


“Lo más dif́ıcil es tomar la decisión

de hacer algo, el resto es simplemente

perseverar. Los miedos son tigres de

papel. Puedes hacer cualquier cosa

que decidas hacer. Puedes actuar para

cambiar y controlar tu vida; y el

procedimiento, el proceso es su propia

recompensa”.

Amelia Earhart
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AChE Acetilcolinestearasa
AIDC Identificación y captura automática de los datos
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FeCoAgro Federación de Cooperativas Argentinas
LOC Lab-on-a-Chip
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LOQ Ĺımite de cuantificación
LSPR Resonancia de plasmones superficiales localizados
NPM Nanopart́ıcula metálica
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PAD Dispositivo anaĺıtico basado en papel
PAH Hidrocarburos aromáticos polićıclicos
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Resumen

Para preservar los recursos naturales y la capacidad productiva del páıs, como aśı tam-
bién proteger a los organismos vivos, es fundamental conocer el impacto de las prácticas
agŕıcolas y, particularmente, del uso de agroqúımicos en el ambiente. Surge, entonces, la
necesidad de contar con herramientas de análisis 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 obtención de portabilidad y disminución del costo operativo de
los ensayos anaĺıticos es el acople de los dispositivos a la telefońıa móvil, lo cual permite
incorporar aplicaciones capaces de guiar al usuario, proveer información espacio-temporal
y, fundamentalmente, integrar la realización del ensayo con la toma y procesamiento de
los datos.

Los biosensores son dispositivos de análisis que basan su estrategia de reconocimien-
to en un elemento biológico y han demostrado ser una alternativa eficaz a los métodos
convencionales de detección de agroqúımicos. Por su parte, los bioensayos proveen infor-
mación valiosa sobre el impacto ambiental que generan las prácticas agŕıcolas intensivas
sobre los recursos naturales. En la actualidad, la implementación 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 anaĺıticas que permiten la determina-
ción de diferentes parámetros 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 detección cuantitativa de un plaguicida en muestras de
agua. Se empleó un sistema de detección compuesto por aptámeros y nanopart́ıculas de
oro. La estrategia aplicada consiste en analizar el patrón que deja una gota evaporada
de la mezcla de reacción sobre el sitio de detección. Por otra parte, se adaptó un bio-
ensayo de germinación a un sistema de medición directa y automatizado de la longitud
radicular. La implementación aportó una simplificación significativa en la toma de datos
y fue eficiente para el cálculo de parámetros toxicológicos. Además, posibilitó la toma
de imágenes durante la incubación, es decir, en tiempo real, lo que aportó información
sobre la evolución temportal de la elongación radicular. El último desarrollo corresponde
a la evaluación de la calidad de suelos y muestras de biolechos en base a su actividad
microbiana, mediante una prueba enzimática colorimétrica. El bioensayo se adaptó a un
dispositivo capaz de realizar una medición cuantitativa del color prescindiendo del uso de
un espectrofotómetro. La construcción de los dispositivos se realizó mediante técnicas de
microfabricación, como el micromaquinado láser y el prototipado en papel, y empleando
materiales asequibles y económicos. Los diseños consideraron las demandas particulares
de los ensayos y priorizaron la reutilización de los dispositivos, incorporando comparti-
mentos que pueden reemplazarse y disponerse fácilmente. En todas las aplicaciones, los
datos fueron obtenidos mediante la toma de imágenes con un teléfono celular. El procesa-
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miento se automatizó en un programa desarrollado en Python o mediante la integración
de los dispositivos a una aplicación móvil, llamada appuente, capaz de guiar al usua-
rio, asistir en la toma de imágenes, realizar el análisis e informar el resultado final. Las
ventajas son notables: las plataformas permiten realizar las determinaciones en el sitio
de muestreo para obtener información relevante sobre indicadores de contaminación que
originalmente requieren de técnicas de análisis costosas. La disminución de la demanda
instrumental, sumado a la automatización provista por el acople a la telefońıa móvil, da
como resultado herramientas portátiles 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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Introducción

Para prevenir el deterioro del ambiente es primordial conocer su estado. Es por eso que
resultan de suma importancia los avances cient́ıficos y tecnológicos tendientes a mejorar
los métodos de detección y las estrategias de monitoreo de parámetros ambientales. En el
presente caṕıtulo, se realiza una breve introducción sobre el problema de la contaminación
y las implicancias de las actividades productivas intensivas. A continuación, se presenta
el marco referencial del desarrollo de plataformas anaĺıticas portátiles adecuadas para el
monitoreo ambiental. Finalmente, se exponen los objetivos de la Tesis.

El problema de la contaminación ambiental

El Siglo XX ha tráıdo consigo enormes avances cient́ıficos y tecnológicos, aśı como me-
joras en la calidad de vida humana y la longevidad. Sin embargo, estos avances han ido
acompañados de ciertos peligros producidos por la introducción al ambiente de agentes
contaminantes (Markert et al., 2000). Se denomina contaminante ambiental a cualquier
sustancia o materia f́ısica, qúımica, biológica o radiológica que se presenta en una con-
centración 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 partición, transformaciones qúımicas e interacciones
abióticas y bióticas; los efectos biológicos y medioambientales son complejos y pueden ser
aditivos, sinérgicos e incluso antagónicos (D’Surney and Smith, 2005).

Aunque las contaminaciones son una constante histórica 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 industrialización se produjo a principios de los 70. Poco después, ya se hab́ıa
identificado al primer grupo de compuestos capaces de producir cáncer en los humanos,
los hidrocarburos aromáticos polićıclicos (PAHs, del inglés polycyclic aromatic hydrocar-
bon) (Neff, 1980). Estos compuestos se producen como resultado del calentamiento de la
materia orgánica a altas temperaturas, como el humo del tabaco, el holĺın, la producción
de conservantes de la madera, la combustión de leña, los alimentos ahumados, el café
tostado, la carne a la brasa y los gases de combustibles fósiles.

Las principales fuentes de enerǵıa de la humanidad proceden del petróleo, el gas, el
carbón y la madera. Los principales subproductos del uso de combustibles fósiles son el
dióxido de azufre (SO2), el dióxido de carbono (CO2), el dióxido de nitrógeno (NO2) y
los hidrocarburos parcialmente oxidados. El proceso de quema de combustibles fósiles en
centrales térmicas, fábricas, hogares y veh́ıculos 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 desagüe, acaba en las cuencas hidrográficas, lo que puede afectar a la salud
de las personas, a la fauna terrestre y acuática, a las plantas, a la atmósfera y a la cali-
dad del agua. Una fuente t́ıpica de contaminantes ambientales son los productos de uso
doméstico, como productos de limpieza, tensioactivos, tratamientos para el césped y el
jard́ın, pinturas, selladores e incluso medicamentos (D’Surney and Smith, 2005; Chung
and Brooks, 2019).

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

Lo que resulta claro es que las actividades humanas y el rápido desarrollo de las
industrias alteran el estado y composición natural del ambiente y representan una poten-
cial amenaza para los ecosistemas naturales y para la salud pública. Se han registrado
numerosos brotes de enfermedades causadas por la presencia de sustancias tóxicas en
alimentos y en cursos de agua, como aśı 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 concentración ĺımite permisible de muchas sustancias
se encuentra regulada por entes internacionales como la Organización de las Naciones
Unidas para la Alimentación y la Agricultura (ONUAA), United States Environmental
Protection Agency (US EPA) y la Organización Mundial de la Salud (OMS). En Ar-
gentina, el ente regulador es el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA). La comunidad cient́ıfica, por su parte, ha realizado avances pertinentes al
desarrollo de numerosas técnicas de monitoreo de parámetros 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 análisis ca-
paces de proveer información fáctica 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 contaminación ambiental puede
ser un fenómeno evidente en algunos casos y pasar desapercibida en otros.

Actividades productivas y uso de agroqúımicos

El incremento en la demanda mundial de alimentos acompaña al crecimiento po-
blacional, y ha impulsado a los sistemas agropecuarios a aumentar la producción y a
maximizar el rendimiento de los cultivos. La ONUAA indicó, en su último informe del
año 2020, que la producción global de cereales primarios se incrementó en un 52 % en
los últimos 20 años, 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 último tiempo, lo que deja entrever que la
productividad ha crecido considerablemente. En la Figura 1 pueden observarse aumentos
en los rendimientos obtenidos en la producción de cereales que acompañan el crecimiento
poblacional. Se han implementado nuevas técnicas de cultivo y de manejo del agua y

Macagno, J 14









que permite que el ciclo se retroalimente. Liu et al. (2018) realizó un estudio en el mar
de Bohai y reportó que la principal fuente de los CUPs trifluralina y clorpirifós en la
atmósfera es la volatilización desde el agua superficial.

La contaminación de las capas superficiales del suelo ocurre durante la aplicación di-
recta: dependiendo de las condiciones climáticas y de las propiedades del suelo, llegan a las
capas más profundas y pueden alcanzar las aguas subterráneas. Las moléculas disueltas
o unidas a part́ıculas del suelo, pueden acumularse en los sedimentos de los ŕıos. La com-
posición del suelo es un factor importante: por ejemplo, la presencia de ácidos húmicos
y de arcilla coloidal permite la adsorción de determinados compuestos qúımicos (Pu-
llagurala et al., 2018). En todos los intercambios y trayectos, los contaminantes están
sometidos a transformaciones mediante las cuales pueden ser total o parcialmente degra-
dados. Los procesos qúımicos, como reacciones oxidativas y fotoqúımicas, les permiten
ser transportados por las diferentes v́ıas con el inconveniente adicional de que se pueden
generar compuestos de degradación causantes de la denominada segunda contaminación
ambiental. Por otro lado, la biorremediación natural llevada a cabo por microorganismos
no siempre es capaz de degradar completamente los contaminantes (Huang et al., 2018).

La contaminación debida al mal uso de agroqúımicos y la falta de reglamentación
representan otro problema alarmante (Rapini and Marrazza, 2016; Zhao et al., 2018;
Lescano et al., 2022). La liberación 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 liberación al ambiente de
efluentes sin un adecuado tratamiento, originados en las fábricas y también luego de su
aplicación, tanto en el descarte de los ĺıquidos remanentes como en el lavado y desecho
de envases (Lepori et al., 2013; Lescano et al., 2022).

Dispositivos de microflúıdica

El campo de la microflúıdica se originó para abordar necesidades de los análisis qúımi-
cos a inicios de 1990 y los primeros dispositivos fueron empleados en cromatograf́ıa gaseosa
y electroforesis capilar (Widmer et al., 1984; Manz et al., 1992; Harrison et al., 1992). A
partir de alĺı, se desarrollaron avances conceptuales y técnicos que permitieron encontrar
aplicaciones en otros campos de investigación y configuraron la disciplina (Whitesides,
2006). Los sistemas miniaturizados dieron origen a plataformas versátiles, de alto ren-
dimiento, mejorada sensibilidad y eficiencia que posibilitaron disminuir costos, tiempos
experimentales e incrementar la precisión de los ensayos por la manipulación precisa y
por la reducción de pasos necesarios para completar un procedimiento (Stanley et al.,
2016).

