones se realizaron con muestras ambientales reales y en diferentes condicio-
nes experimentales, y se obtuvieron rangos de trabajo adecuados para las aplicaciones
propuestas.

Los dispositivos se integraron a la telefonia mévil. En todos los casos, los datos fueron
obtenidos a partir de imagenes tomadas con teléfonos celulares, sin necesidad de acoples
o fuentes especificas de luz. El procesamiento de los datos se automatizé en un programa
desarrollado en Python o mediante la integracién a appuente, lo que permitié disminuir
considerablemente el costo operativo.

Las ventajas son notables: las plataformas permiten realizar las determinaciones en
el sitio de muestreo para obtener informacion relevante sobre indicadores de contamina-
cién que originalmente requieren de técnicas de andlisis costosas. La disminucion de la
demanda instrumental, sumado a la automatizacién provista por el acople a la telefonia
movil, da como resultado herramientas portatiles de monitoreo ambiental.

Sin embargo, se vislumbran otros desafios, tanto cientificos como tecnolégicos. En
cuanto al primero, resultaria necesario seguir trabajando en el desarrollo de algoritmos
mas avanzados para procesar los datos de las imégenes. Si bien los algoritmos utilizados en
la Tesis permitieron la deteccion de los diferentes parametros, atin se pueden mejorar para
aumentar la precision y reducir los errores en la deteccion. Ademas, resulta interesante la
generacién de plataformas integradas que permitan realizar varios analisis en simulténeo,
incluso de indicadores de otra naturaleza, como los fisicos y quimicos, para poder obtener
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informaciéon mas completa del ecosistema en estudio. Por otra parte, resulta fundamental
la integracion de las plataformas con sistemas de informacion geografica de entidades e
instituciones reguladoras, para la generacion de mapas dindmicos de la calidad del agua
y suelos. Esto permitiria obtener una visién méas amplia del estado ambiental de la zona
de estudio y ayudaria en la toma de decisiones para la gestion ambiental. En cuanto a
los desafios tecnoldgicos, resulta importante mejorar la estandarizacion en la produccion
de los reactivos y aumentar la estabilidad de los mismos para asegurar la fiabilidad y
consistencia de los ensayos. Resolver estos desafios es crucial para permitir la produccion
masiva de estas plataformas y garantizar su acceso y utilidad en diversos contextos de
monitoreo ambiental.
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