Los dispositivos Lab-on-a-chip (LOC) se construyen empleando la tecnoloǵıa micro-
flúıdica y constituyen verdaderos sistemas anaĺıticos miniaturizados que integran múlti-
ples funciones de laboratorio y son capaces de realizar determinaciones de manera rápida
y eficiente. Su implementación resulta muy útil 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. Más aún, son portátiles y fáciles de usar, por
lo que resultan ideales para aplicaciones fuera del laboratorio.

Al proveer una solución integral, los dispositivos LOC tienen una amplia gama de
aplicaciones en diversas áreas, tal como se resume en la Figura 4. Los análisis relacio-
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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 integración del análisis y
del pre-tratamiento de la muestra en el dispositivo (Pol et al., 2017). Respecto al análi-
sis en śı, permite prescindir de equipos sofisticados y costosos, como cromatógrafos o
espectrofotómetros; para el pre-tratamiento, por su parte, se omite el requerimiento de
equipamiento voluminoso, como puede ser una centŕıfuga o algún sistema de filtrado.

Paralelamente, el primer teléfono inteligente o smartphone, fue desarrollado por IBM
en 1993. Desde alĺı, sus capacidades han evolucionado notablemente y se han convertido
en los dispositivos más utilizados en la vida diaria de las personas. Su uso se ha duplicado
en los últimos 7 años y se estima que la cantidad de usuarios para finales de 2023 será
de 6,9 billones, lo cual corresponde a aproximadamente un 86 % de la población mundial.
Actualmente, los teléfonos inteligentes cuentan con procesadores multi-núcleos, almace-
namiento interno, canales de comunicación y cámaras. Cuando se combina la tecnoloǵıa
microflúıdica con la comunicación móvil, la herramienta adquiere la capacidad de sustituir
instrumentos de laboratorio convencionales. Las prestaciones adicionales más importan-
tes son la capacidad de procesamiento in situ y de transferencia de datos con información
espacio-temporal (Xing et al., 2022). Estas caracteŕısticas, sumadas a las mencionadas
anteriormente, posibilitan la obtención de dispositivos autónomos y portátiles, factibles
de ser empleados directamente por el usuario final para la obtención de resultados de
manera rápida y sencilla, resultando herramientas ideales para el monitoreo ambiental.

El desarrollo de las plataformas de microflúıdica 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 alĺı, dado el alto potencial cient́ıfico 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 análisis
microflúıdicas es como detectores de una señal originada por el mecanismo de sensado.
Las cámaras ópticas de alta resolución se utilizan como detectores visuales de la señal me-
diante la captura de imágenes o videos, que pueden procesarse para obtener información
en distintos lapsos de tiempo. Esto es de utilidad en análisis colorimétricos, donde la pre-
sencia del analito se evidencia por un cambio o una generación de color, como muchas de
las pruebas bioqúımicas (Qian et al., 2022), y en técnicas que analizan longitudes, formas
o patrones que se evidencian por modificaciones en la geometŕıa o en las intensidades de
color. También se pueden realizar ensayos de fluorescencia, que suelen requerir del agre-
gado de fuentes de luz espećıficas y del diseño de cajas de lectura. En este último punto,
fueron importantes los avances en impresión 3D (Waheed et al., 2016). Actualmente, se
pueden prototipar acoples de manera rápida y sencilla, con costos razonables. Esta tec-
noloǵıa ha permitido, además, implementar modificaciones ópticas para reemplazar las
técnicas convencionales de evaluación de contaminación empleando microscopios (Chan
et al., 2021; Ayardulabi et al., 2021).

Otro aporte fundamental de los teléfonos celulares es la capacidad de automatizar el
análisis de datos empleando programas genéricos o desarrollados espećıficamente para la
técnica. Respecto a los genéricos, hay numerosas aplicaciones gratuitas y programas de
software libre, siendo el más utilizado el ImageJ. Investigaciones recientes se centraron en
el desarrollo de aplicaciones espećıficas capaces de procesar automáticamente las señales
de los dispositivos de microflúıdica y mostrar al usuario el resultado final (Quesada-
González and Merkoçi, 2017; Schaumburg et al., 2022). Los análisis pueden ser cuan-
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manera precisa y cuantitativa mediante el análisis de las imágenes y es capaz de integrar
todas las funciones mencionadas para lograr dispostivos autónomos y eficientes.

Las herramientas portátiles deben garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de
mediciones realizadas con potenciales variaciones ambientales. Es por eso que resulta
fundamental la incorporación de controles fiables y adecuados. Más aún, 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 anaĺıticos minia-
turizados para ser utilizados en el monitoreo de la calidad de agua y suelos. En particular,
se plantea el diseño y la fabricación de sistemas portables, económicos y fáciles de utilizar.
Se propone además acoplar los dispositivos a la telefońıa móvil con dos fines principales:
usar el teléfono como sistema de lectura de los ensayos y explotar las capacidades de
gestión de datos y conexión a las redes de información.

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 medición de indicadores ambientales a campo.

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

Un biosensor basado en aptámeros espećıficos para el reconocimiento de un insec-
ticida en agua (Caṕıtulo 1).

Un sistema eficiente para la implementación de un bioensayo de germinación de
semillas (Caṕıtulo 2).

Una plataforma portable para un ensayo enzimático de detección de actividad bac-
teriana en suelos (Caṕıtulo 3).
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Caṕıtulo 1

Aptasensor

1.1. Introducción

En el presente caṕıtulo se describe el desarrollo de un biosensor portátil que emplea
un aptámero espećıfico como elemento de reconocimiento biológico, en este caso para el
insecticida clorpirifós (CPS). A este tipo de sensores se los suele denominar Aptasensors.
La plataforma de detección está conformada por una tarjeta de análisis codificada en papel
de filtro Whatman, denominada CR Code Card, y por un programa, denominado CR
Code Analysis, desarrollado para el procesamiento de imágenes tomadas con un teléfono
celular. El sistema permite cuantificar la presencia del insecticida en muestras reales de
agua. Los resultados del presente caṕıtulo fueron publicados en: Macagno et al. (2023).

1.1.1. Relevancia de la detección de clorpirifós

El CPS, o dietil O-3, 5, 6-tricloro-2-piridil fosforotioato, es un insecticida OP am-
pliamente utilizado en la agricultura de extensión, en la producción frutihort́ıcola 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 páıs, 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 neurotóxico. Su mecanismo de acción
consiste en generar cambios en la estructura y función 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 sobreestimulación colinérgica, los
nervios se estimulan en exceso y se atrofian (Liendro et al., 2015; Verma and Bhardwaj,
2015). En animales y humanos, el h́ıgado es el órgano principal de metabolización del
CPS, donde es transformado a uno de los metabolitos más comunes, el clorpirifós-oxon
(CPO). El CPO es un compuesto aún más tóxico, ya que se comporta como un inhibidor
enzimático 300 veces más 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 vaŕıa de 10 a 120 d́ıas, dependiendo de la aplicación,
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del tipo de ecosistema, de los microorganismos del suelo y de las condiciones climáti-
cas (Nandhini et al., 2021). Los microorganismos juegan un rol central en la degradación
del CPS, que puede realizarse en condiciones tanto aeróbicas como anaeróbicas. En am-
bos casos, se detectó el metabolito primario 3,5,6-tricloro piridinol (TCP), producto de
una reacción de hidrólisis. El TCP se encontró tanto en suelo como en agua y, por tener
una mayor solubilidad que el CPS y una vida media de entre 65 y 360 d́ıas, la US EPA
lo clasificó en 1997 como un compuesto móvil, persistente y tóxico. La incorporación a
la materia orgánica del suelo se produce por la degradación del TCP a 3,5,6-tricloro-2-
metoxi piridina (TMP), que también puede generar CO2 (Racke, 1993). A la degradación
metabólica microbiana, se le suman procesos abióticos que tienen lugar en la matriz del
suelo, como la hidrólisis qúımica, la declorinación y la oxidación. 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 detectó CPS en muestras de frutas cosechadas, después de más de 60 d́ıas de la
aplicación del insecticida (Putnam et al., 2003).

Las propiedades que se mencionaron resultan suficientes para causar preocupación
por el impacto de la incorporación del CPS en el ambiente. A las caracteŕısticas 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 contaminación del agua (Tahara et al., 2005; Kumar
et al., 2015; Alfonso et al., 2017). Estudios de diferentes páıses indican su presencia tanto
en aguas subterráneas (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 comercialización de CPS fue recientemente prohibida en Estados
Unidos y en la Unión Europea (US EPA, 2021). Sin embargo, en otros páıses su venta es
libre y no controlada. Por consiguiente, el seguimiento de los niveles de concentración de
CPS en el agua resulta una necesidad imperiosa.

1.1.2. Técnicas de análisis de plaguicidas

Las técnicas anaĺıticas convencionales para la detección de plaguicidas están basadas
en métodos espectrofotométricos y cromatográficos; por ejemplo, la cromatograf́ıa gaseo-
sa o ĺıquida de alta eficacia acoplada a electroforesis capilar o espectrometŕıa de masas.
Estas técnicas presentan ĺımites de detección bajos, son confiables, altamente selectivas y
precisas, pero sus requerimientos instrumentales y operativos las hacen imprácticas 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 alĺı, 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. Más aún, se debe considerar el tiempo desde
el env́ıo de la muestra hasta la recepción 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 útiles como métodos confirmatorios, pero sus caracteŕısticas son
poco compatibles con el monitoreo ambiental. En este contexto, los biosensores han sur-
gido como alternativa simple, efectiva y portátil para la detección de una gran variedad
de analitos, dentro de los que se incluyen los agroqúımicos (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: detección

La mayoŕıa de los plaguicidas están diseñados para prevenir procesos enzimáticos de-
terminantes de la viabilidad de los organismos que afectan. Es por eso que el mecanismo
de inhibición enzimática 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 detección
enzimática alcanza ĺımites de detección adecuados, la selectividad suele estar compro-
metida. Por ejemplo, la medición de la AChE, una de las más reportadas, es incapaz
de distinguir entre sustancias de la misma clase. Otras limitaciones están asociadas a
la estabilidad enzimática. 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 función. Estas caracteŕısticas representan una limitación práctica que
puede llevar a respuestas inestables y con baja reproducibilidad. Además, la actividad
enzimática puede ser alterada por la presencia de otros qúımicos o compuestos tóxicos
presentes en la muestra, como aśı también por cambios de pH o fuerza iónica. Por lo tan-
to, es fuertemente recomendado el estudio de otros tipos de elementos de reconocimiento
biológico (Majdinasab et al., 2021).

Los mecanismos de detección no enzimáticos destacados por mejorar la selectividad
y sensibilidad emplean anticuerpos o aptámeros. El mecanismo de detección más usual
es la interacción ant́ıgeno-anticuerpo, se los conoce como inmunosensores y su principal
ventaja es la alta afinidad y especificidad de la interacción (Talan et al., 2018; Islam
et al., 2019). Los agroqúımicos son en general moléculas pequeñas que se comportan co-
mo haptenos para el sistema inmunológico, es por eso que deben acoplarse a protéınas
transportadoras para estimular la generación 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 están asociadas
a las caracteŕısticas f́ısicas: al ser protéınas grandes, poseen baja solubilidad y estabili-
dad (Majdinasab et al., 2021). La alternativa a estas limitaciones fue la generación de
fragmentos de anticuerpos que se realizan mediante procesos complejos de generación de
protéınas recombinantes, producción in vitro de genes sintéticos o técnicas de despliegue
de fagos (Justino et al., 2017). Otro tipo de ensayo, que resulta de la combinación de an-
ticuerpos y enzimas, es el ensayo por inmunosorción ligado a enzimas (ELISA, del inglés
Enzyme-linked immunosorbent assay). Se reportan bajos ĺımites de detección y muy bue-
na especificidad. Pero se suman los requerimientos de ambos elementos de reconocimiento
y se obtienen plataformas que requieren múltiples pasos de incubación (Kumar et al.,
2015).

Si bien, en las aplicaciones de monitoreo ambiental, la mayoŕıa de los biosensores son
enzimáticos o inmunológicos, recientemente se han incorporado los sensores basados en
aptámeros (Kim et al., 2019). La posibilidad de modificar su estructura mediante una
śıntesis 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 aptámeros 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 anaĺıticas y biomédicas. Son
moléculas artificiales que se obtienen por un proceso de selección 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 obtención 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 tecnoloǵıas de selección rápidas y automatizadas, no hay
ĺımites en la obtención de secuencias de reconocimiento espećıfico (Kwon et al., 2015). Se
obtuvieron aptámeros espećıficos para moléculas tanto biológicas como sintéticas, de di-
versos tamaños. Dentro de los analitos se incluyen protéınas, compuestos sintéticos (Kwon
et al., 2015), iones metálicos (Li et al., 2009), biomarcadores (Wang et al., 2019; Zhou
et al., 2020), compuestos orgánicos (Zhang et al., 2016) y hasta células completas, por
ejemplo bacterias patógenas (Fang et al., 2014). Los aptámeros se encuentran en solución
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 formación del complejo se logra
mediante diversas interacciones: hidrofóbicas, puentes de hidrógeno, stacking aromático
y fuerzas de van der Waals.

Los biosensores que utilizan aptámeros como elemento de reconocimiento biológico,
representan una alternativa atractiva y prometedora principalmente al uso de anticuer-
pos porque su obtención es más económica, no requiere del uso de animales y es ideal
para moléculas de bajo peso molecular como los agroqúımicos (McConnell et al., 2020;
Majdinasab et al., 2021; Futane et al., 2023). Otra ventaja es que son moléculas pequeñas
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). Más aún, las
modificaciones qúımicas precisan de procedimientos más sencillos que los anticuerpos y
permiten probar diferentes estrategias de reconocimientos (Gopinath et al., 2014). Las
caracteŕısticas mencionadas no solo los hacen ideales para el desarrollo de herramientas
de monitoreo, sino también para acoplarlos a diferentes métodos de transducción (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: transducción

La interacción entre el aptámero y su analito induce cambios que pueden detectarse
de diferentes maneras. De acuerdo al tipo de señal que se genera, los sensores basados
en aptámeros pueden clasificarse en electroqúımicos, fluorescentes o colorimétricos. La
principal ventaja de los biosensores electroqúımicos es su alta sensibilidad. Además, 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 fabricación aún requieren
de técnicas complejas (Jiao et al., 2017; Roushani et al., 2018), procesos de inmobiliza-
ción (Kumar et al., 2015) y de la modificación de los aptámeros para poder acoplarse
a la conversión de la señal (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 múltiples pasos y de
personal entrenado. Además, necesitan una fuente de luz y acoples especiales para poder
reemplazar instrumentos voluminosos (Majdinasab et al., 2021). Los sistemas de detección
electroqúımicos y fluorescentes han mostrado buen desempeño anaĺıtico pero requieren
de la funcionalización del aptámero y aún no son totalmente adecuados para el monitoreo
ambiental.

En la detección colorimétrica, la señal puede ser capturada por un instrumento óptico
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o simplemente a ojo desnudo en determinaciones cualitativas o semi-cualitativas (Mor-
bioli et al., 2017). El principio de detección más utilizado cuando se emplean aptámeros
es el cambio de color de nanopart́ıculas de oro (AuNPs). El creciente interés por los na-
nomateriales y sus caracteŕısticas particulares ha fomentado la evolución de técnicas de
śıntesis para la obtención de coloides estables de tamaño 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 obtención de imágenes y la detección. En particular,
el uso de AuNPs en el desarrollo de herramientas de monitoreo ambiental ha sido notable
en los últimos años (Sadiq et al., 2022).

Las AuNPs tienen una alta relación superficie/volumen, se pueden funcionalizar con
moléculas orgánicas y biológicas, y presentan propiedades cataĺıticas y eléctricas úni-
cas (Amendola et al., 2017). Sin embargo, la caracteŕıstica principal de las AuNPs, que
explica su uso extendido en el desarrollo de sensores, proviene de su naturaleza metálica
y del tamaño comúnmente utilizado, entre 2 y 100 nm de diámetro. Las nanopart́ıcu-
las metálicas (NPMs) permiten monitorear un evento de reconocimiento en tiempo real
como consecuencia del fenómeno óptico que experimentan al interaccionar con la luz.
El fenómeno se denomina resonancia de plasmones superficiales localizados (Localized
surface-plasmon resonance, LSPR) y les permite exhibir un color que depende de su ta-
maño, forma y estado de agregación (Willets and Van Duyne, 2007). En las NPMs que
son más pequeñas que la longitud de onda (λ) de la luz incidente, su nube electrónica es
capaz de interactuar con el campo eléctrico y moverse en función del mismo. Al propa-
garse la luz, la nube de las NPMs vibra absorbiendo enerǵıa de la onda lumı́nica, lo que
se conoce como plasmón. El pico de absorción que se observa, en general, tiene mayor λ a
medida que aumenta el tamaño de la part́ıcula. Además, depende del metal utilizado, de
la morfoloǵıa de la agregación, de las modificaciones de superficie y del ı́ndice de refrac-
ción del medio (Njoki et al., 2007). El pico corresponde a la región de la luz absorbida
por el sistema y convertida en enerǵıa cinética que se utiliza, precisamente, para poner
los electrones de conducción a oscilar. La absorción 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 más investigados por su potencial aplicación en sensores colorimétricos (Langer
et al., 2015). Las AuNPs de 13 nm de diámetro presentan en solución un color rojo vinoso
que se produce por su interacción con longiutdes de onda de 520 nm y la consecuente
absorción en el rango visible del verde azulado. En las AuNPs de mayor tamaño, el pico
de absorción 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 detección basado en la desestabilización
coloidal, sin necesidad de funcionalizar las AuNPs ni de introducir modificaciones a los
aptámeros (Weerathunge et al., 2019; Liu et al., 2020). Se lo denomina label-free y es
un método de detección muy utilizado precisamente por su simplicidad (Gopinath et al.,
2014). Las AuNPs en solución están estabilizadas por iones negativos que se adsorben
en su superficie y forman una doble capa eléctrica que genera repulsión electrostática
entre las part́ıculas coloidales. La agregación ocurre cuando el potencial de la doble capa
no es suficiente o la doble capa es muy delgada (alta concentración de sal); en estas
condiciones, las part́ıculas se atraen entre śı mediante fuerzas de van der Waals, que
predominan sobre las de repulsión electrostática. Una forma muy eficiente de conferir
estabilidad coloidal es recubrir las part́ıculas con poĺımeros, de modo que la repulsión
estérica entre los residuos poliméricos de diferentes part́ıculas siempre asegura que la
atracción de van der Waals sea despreciable (Hunter, 2013). Las moléculas de ADN simple
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de microflúıdica. En 2007 se publicó un trabajo del grupo de George Whitesides, de la
Universidad de Harvard, que provocó un gran impacto (Martinez et al., 2007). En él se
reporta el primer dispositivo anaĺıtico microflúıdico basado en papel (µPAD, por las si-
glas en inglés de Microfluidic paper-based analytical device), un dispositivo de biosensado
simultáneo de glucosa y protéınas empleando solo 5 µl de orina. En el trabajo, se describe
el método de grabado del papel por deposición de un poĺımero hidrofóbico que permite
la obtención de canales milimétricos y la definición de zonas de detección. Se demuestra
que, mediante una estrategia simple y rápida, se pueden obtener diferentes geometŕıas
para manipular el flujo y poder realizar reacciones qúımicas y análisis bioqúımicos en el
dispositivo. Además, se han identificado numerosos desarrollos que no son puramente del
área de microflúıdica 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
anaĺıtico basado en papel (PAD, del inglés Paper-based analytical device) (Martinez et al.,
2007; Yetisen et al., 2013; Desmet et al., 2016).

En el área del monitoreo ambiental, el uso del papel como sustrato de fabricación
de dispositivos también ha adquirido relevancia en los últimos años (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 mayoŕıa de los páıses y en una amplia variedad de
presentaciones. La abundancia de celulosa (más 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). Además, es un
sustrato liviano (10 mg/cm2 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 caracteŕıstica fundamental del papel y los sustratos porosos, es el transporte de
fluidos por acción capilar sin necesidad de fuentes externas de enerǵıa (Elizalde et al.,
2015; Schaumburg et al., 2018; Mora et al., 2019). Si bien esta caracteŕıstica resulta
favorable para cualquier tipo de aplicaciones, es de particular interés para los dispositivos
portátiles que pretenden prescindir de cualquier equipamiento adicional. Por otra parte,
la morfoloǵıa de la red de microfibras aumenta la relación de superficie/volumen y la
capacidad de carga, lo que resulta útil para realizar reacciones qúımicas o de detección.
Además, como poĺımero natural biocompatible, el papel de celulosa puede utilizarse como
soporte para células o microorganismos sin causar efectos adversos.

Desde la introducción del concepto de µPAD, se desarrollaron diversas técnicas de
fabricación que se basan en dos estrategias principales: el uso de un láser o la generación
de delimitaciones hidrofóbicas. Con la primera se puede realizar un grabado o un corte
sobre el papel. El grabado implica la eliminación de un determinado grosor de sustrato
de papel mediante un láser de CO2, lo cual permite la modificación de la superficie para
localizar reactivos o ajustar la velocidad de absorción. Por su parte, el corte permite la
definición de canales o de PADs independientes. En cuanto a la segunda estrategia, en
el trabajo de Martinez et al. (2007) se obtienen barreras por litograf́ıa, los bordes son
ńıtidos y bien definidos. Sin embargo, el proceso de fabricación es complejo y costoso, y
requiere de equipamiento y del reactivo fotorresistente. Es por eso que, desde entonces,
se han desarrollado varias alternativas. La impresión con cera es un método económico
y ampliamente utilizado, el proceso de fabricación es muy simple, de alto rendimiento
y permite el prototipado a gran escala. La definición está limitada por el derretimiento
de la cera, por lo cual su utilización también dependerá de la precisión 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 hidrofóbicas que se
pueden adaptar a las necesidades del dispositivo (Yamada et al., 2015). Otras técnicas de
impresión, como la serigraf́ıa y la flexograf́ıa, también son excelentes para la producción 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 fácilmente adaptables a
nuevos diseños de dispositivos.

1.1.6. Análisis 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 sólida, ĺıquida y gaseosa están formadas por el sustrato
de apoyo, la gota y el aire, respectivamente. A su vez, este sistema posee 3 interfaces: la
interfaz ĺıquido-vapor, ubicada sobre la superficie externa de la gota; la interfaz sólido-
ĺıquido, superficie mojada del sustrato; y la interfaz sólido-vapor, que corresponde a la
porción que no está en contacto con la gota (Li, 2008). En la intersección de estas tres,
encontramos la ĺınea de contacto, es decir, el peŕımetro de la gota sobre la superficie.
Respecto a la forma, dependerá de la tensión superficial del ĺıquido y de la naturaleza de la
superficie (Yang et al., 2022). En el caso del agua como componente principal, se produce
la fijación de la gota en la superficie por su elevada tensión 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 hidrof́ılica, 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 más esférica para
disminuir su área de contacto (Yang et al., 2022). Precisamente, la definición del ángulo
de contacto se utiliza para caracterizar la hidrofobicidad de los materiales. Con un valor
mayor a 90◦, se considera que la superficie es hidrofóbica.

La evaporación de una gota sésil es un fenómeno común en la naturaleza. La dismi-
nución gradual del volumen de ĺıquido es consecuencia de la diferencia entre la presión de
vapor en el ambiente y la presión de vapor inmediatamente por encima de la gota, que
induce la aparición de un flujo difusivo (Li, 2008). La presencia de solutos no volátiles en
la gota conlleva a la formación de un residuo en forma de anillo en la ĺınea de contacto.
El efecto es consecuencia de que la tasa de evaporación es mayor en la ĺınea de contacto,
lo cual induce un flujo radial hacia afuera en el interior de la gota. Este fenómeno 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 formación
del CR es consecuencia del desplazamiento de part́ıculas en la periferia de la gota y se
observa tanto en sustratos sólidos como porosos (Nilghaz et al., 2015).

Diferentes modificaciones en la composición coloidal o en las condiciones externas de
las gotas conducen a la alteración o incluso a la supresión del efecto CR. La formación
del CR genera inconvenientes en numerosas aplicaciones prácticas, en procesos de im-
presión por inyección de tinta, fabricación de pinturas, śıntesis 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 cromatográficas, preparación de fluidos biológicos,
procedimientos de pre-concentración y otros mecanismos donde el flujo capilar posibilita
la manipulación de muestras biológicas (Li et al., 2015).

Asimismo, las alteraciones del efecto CR se han empleado en diferentes sensores para
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la detección de analitos, por ejemplo para determinar protéınas (Wen et al., 2013), ácidos
nucleicos (Li et al., 2015) y glucosa (Zhang et al., 2018), y se están explorando otros
usos de la información contenida en los patrones de las gotas evaporadas para técnicas
de diagnóstico (Sefiane et al., 2021). En el trabajo de Trantum et al. (2014) se detecta
en 10 min la presencia de un bacteriófago por la alteración del patrón de deposición de
part́ıculas de 1 µm funcionalizadas con el anticuerpo correspondiente.

El análisis de patrones como señal de detección, 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 cámaras normales de teléfonos celulares y sin requisitos
especiales de iluminación.

Se describe a continuación el desarrollo de una plataforma de biosensado portátil,
robusta y espećıfica, para la detección 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 análisis del patrón producido por la evaporación de gotas que contienen
la muestra de agua y los reactivos: solución coloidal de AuNPs, aptámeros como elemento
de reconocimiento biológico y NaCl como inductor de la agregación. De esta manera, el
sistema prescinde de una fuente de iluminación externa espećıfica y puede ser acoplado a
la toma de imágenes con un teléfono celular y al posterior análisis automatizado mediante
un programa especializado, lo que lo convierte en una herramienta adecuada para su uso
efectivo fuera del laboratorio y para la recolección de datos de utilidad en el monitoreo
ambiental.

1.2. Objetivos

Desarrollar un dispositivo de sensado portátil basado en aptámeros para la detección
cuantitativa de CPS en agua. El cumplimiento de este objetivo implica la realización del
diseño conceptual del dispositivo, la fabricación de prototipos sobre sustratos porosos,
la adaptación de la reacción de detección sobre papel y la realización 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 R©, el ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) PESTANAL R© y el
ácido cloroáurico (HAuCl4) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argenti-
na). El citrato de sodio fue provisto por Anedra (Buenos Aires, Argentina). El diclorvos
(DCV), fenitrotión (FTT), pirimifos-metil (PMM), carbaril (CBR) y glifosato (GFS) se
obtuvieron de Chem Service (Buenos Aires, Argentina). La laminadora y los poĺımeros
translúcidos de laminación tamaño carnet (130 x 90 mm y 150 µm de espesor) se compra-
ron en DASA (Buenos Aires, Argentina). El aptámero se obtuvo liofilizado y se disolvió
en agua MilliQ estéril a la concentración recomendada por el fabricante. Se preparó un
solución stock de CPS en etanol que se conservó a 4 ◦C. Para la preparación de todas las
soluciones de trabajo, se empleó agua MilliQ.
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utilizado y optimizado para la obtención de nanopart́ıculas estables, esféricas y con baja
dispersión de tamaño, de entre 10 y 50 nm de diámetro (Sadiq et al., 2022). Para la
obtención de AuNPs de 13 nm, se colocó 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 calentó hasta ebullición homogénea. En este punto, se agregaron 400 µl de
solución de HAuCl4 50 µg/ml y 650 µl de solución de citrato de sodio 50 µg/ml. Se observó
la aparición de color azul intenso dentro del primer minuto de reacción que viró a rojo
vinoso en los 2-3 minutos posteriores. A partir de alĺı, se continuó calentando por 30
minutos más.

La forma, tamaño y distribución de las part́ıculas fue analizada mediante microscoṕıa
de transmisión electrónica (TEM). Se utilizó el microscopio de alta resolución, JEM-2100
plus (JEOL, Tokyo, Japón) equipado con un emisor LaB6 y operado con un voltaje de
aceleración de 200 kV. La concentración de las AuNPs en solución se calculó de acuerdo
con la Ley de Beer-Lambert a partir del espectro de absorción obtenido en un espectro-
fotómetro UV/VIS (PerkinElmer Lambda 35, USA).

1.3.4. Diseño y fabricación de las tarjetas

El programa CR Code Analysis se desarrolló en Python para diseñar las tarjetas,
denominadas CR Code Cards, y para analizar las imágenes tomadas de los ensayos. El
diseño de las tarjetas tuvo en cuenta la integración con el análisis automático a través
de un programa especializado. Las tarjetas son rectangulares y contienen 4 sitios de
análisis, 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 empleó una impresora de cera ColorQube 8580 (Xerox, Norwalk, CT, Estados
Unidos) para imprimir las marcas fiduciarias, los sitios de análisis y las referencias. Para
la delimitación de los sitios de análisis, de forma circular, se aplicó una temperatura de
150 ◦C durante 1 min. El diámetro final de cada pocillo fue de 5 mm. Posteriormente,
las tarjetas se laminaron para aumentar su robustez. A los poĺımeros translúcidos de
laminación se les recortó un área cuadrada de la capa superior que abarca los cuatro
sitios de detección. Luego, el conjunto se cubrió con papel blanco de impresora y se
laminó a 65 ◦C, temperatura que no altera las marcas impresas en cera.

1.3.5. Detección de clorpirifós (CPS)

Todos los ensayos de detección de CPS se realizaron por cuadruplicado. El procedi-
miento fue el siguiente: se mezclaron en un tubo 30 µl de aptámero con 80 µl de AuNPs
en la relación molar de 6:1. Luego, se agregaron 30 µl de una solución de CPS en el rango
de concentraciones de 0,048 µM a 482 µM. La solución se incubó a temperatura ambiente
por 60 min. Cumplido el tiempo de incubación, se agregaron 20 µl de una solución de
NaCl 1 M. El volumen final fue de 160 µl. Luego de 15 minutos, se tomaron 20 µl que
se colocaron sobre los sitios de análisis correspondientes de las tarjetas. Las gotas de-
positadas cubrieron completamente el pocillo de bordes hidrofóbicos. La evaporación de
las gotas se realizó en condiciones controladas de temperatura (T ), 24 ◦C, y de humedad
relativa (HR), aproximadante 30 %. La obtención y control de estas condiciones se detalla
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en la Sección 1.3.8. Luego de la evaporación completa del ĺıquido, se tomaron fotos de las
tarjetas con un teléfono celular según las condiciones que se detallan en la Sección 1.3.6.

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

1.3.6. Obtención y análisis de datos

Para la obtención de los datos, se toman imágenes de las tarjetas, una vez que las
gotas depositadas sobre los sitios de análisis se evaporaron completamente. Se emplea la
cámara 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 iluminación
particulares.

El desarrollo del programa CR Code Analysis, que se utilizó tanto para diseñar las tar-
jetas como para analizar las imágenes obtenidas de los ensayos, se realizó en colaboración
con el Ing. Gabriel S. Gerlero del Centro de Investigación de Métodos Computacionales
(CIMEC) (UNL - CONICET). La implementación hace uso de la biblioteca de código
abierto OpenCV (Bradski, 2000) y del módulo ArUco (Romero-Ramirez et al., 2018).

El procesamiento de la imagen comienza con la identificación y captura automática de
los datos (AIDC, por las siglas en inglés de Automatic identification and data capture). Se
identifican la posición y orientación de los fiduciarios en la imagen capturada para realizar
una transformación de perspectiva mediante una proyección homográfica. Esto permite
obtener una imagen estandarizada de la tarjeta. Si el primer paso no resulta suficiente
para la determinación precisa de los sitios de análisis, se realiza una instancia adicional
que consiste en aplicar la transformada de Hough para ćırculos (Illingworth and Kittler,
1987) que permite refinar la ubicación. A continuación, se realiza una transformación
geométrica empleando el sistema de coordenadas polares r-θ con origen en el centro de
cada disco, donde θ es el ángulo polar y r es el radio. Se muestra un ejemplo representativo
de este paso en la Figura 1.3b. Esta transformación simplifica el cálculo del promedio de
las intensidades de la luz reflejada para todo ángulo polar θ, en cada valor de radio r.
De esta manera, se obtiene un gráfico como se muestra en la Figura 1.3c. La información
obtenida se emplea para cuantificar el grado de supresión del efecto CR y aśı determinar
la concentración de CPS en cada sitio de análisis por medio de una curva de calibrado.

1.3.7. Evaluación de especificidad e interferencias

La especificidad del método de detección propuesto se evaluó 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 concentración de máxima
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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1.3.8. Desempeño de la plataforma

Para determinar la reproducibilidad de los ensayos bajo condiciones de operación
variables, se analizaron los controles C1 y C2 empleando diferentes valores de T y HR
durante la etapa de evaporación de las gotas sobre las CR Code Cards. Espećıficamente,
se evaluaron tres T : 18 , 24 y 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 análisis,
dentro de un contenedor con tapa, el cual se colocó a su vez en una estufa de laboratorio.
La temperatura deseada se fijó con el controlador digital de la estufa. La HR de 60 %
se alcanzó colocando una solución saturada de sulfato de potasio (K2SO4) dentro del
contenedor. Para lograr 30 % de HR, se emplearon perlas de śılica gel. Los parámetros se
controlaron con un termo-higrómetro (Boeco, Alemania). Se registró el tiempo requerido
para el secado completo de las gotas bajo cada condición ensayada.

Con el objeto de evaluar la influencia del pH de la muestra incógnita en la detec-
ción de CPS, se evaluaron los controles C1 y C2. Para ello, los 30 µl 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 ácido clorh́ıdrico
(HCl) 0,12 M o de hidróxido de sodio (NaOH) 0,04 M, según corresponda.

Por otro lado, a fin de evaluar el desempeño del ensayo bajo diferentes condiciones
de iluminación, se compararon las imágenes tomadas dentro del laboratorio (con luz
artificial) y en el exterior. Para las imágenes 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
condición, se evaluó además la opción con y sin flash.

En todos los ensayos descriptos en esta sección, se tomó una foto de la tarjeta una
vez completa la evaporación de las gotas, las imágenes se analizaron con el programa CR
Code Analysis y se compararon mediante indicadores estad́ısticos como el desv́ıo estándar
relativo (RSD, del inglés Relative standard deviation) o el porcentaje de variación (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 último, se evaluó la estabilidad del patrón generado en los sitios de detección
de las tarjetas a lo largo del tiempo. Se tomaron fotos cada 24 h, durante 3 d́ıas, de 6
tarjetas que conteńıan dos sitios de detección para cada control. Se consideró como t=0
al momento en el cual las gotas de cada tarjeta se hab́ıan secado completamente.

1.3.9. Detección de CPS en agua de ŕıo

Se estudió la capacidad del biosensor para la identificación y cuantificación de CPS
en muestras reales de agua. Para ello, se realizaron los ensayos con agua recolectada de
la Laguna Setúbal (31◦35′27′′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
tamaño de poro de 0,22 µm, luego de lo cual se les adicionó una cantidad conocida de
CPS. Los resultados obtenidos se compararon con la técnica de Cromatograf́ıa ĺıquida
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.
Maŕıa Rosa Repetti del PRINARC (Programa de Investigación y Análisis de Residuos y
Contaminantes Qúımicos) (FIQ-UNL).
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1.4. Resultados y discusión

1.4.1. Mecanismo de detección

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

En ausencia de aptámeros (C1), las AuNPs se agregan al añadir sal, cambiando el
color de la solución de rojo a azul. Cuando los aptámeros se unen a las AuNPs (C2),
evitan la desestabilización coloidal inducida por la sal, las AuNPs no se agregan y la
solución permanece roja. En presencia de CPS (48 µM), se distingue un estado inter-
medio en la zona espectral de agregación (λ de 600 a 700 nm, aproximadamente). Ésto
indica que el aptámero espećıfico de CPS se disocia parcialmente de las AuNPs para
unirse a las moléculas de CPS. Por lo tanto, el aptámero seleccionado detecta satisfacto-
riamente al analito. En la Figura 1.4a se observan los colores de las soluciones coloidales
obtenidas. Además, estos experimentos validan impĺıcitamente las caracteŕısticas 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 imágenes mostraron la presencia
de part́ıculas cuasi-esféricas y bastante monodispersas, como se observa en la Figura 1.4c,
con un diámetro promedio de 13 ± 2 nm. Las AuNPs recién preparadas (suspensión
coloidal sin agentes estabilizadores) se mantienen estables para su uso unos 45 d́ıas en
almacenamiento refrigerado; este tiempo determina la vida útil del conjunto de detección,
ya que los aptámeros espećıficos de CPS pueden conservarse varios meses.

1.4.2. Sistema de lectura

El análisis de las tarjetas con el programa CR Code Analysis permitió identificar los
sitios de detección con gran precisión, aún en imágenes desalineadas. Esta caracteŕıstica
es crucial para la cuantificación del efecto CR dentro de las pequeñas dimensiones de los
sitios (los detalles se dieron en la Sección 1.3.6).

Como se ha descrito, cuando el CPS no está presente en la solución de prueba, las
AuNPs se encuentran estabilizadas por la presencia de los aptámeros y la adición de
sal no produce su agregación. Cuando se coloca una gota de esta solución en el sitio de
detección, comienza inmediatamente la evaporación del agua de la superficie de la gota.
Este proceso es más rápido en la zona de la ĺınea de contacto de la gota, por lo que el
ĺıquido 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 concentración de
part́ıculas, con enriquecimiento de AuNPs en la región de la ĺınea de contacto de la gota.
Una vez que la gota se ha evaporado por completo, la distribución de AuNPs produce
un patrón 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
detección, debido a la mayor concentración de AuNPs que absorben la luz en la región
periférica (curva roja en Figura 1.5).

Por el contrario, cuando el CPS está presente en la solución a evaluar, se produce
la agregación de las AuNPs. El tiempo caracteŕıstico de este proceso es más corto que
el tiempo de evaporación de las gotas, y se observa una deposición preferencial de los
agregados en la zona central del sitio de detección, 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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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 alteración del efecto CR inducida
por la presencia del CPS se requiere más investigación. Se puede deducir que el patrón
final es el resultado de la interacción de diferentes procesos, como la migración, agregación
y adsorción de AuNPs sobre el sustrato, junto con los flujos internos asociados a la
evaporación de las gotas. En particular, el sistema en estudio implica una complejidad
adicional, ya que la captura del analito y la consiguiente desestabilización coloidal se
producen a medida que avanza la evaporación de la gota (véase, por ejemplo, Crivoi
and Duan (2013)). Para el propósito de esta Tesis, el hecho relevante es que existe una
correlación entre la concentración de la molécula a detectar y el grado de alteración del
patrón de la gota seca, que puede ser aprovechado como un sistema de lectura sensible
para el biosensor propuesto.

Para el análisis cuantitativo de los patrones, se definieron dos regiones en los sitios
de detección: 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 = 2,25 mm, denominado OA
(outer annulus). Dichas regiones se marcaron en el gráfico de la Figura 1.5. Asimismo,
se definieron IOA e IID como las intensidades de luz reflejadas promedio de OA y de
ID, respectivamente. Luego, se calculó la relación entre esas intensidades como IR =
IOA/IID. El valor de IR permitió identificar adecuadamente los ensayos que presentaban
una alteración del CR originado por la presencia de CPS. Y lo que es más relevante,
permitió determinar cuantitativamente la concentración de analito, como se describe a
continuación.
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Figura 1.5: Intensidad de luz reflejada promediada en θ en función de la coordenada
radial. Las curvas corresponden al análisis del patrón de gotas secas de soluciones con

(azul) y sin (rojo) CPS.

1.4.3. Detección cuantitativa de CPS

En primer lugar, es importante mencionar que, además del análisis de las imágenes
descrito anteriormente, se exploraron cuidadosamente varios parámetros fisicoqúımicos
de la reacción para maximizar la respuesta del sensor. Por ejemplo, se optimizaron las
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concentraciones y volúmenes de reactivos (AuNPs, aptámero, NaCl), los tiempos y la
temperatura de incubación, y las condiciones de evaporación de las gotas (T, HR; véase
la Sección 1.4.6 para más detalles). Los resultados que se presentan a continuación 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 482 µM. A modo de verificación, también se registraron los colores obtenidos de la
mezcla de reacción en solución, 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 alteración
del CR se incrementa gradualmente con la concentración de CPS (de izquierda a derecha).
El patrón del CR con forma de anillo desaparece completamente para concentraciones de
analito superiores a 10 µM, aproximadamente. En contraste, para dichas concentraciones
elevadas de CPS, aparece un patrón en forma de disco en el centro del sitio de detección.

La determinación cuantitativa de CPS en las tarjetas se realizó mediante el análisis
automatizado empleando el programa CR Code Analysis. Los resultados se muestran en
Figura 1.6c, donde se observa claramente la correlación entre la concentración de analito
en las muestras y el cociente IOA/IID. En particular, en el rango de concentraciones
representado, el IR aumenta linealmente con el logaritmo de la concentración de CPS
(nótese la escala logaŕıtmica utilizada para el eje de abscisas, Figura 1.6c).

1.4.4. Desempeño anaĺıtico del biosensor

El ĺımite de detección (LOD) se estimó como la concentración de CPS que produce
una señal que es tres veces mayor que la señal de ruido del control negativo (C2), y el
valor resultante fue LOD = 0,2 µM. El ĺımite de cuantificación (LOQ) se estimó como
la concentración de CPS que produce una señal que es diez veces mayor que la señal de
ruido del control negativo (C2), y el valor resultante fue LOQ = 30 µM.

En la Tabla 1.1 se compara la sensibilidad de la plataforma presentada con la de
otros sensores reportados en la bibliograf́ıa para la detección a campo del CPS. y se
presentan las principales caracteŕısticas de cada dispositivo. Considerando el LOD, el
biosensor aqúı propuesto presenta un rendimiento notable, siendo superado solamente
por dispositivos que implican la utilización de equipos voluminosos (Soongsong et al.,
2021; Cheng et al., 2018), necesarios para leer con precisión la señal del sensor o para
procesar las muestras. Por el contrario, las imágenes de las CR Code Cards pueden ser
analizadas aún cuando hubieran sido tomadas con luz ambiente variable (luz artificial,
luz solar directa o indirecta), aspecto que se analiza más adelante en la Sección 1.4.6.
Asimismo, es posible medir el analito en un amplio rango de concentraciones que abarca
5 órdenes de magnitud.

Disminuir el LOD es de interés para detectar niveles traza. Esta optimización podŕıa
lograrse mediante un ajuste del análisis matemático de las imágenes para captar con ma-
yor exactitud las variaciones que se producen a bajas concentraciones de analito. En este
sentido, la integración de algoritmos de aprendizaje automático podŕıa mejorar la capaci-
dad de predicción del análisis de patrones. Por otra parte, también podŕıan introducirse
mejoras en el proceso de detección. Por ejemplo, el establecimiento de un microentorno
definido para la evaporación de las gotas ayudaŕıa a mejorar la robustez del sensor y, por
tanto, el LOD, aunque comprometiendo su tamaño y portabilidad.

Aqúı es oportuno subrayar que se está proponiendo un dispositivo portátil, menos
sensible que los sensores más sofisticados o los equipos de laboratorio convencionales, pero
que ofrece las ventajas de realizar detecciones sencillas, económicas, rápidas y en el sitio
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Tabla 1.1: Bioensores portátiles reportados para la detección de CPS.

Elemento de
reconocimiento
biológico

Señal
Dispositivo
de lectura

Requerimientos
LOD
(µM)

Rango
(µM)

Referencia

Aptámero Colorimétrico Espectrofotómetro Incubación a 37 ◦C 32 100 – 600 Weerathunge et al. (2019)

Enzima Colorimétrico Cámara teléfono celular No especificado 25 0 – 71 Kim et al. (2018)

Enzima Colorimétrico Lector colorimétrico Acople óptico 9,4 14 – 285 Fu et al. (2019b)

Aptámero Patrón Cámara teléfono celular Ninguno 0,2 0,048 – 482 Este trabajo

Enzima Colorimétrico Cámara teléfono celular Incubación a 37 ◦C 0,18 0,28 – 5,70 Sankar et al. (2020)

Aptámero Colorimétrico Espectrofotómetro Equipamiento 0,02 0,06 – 0,86 Soongsong et al. (2021)
de laboratorio

Aptámero Fluorescencia Cámara teléfono celular Adaptador externo 0,002 0,002 – 28 Cheng et al. (2018)

Nota: Los trabajos se ordenaron según valores decrecientes del LOD informado.
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de muestreo. Estas caracteŕısticas son de particular interés para el monitoreo ambiental,
que pretende la obtención de datos actualizados y en grandes áreas de expansión para
conocer el estado de la contaminación de manera dinámica (Meredith et al., 2016).

1.4.5. Análisis de especificidad e interferencias

En principio, la capacidad de la plataforma propuesta para detectar selectivamen-
te moléculas de CPS está garantizada por la afinidad espećıfica del aptámero diseñado
(Figura 1.2). Sin embargo, moléculas de compuestos similares podŕıan desencadenar la
desestabilización 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 evaluó 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 utilizó la concentración de máxima solubilidad en agua. En el caso del
CPS, se utilizó 85 µM. 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).

DCV FTT 2,4-D PMM GFS CBR CPS

1

1,1

1,2

1,3

I
R

Figura 1.7: Valores de IR obtenidos con otros plaguicidas potencialmente presentes en
muestras reales. Las interferencias se evalúan en la concentración de máxima solubilidad

y se comparan con el CPS a 85 µM.

Además, se evaluaron posibles interferencias por la presencia de otros compuestos.
Para ello, se analizaron mezclas binarias que conteńıan 48 µM de CPS más otro compuesto
en su concentración de máxima solubilidad en agua. Los resultados de este estudio se
presentan en la Tabla 1.2. No se observó ningún efecto de interferencia del 2,4-D. La
concentración de CPS se sobrestimó en presencia de GFS y se subestimó en presencia
de FTT. No obstante, la recuperación se situó siempre dentro del ±25 % de la cantidad
esperada de CPS. Además, se debe tener en cuenta que los plaguicidas acompañantes
se ensayaron en su máxima concentración 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.

Composición de la mezcla
CPS agregado

(µM)
CPS medido

(µM) a

Recuperación
( %)

CPS + 2,4-D 48 50 ± 8 105
CPS + GFS 48 60 ± 9 125
CPS + FTT 48 38 ± 12 82

a Valor ± desv́ıo estándar (DE), n=4.

1.4.6. Desempeño del biosensor en diferentes condiciones de
operación

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 pequeñas,
como indica la desviación estándar 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 mayoŕıa de los escenarios encontrados fuera
del laboratorio, en condiciones climáticas no extremas.

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

T
(◦C)

HR
(%)

IR C1a IR C2a Tiempo de
evaporación (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 %

a Valor ± DE, n=2.

Además, se investigó la influencia del pH de la muestra. Se sabe que la agregación de
las AuNPs se ve afectada en condiciones ácidas; 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 agregación 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 variación de los valores de IR fue inferior al 4 %. Se determinó el pH
6 como ĺımite inferior de trabajo debido a que la agregación 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
relación con el pH de la muestra: su efecto potencial se atenúa en la práctica, ya que
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sólo se añaden 30 µl de la muestra a un volumen total de 160 µl; es decir, se produce una
dilución 1/5 durante el procedimiento de análisis.

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

pH IR C1a IR C2a

6.11 1,22 ± 0,01 0,96 ± 0,01
6.52 1,23 ± 0,01 0,98 ± 0,06
7.06 1,24 ± 0,02 0,93 ± 0,01
7.62 1,22 ± 0,01 0,92 ± 0,02
8.12 1,21 ± 0,02 0,92 ± 0,01

RSD 1,4 % 3,9 %

a Valor ± DE, n=4.

Por otra parte, se analizó la influencia de las condiciones de iluminación en la detec-
ción de los patrones formados en los sitios de detección. Cabe destacar que la robustez
del sistema de lectura propuesto se basa en el análisis de patrones; es decir, el algorit-
mo tiene en cuenta la configuración espacial del patrón, por lo que se espera que las
diferentes intensidades de luz ambiente no afecten el resultado, siempre que la tarjeta
esté sometida a una iluminación uniforme. En la Tabla 1.5 se muestran los resultados
de los controles bajo diferentes condiciones de iluminación. Las variaciones en relación

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

C1 C2

n Condición IRa Var. % IRa Var. %

0 Laboratorio 1,21 ± 0,04 − 0,95 ± 0,03 −

1 Luz solar directa c/flash 1,28 ± 0,03 3 0,92 ± 0,06 6
2 Luz solar directa s/flash 1,32 ± 0,06 6 0,91 ± 0,05 5
3 Luz solar indirecta c/flash 1,24 ± 0,03 3 0,94 ± 0,05 5
4 Luz solar indirecta s/flash 1,36 ± 0,05 5 0,91 ± 0,06 5

5
Luz solar indirecta c/flash,
inclinado 20◦ 1,25 ± 0,04 4 0,94 ± 0,04 4

6
Luz solar indirecta s/flash,
inclinado 20◦ 1,35 ± 0,01 10 0,92 ± 0,06 6

a Valor ± DE, n=4.
Nota: La Var. % se calculó tomando como referencia los valores obtenidos en la
condición de Laboratorio.

a los valores de IR obtenidos de la misma tarjeta dentro del laboratorio son pequeñas.
Estos resultados confirman la robustez que aporta el uso de intensidades relativas como
referencia para determinar variaciones en la concentración del analito. Como se ha men-
cionado anteriormente, el único requisito es que la iluminación sea homogénea en toda la
superficie de la tarjeta. Para garantizar la reproducibilidad del ensayo, deben evitarse las
sombras con irregularidades durante la obtención de imágenes, teniendo en cuenta que
el flash LED incorporado en los teléfonos podŕıa ser insuficiente para compensar la luz
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externa no homogénea sobre los sitios de detección. Finalmente, el algoritmo de análisis
de imágenes aplica una condición 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 válido.

Por último, se estudió la estabilidad a lo largo del tiempo del patrón formado en
los sitios de detección, 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 modificará los resultados.

Tabla 1.6: Variación del IR de los controles en función del tiempo luego del secado
completo.

Tiempo desde secado completo (h)a

Control 0 24 48 72 RSD promedio b

C1 1,21 ± 0,07 1,20 ± 0,05 1,21 ± 0,05 1,19 ± 0,05 1,6 %
C2 0,95 ± 0,04 0,94 ± 0,03 0,94 ± 0,04 0,94 ± 0,04 0,8 %

a Valor ± DE, n=12.
b RSD promedio de los datos en función del tiempo para los 12 sitios de análisis.

1.4.7. Detección de CPS en muestras de agua de ŕıo

La capacidad del biosensor para detectar el analito en muestras reales se evaluó em-
pleando agua obtenida de la Laguna Setúbal. En primer lugar, se comprobó 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 formación del patrón no
son afectados por la matriz del agua del ŕıo. En segundo lugar, se analizaron las muestras
de agua de ŕıo filtradas a las cuales se les adicionó cantidades conocidas de CPS. Las con-
centraciones calculadas con la curva de calibración (Figura 1.6c) y los correspondientes
porcentajes de recuperación 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 ŕıo.

CPS detectado (µM) a Recuperación (%)

CPS agregado
(µM)

Biosensor UHPLC Biosensor UHPLC

0 No detectado No detectado - -
47 46 ± 2 54 ± 4 98 115
117 130 ± 10 105 ± 8 112 89
234 226 ± 8 294 ± 19 96 126

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

1.5. Conclusiones

En este caṕıtulo se presentó un biosensor para la detección de CPS basado en la
utilización de aptámeros y en la desestabilización coloidal de AuNPs. Se describió cómo la
supresión del efecto CR puede utilizarse para una determinación cuantitativa y se diseñó
una estrategia innovadora de detección que consiste en el análisis del patrón formado por
una gota evaporada sobre un sustrato poroso. Se fabricó una tarjeta de papel de filtro
con sitios de detección para colocar la solución a analizar y se utilizó la interpretación
automática de imágenes tomadas con un teléfono celular.

En comparación 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 obtención del
resultado es menor a 3 h. Además, los costos también son considerablemente menores a los
de un análisis convencional, por lo que resulta factible la obtención de una gran cantidad
de datos distribuidos espacialmente para monitorear la contaminación ambiental.

Las ventajas del sistema de lectura, en relación a otros sistemas de detección portátiles
que detectan cambio de color, es que la captura y el análisis automatizado del patrón
no requiere condiciones especiales de iluminación ni el empleo de accesorios externos al
teléfono celular. Cabe destacar que el programa CR Code Analysis realiza la alineación
automática de las fotos, la identificación precisa de los sitios de detección y el análisis de
alta precisión de los patrones de las gotas. Además, como el algoritmo tiene en cuenta
la configuración espacial de dichos patrones, el sistema de lectura es independiente de la
iluminación ambiente.

La śıntesis de los reactivos es sencilla, las AuNPs no requieren de procesos de funcio-
nalización y los aptámeros no deben ser modificados, lo que hace factible el desarrollo
comercial de un kit de reactivos. Además, las tarjetas de papel impresas con cera son
desechables, económicas y fáciles de fabricar. La combinación de estas caracteŕısticas 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 telefońıa móvil
no sólo proporciona resultados rápidos, sino que también permite la gestión de datos y
la trazabilidad, que son atributos muy deseables para el seguimiento de contaminantes y
sustancias peligrosas en el ambiente.

En un contexto más amplio, se puede concluir que los hallazgos aqúı presentados son
prometedores en dos direcciones principales: (i) desde el punto de vista fundamental, ya
que la relación entre la desestabilización de coloides y los patrones de gotas evaporadas
obtenidos sobre papel abre muchas posibilidades para la investigación, teniendo en cuenta
las capacidades disponibles hoy en d́ıa para el análisis de imágenes y el manejo de datos,
y (ii) desde el punto de vista tecnológico, ya que la combinación de la especificidad de los
aptámeros con el análisis automatizado de patrones puede resultar aplicable, además del
monitoreo ambiental, al diagnóstico médico y a determinaciones de analitos en diferentes
matrices.
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Plant-chip

2.1. Introducción

En este caṕıtulo se describe el desarrollo del dispositivo Plant-chip que permite medir
la elongación radicular en un bioensayo de germinación. Se evalúan muestras ĺıquidas de
diversos tipos y se realiza la validación del ensayo de acuerdo a las normas que lo rigen.
Además, se realiza la toma y procesamiento de los datos mediante un teléfono celular
empleando las herramientas provistas por la aplicación appuente. Los resultados del pre-
sente caṕıtulo fueron publicados en los art́ıculos: 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 realización de bioensayos (Zucconi et al., 1985;
Bagur-González 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 ecotoxicoloǵıa desde la
década del ‘70 (Wang and Keturi, 1990; Gopalan, 1999; Lyu et al., 2018). Hoy en d́ıa,
su utilización sigue creciendo, pues han mostrado ser valiosos indicadores para realizar
ensayos de monitoreo ambiental, para el control de tratamientos de remediación y de
procesos de descontaminación, y para la evaluación de la toxicidad de compuestos puros
solubles, mezclas complejas y aguas (superficiales, subterráneas, 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; IRAM,
2008) para la realización de los ensayos de fitotoxicidad por su alta sensibilidad ante la
presencia de contaminantes. El bioensayo con semillas de L. sativa es una prueba estática
de toxicidad aguda de 120 h de exposición, en condiciones de oscuridad, con temperatura
y humedad controladas. Las semillas se colocan sobre un papel de germinación embe-
bido con la muestra a analizar. En estas pruebas, cada condición evaluada debe contar
con una cantidad de entre 80 y 100 semillas para tener significancia. Además, se deben
realizar dos controles de toxicidad, positivo y negativo. Este último debe cumplir con
un ı́ndice de germinación de, al menos, el 90 %. En las pruebas, se pueden evaluar los
efectos fitotóxicos de muestras ĺıquidas en el proceso de germinación de las semillas. Los
parámetros toxicológicos propuestos por Zucconi et al. (1985) y Bagur-González et al.
(2011) permiten ponderar el efecto tóxico de los compuestos evaluados y se calculan a
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partir de la germinación de la semilla y la longitud de la rad́ıcula.

Como se ha mencionado, la comunidad cient́ıfica ha validado los ensayos de fito-
toxicidad con semillas de lechuga por ser confiables, simples y económicos. El método
convencional de realización emplea placas de Petri en las que se colocan las semillas sobre
un papel de germinación embebido con la muestra ĺıquida a evaluar. Las semillas com-
parten el mismo espacio para la elongación radicular, por lo que resulta común que las
ráıces crezcan unas sobre otras, entrelazadas y mezcladas entre śı. Esto requiere que, al
finalizar el ensayo, sean necesarias las etapas de extracción cuidadosa, ordenamiento, ali-
neación y medición de las plántulas. Es importante señalar 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, además, 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 información durante el proceso de crecimiento porque los datos se toman una vez
cumplido el tiempo de germinación.

2.1.2. Diseño de dispositivos

El diseño del dispositivo Plant-chip evita los inconvenientes de la técnica convencional
y propone la realización de los bioensayos toxicológicos en una plataforma novedosa,
inspirada en un campo emergente de la microflúıdica: Soil-on-a-chip (Stanley et al., 2016).
La tecnoloǵıa permite realizar un ajuste preciso de los microambientes necesarios para
el análisis de procesos fisiológicos de organismos completos, órganos o células. Más aún,
el control espacio-temporal junto a la toma de imágenes de alta resolución ofrece un
potencial sin precedentes para el estudio de los eventos biológicos que ocurren en los
seres vivos, desde plantas hasta microorganismos, analizados como organismos completos
o a nivel celular, como aśı 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 últimos
años, se ha hecho uso de las técnicas de microfabricación para desarrollar dispositivos
aptos para bioensayos. Particularmente, se han presentado plataformas que permiten el
estudio de las ráıces de plantas de interés en investigación cient́ıfica (Grossmann et al.,
2011; Nezhad, 2014; Park et al., 2017). La ráız es el órgano 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, concentración de nutrientes, pH y salinidad. Las ráıces son
particularmente sensibles a daños, modicaciones y alteraciones de las caracteŕısticas del
medio circundante (Grossmann et al., 2011).

Plant-chip fue diseñado espećıficamente 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 medición directa con una regla o mediante la cap-
tura de una imagen. Los materiales transparentes utilizados para su fabricación permiten
la observación directa y la toma de datos sin necesidad de plataformas sofisticadas. Más
aún, las lecturas pueden realizarse sin interrumpir el ensayo en curso, lo que permite la
información continua del evento biológico y la obtención de información cuantitativa muy
valiosa.

La validación del dispositivo para los bioensayos y el aprovechamiento de las ventajas
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adicionales que provee el uso de la plataforma se realizó en dos etapas. En la primera, se
estudió 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 GFS y muestras reales de un efluentes sometido a un tratamiento
de descontaminación. 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 consideró como
el método de referencia; y PC a la alternativa propuesta con el dispositivo Plant-chip,
que disminuye el costo operativo y facilita la obtención de datos. Con los resultados ob-
tenidos, se calcularon los indicadores toxicológicos correspondientes. Para éstos ensayos,
se utilizaron los prototipos 1 y 2 (ver Figura 2.1), fabricados empleando tres láminas de
polimetil metacrilato (PMMA) un poĺımero termoplástico que presenta excelentes carac-
teŕısticas ópticas, compatible con los sistemas biológicos (Hou et al., 2017) y con una
resistencia mecánica adecuada para ser micromaquinado por ablación láser.

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

2.2. Objetivos

El objetivo es el desarrollo de un dispositivo para la realización de un bioensayo
que emplea semillas de L. sativa y su validación para la determinación de indicadores
toxicológicos de contaminación. Además, se pretende la obtención de una plataforma que
permita la lectura directa y el análisis sistemático de la elongación radicular mediante el
acople a la toma y procesamiento de datos con una aplicación espećıfica, práctica y fácil
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 Tecnoloǵıa Agropecuaria, Argentina) y por FeCoAgro (Federación
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 utilizó el papel de germinación 0859 (Munktell R©, Suiza). Se utilizó la
formulación comercial de GFS Credit R© (Nufarm S.A., Argentina). Todas las diluciones y
los controles negativos de toxicidad se realizaron con agua MilliQ.

Las láminas de PMMA de diferentes espesores fueron adquiridas en Acrimev (Santa
Fe, Argentina) y cortadas con un láser de CO2 de la plataforma PLS (Scottdale, Estados
Unidos).

2.3.2. Fabricación y armado de los dispositivos

Todos los prototipos están compuestos por tres capas rectangulares. Las capas inferior
y superior están fabricadas en PMMA de 4 mm de espesor. La capa superior posee una
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ventana rectangular que abarca todos los canales y posee un ancho de 15 mm, tal como
se observa en la Figura 2.1.a. Esta ventana, permite la colocación de las semillas y el
crecimiento de la parte aérea de la plántula. La capa intermedia posee 20 rendijas de
2 mm de ancho. Entre la capa inferior y la intermedia se coloca una lámina de papel de
germinación que abarca completamente los canales y que, posteriormente, se embeberá
con la solución a evaluar. Las capas se ensamblan entre śı mediante tornillos de acero
inoxidable que se colocan en los 4 extremos. De esta manera, las capas inferior y superior
actúan 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 lámina de papel es la única parte del dispositivo que
debe reemplazarse para volver a realizar un ensayo.

En los prototipos 1 y 2 la capa intermedia está fabricada con PMMA de 2 mm. Difieren
entre śı en la longitud de los canales, los cuales son de 50 y 80 mm, respectivamente. Las
dimensiones del prototipo 1 son 70 x 117 mm 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 disposición 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 ácido poliláctico (PLA) color negro. Se utilizó vinilo autoadhesivo
blanco para realizar 3 marcas de alineación y papel de oficina blanco para imprimir el
código de identificación del ensayo. Estas incorporaciones se detallan en la Sección 2.3.6.

2.3.3. Preparación de los bioensayos

Los ensayos se realizaron siguiendo las indicaciones de la norma US EPA (1996). Las
soluciones ĺıquidas a evaluar se agregaron a razón de 0,5 µl/mm2 de papel de germinación.
Para TC, se recortaron discos de papel de filtro de 90 mm de diámetro; para PC, se
prepararon rectángulos 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 tamaño 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 colocó una semilla por canal.

Los dispositivos y las placas de Petri se incubaron durante 120 h en condiciones con-
troladas de temperatura, 24±2◦C. Los dispositivos se colocaron en una estufa en posición
horizontal, dentro de una cámara húmeda (recipiente cerrado con agua en la base) lo que
permitió mantener constantes las condiciones de humedad. Todos las muestras y condi-
ciones ensayadas se realizaron por cuadruplicado (n= 80).

2.3.4. Ensayos de validación del dispositivo

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

El efluente inicialmente conteńıa prometrina, imidacloprid, GFS, atrazina, ácido ami-
nometilfosfónico (AMPA) y carbendazim en altas concentraciones. Sobre este efluente,
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seguimiento del tratamiento del efluente, y “tiempo” para las mediciones con appuente
(ver sección 2.3.6).

2.3.5. Cálculo de indicadores toxicológicos

El ı́ndice de elongación radicular (IER), se calculó como:

IER =
ER− ERc

ERc

donde ER es el promedio de la elongación radicular obtenida para cada muestra y ERc
es el promedio del control negativo de toxicidad. El valor de IER vaŕıa de −1 a 1 y
representa estad́ısticamente el alargamiento residual normalizado de la ráız de las semillas
germinadas. De acuerdo con Bagur-González et al. (2011), la obtención de un IER < 0
indica que las muestras sufren toxicidad, es decir, que hay inhibición de la elongación
radicular. La toxicidad se clasifica de acuerdo al valor obtenido en la siguiente escala:

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 estimulación del crecimiento.
El ı́ndice de germinación (IG), se calculó de la siguiente manera:

IG( %) =
N · ER

Nc · ERc
100

donde N es el número efectivo de ráıces germinadas para cada muestra y Nc el número de
ráıces germinadas empleando el control negativo de toxicidad. IG se utilizó para evaluar
la variación 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 determinó el valor ĺımite de IG a partir del cual una muestra deja de
considerarse fitotóxica y resultó ser del 60 %. Es decir, se considerará que hay fitotoxicidad
si el IG no alcanza a superar dicho valor. En todos los gráficos de IG se mostrará una ĺınea
roja horizontal para IG = 60 % que permitirá identificar fácilmente el valor de corte.

Un aspecto relevante en toxicoloǵıa es la relación entre la concentración de una sus-
tancia tóxica 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 relación dosis-respuesta para evaluar el riesgo que provocan las sustancias qúımicas
en el ambiente. El objetivo de la obtención de esa curva es determinar la concentración
efectiva media (CE50). La CE50 corresponde a la concentración necesaria de un com-
puesto para producir una alteración del 50 % en una caracteŕıstica medible, respecto a un
control negativo. Esta determinación suele ser el primer experimento que se realiza en un
análisis toxicológico. Para el bioensayo propuesto, se construyó una curva dosis-respuesta
de la ER en función de la concentración de GFS. Se realizó la curva de regresión que
resulta adecuada para el comportamiento y se compararon los parámetros obtenidos con
los dos sistemas.
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aplicación muestra un informe que indica la longitud media determinada y la desviación
estándar 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
Sección 2.3.4. Se realizaron ensayos de control negativo de toxicidad por cuadruplicado
(n=80) y se tomaron datos empleando la aplicación cada 8 h para monitorear el creci-
miento. La iluminación se consiguió utilizando un panel LED de 12 W como luz de fondo,
atenuada con una fina lámina de cartulina celeste. La plataforma appuente determinó las
longitudes de las ráıces y se compararon con las mediciones realizadas manualmente con
el programa ImageJ R© empleando las mismas imágenes. En todos los casos, se elimina-
ron del análisis los canales sin crecimiento detectable, menor a 5 mm, o con crecimiento
incoherente.

2.4. Resultados y discusión

2.4.1. Funcionamiento del dispositivo

En primer lugar, es relevante señalar el resultado global: el dispositivo Plant-chip
propuesto permitió la germinación de las semillas y la observación directa del crecimiento
radicular, lo que significa que tanto el diseño como los materiales fueron adecuados para
el bioensayo.

La toma de datos de los ensayos realizados en la placa de Petri requiere la extracción,
ordenamiento y alineación de la ráıces. En contraste, en el dispositivo Plant-chip las
ráıces crecen alineadas en los canales, donde se puede realizar la inspección óptica, ya sea
a simple vista o tras la captura de imágenes, lo cual simplifica enormemente la obtención
de los resultados, disminuyendo aśı tanto el tiempo de evaluación como las posibles fallas
experimentales. La Figura 2.4 muestra imágenes de un ensayo control negativo al inicio
y al final de la incubación, en el cual se observa el crecimiento alineado en Plant-chip y
el entrecruzamiento de las ráıces 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. Además, la
prueba ANOVA para “sistema” de los controles arrojó un valor P mayor a 0,05, lo que
confirma que el factor no tiene ningún efecto estad́ıstico sobre la respuesta (ER).

El ancho de 2 mm de los mili-canales fue elegido como valor de compromiso entre
dos ĺımites: más anchos permitiŕıan que la ráız incremente su curvatura, y más finos
podŕıan producir un efecto de confinamiento que afecte el crecimiento de la ráız. 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. Parámetros toxicológicos para la exposición a glifosato
(GFS)

En primer lugar, se realizó la prueba ANOVA considerando los factores “concentra-
ción” y “sistema”. Los resultados mostraron que el primer factor tiene un efecto es-
tad́ısticamente significativo, el valor P obtenido fue inferior a 0,05. Esto indica que la
concentración del herbicida posee un efecto significativo en el crecimiento, lo cual está de
acuerdo con investigaciones previas (Belz and Duke, 2014; Bortolheiro et al., 2021). Se
obtuvieron 5 grupos homogéneos estad́ısticamente diferentes. El último de ellos agrupó
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Tabla 2.1: Resultados de los controles en los dos sistemas: TC y PC.

ER (mm)a CVb

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

a Valor ± DE, n=80.
b Coeficiente de variación.

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

A continuación, se analizaron los parámetros toxicológicos. Se graficó el IER y se
observó una disminución de este ı́ndice a medida que aumenta la concentración de GFS,
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. Además, se presenta
una tabla comparativa con los niveles de toxicidad (según Bagur-González et al. (2011))
y de fitotoxicidad (según 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 concentración de GFS
en ambos sistemas. Además, también se puede observar que hay una estimulación de la
elongación radicular para las dos concentraciones menores de GFS tanto para TC como
para PC. Por último, 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 Fitotoxicidada

GFS (mg/l) TC PC TC PC

0, 01 > 0 > 0 - -
0, 1 > 0 > 0 - -
1 Bajo Bajo - -
10 Moderado Moderado Śı Śı
100 Alto Alto Śı Śı
1000 Muy alto Muy alto Śı Śı

a Criterio: si IG < 60 % hay fitotoxicidad.

La curva dosis-respuesta de ER en función del logaritmo de la concentración de GFS
muestra un comportamiento lineal que responde a la ecuación:

ER = a + b ln(Cg)

donde ER corresponde a la longitud promedio de la ráız y Cg la concentración 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 parámetros toxicológicos: (a) IER e (b) IG ( %) (la ĺınea roja
corresponde al valor del 60 %.), obtenidos para los sistemas TC y PC en función 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 R2 de 0,95 y 0,92 para TC y PC, respectivamente.
Se realizó la comparación estad́ıstica entre las pendientes y las ordenadas al origen ob-
tenidas en la regresión mediante un ANOVA. Los valores P obtenidos fueron 0, 58 y de
0, 73, respectivamente, lo que indica que no hay diferencia estad́ısticamente significativa
entre ellos. Éstos resultados indican que Plant-chip puede utilizarse para la determinación
toxicológica del CE50.
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Figura 2.6: Promedio de ER en función de la concentración de GFS. Las barras de error
corresponden al DE (n=80). Los śımbolos representan los datos experimentales y las

ĺıneas punteadas las rectas de regresión. Los parámetros obtenidos son: a = 20, 4,
b = −2, 6 y R2 = 0, 95, para TC; y a = 14, 9, b = −1, 8 y R2 = 0, 92, para PC.

2.4.3. Evaluación de muestras reales

El resultado del análisis estad́ıstico del factor “sistema” arrojó un valor P mayor a 0,05
para todas las muestras analizadas. Esto indica que no hay una diferencia estad́ısticamente
significativa en la respuesta (ER) obtenida con TC y PC. Además, se analizaron los
valores obtenidos con las diferentes muestras y se obtuvo un valor P cercano a cero. Es
decir, el test determinó 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 estad́ısticamente diferentes, uno de ellos agrupó a las muestras
tomadas a las 4 y 6 h.

En la Figura 2.7 se muestran los parámetros toxicológicos 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 clasificación
según el nivel de toxicidad es consistente para ambos sistemas. Respecto al proceso de
descontaminación, no logró 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 parámetros toxicológicos: (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 Fitotoxicidada

Muestra (h) TC PC TC PC

0 Muy alto Muy alto Śı Śı
2 Muy alto Muy alto Śı Śı
4 Muy alto Muy alto Śı Śı
6 Alto Alto Śı Śı
8 Medio Medio Śı Śı

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

La plataforma compuesta por el prototipo 3 y appuente se evaluó mediante un ensayo
control negativo de toxicidad. Se prepararon 4 dispositivos (n = 80) y se obtuvieron datos
durante el periodo de incubación. Las mediciones manuales en ImageJ R© se realizaron a
partir de las imágenes tomadas desde la aplicación para eliminar la variación que pueda
haber en la captura de las mismas. Los resultados obtenidos con ambos métodos de
medición 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 permitió la correcta identificación de los canales y
se pudo realizar un análisis adecuado de los datos. Más aún, se obtuvieron imágenes en
función del tiempo que proveen valiosa información sobre el evento biológico, que fueron
obtenidas sin la interrupción del ensayo y con mı́nima demanda operativa.
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Figura 2.8: Evolución 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 incubación.

Los resultados del análisis estad́ıstico con la prueba ANOVA indican que el factor
“tiempo” tiene un efecto estad́ısticamente 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-
ción de: 24, 32, 40, 48, 56, 64, 72, 80, 88 y 120 h. Se obtuvieron 8 grupos homogéneos
estad́ısticamente 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 32 h, y el otro las de 80
y 88 h. Por otra parte, el factor “sistema”, que conteńıa los tratamientos de mediciones:
manual y appuente, arrojó un valor P de 0,66, lo que indica que no hay efecto sobre
la variable de respuesta. Esto indica que el método de medición con appuente es tan
confiable y preciso como la técnica manual realizada por un operador entrenado, aunque
significativamente más sencillo y menos laborioso.

En la Tabla 2.4 se resumen los pasos necesarios para los ensayos de elongación de ráıces
en diferentes formatos: TC, PC y PC + appuente. Un procedimiento alternativo evitaŕıa el
paso requerido de realizar la marca roja sobre los canales. El desarrollo de un algoritmo
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más complejo, que haga uso de las técnicas de machine learning podŕıa ser capaz de
detectar las ráıces automáticamente y realizar las mediciones directamente, sin ninguna
intervención del operador. Es decir, se simplificaŕıa aún más el proceso de realización y
obtención de datos del bioensayo. Como contrapartida, el tiempo de procesamiento seŕıa
mayor y se requeriŕıan imágenes de alta resolución. Esto último implicaŕıa la demanda de
cámaras de alta resolución, que actualmente no están 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

Extracción de las ráıces Toma de la foto Marca roja
Alineación de las ráıces Procesamiento de la imagen Correr appuente

Toma de la foto Toma de los datos
Medición 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 germinación y crecimiento
de múltiples semillas en simultáneo y en canales individuales se concretó con el diseño y
la fabricación de los prototipos de Plant-chip. Se emplearon materiales biocompatibles y
adecuados para fabricas los diseños propuestos. Se obtuvo una plataforma novedosa para
realizar bioensayos de toxicidad que presenta notables ventajas en comparación con el
formato estándar de placa de Petri.

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

Por otra parte, el proceso de fabricación de los dispositivos y el empleo de materiales
asequibles y económicos dan como resultado un bajo costo de producción, aún en escala
laboratorio. Sin embargo, la ventaja que provee la tecnoloǵıa propuesta radica en la siste-
matización, porque permite reducir la cantidad de pasos necesarios para la obtención del
resultado (Tabla 2.4). Esto resulta en una disminución considerable del tiempo requerido,
de la posibilidad de cometer errores y del costo operativo.

A partir de los primeros prototipos, se realizó una funcionalización que permitió el
acople a la telefońıa celular y al procesamiento automatizado de los datos. Más aún, se
realizó un monitoreo en tiempo real de la elongación radicular. Es importante destacar
que la plataforma también permite la obtención continua de datos. Esto es de particular
interés en procesos dependientes del tiempo. La adquisición de imágenes pueden realizar-
se con diferentes medios ópticos, dependiendo de la calidad requerida para el posterior
procesamiento. Además, se pueden realizar otras adaptaciones para observar otros órga-
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nos vegetales en detalle. Todas estas mejoras son factibles de realizarse y proporcionaŕıan
beneficios para otros campos de investigación relacionados con la caracterización fenot́ıpi-
ca de semillas modificadas genéticamente o con la descripción macroscópica de eventos
biológicos. Finalmente, se puede concluir que la plataforma desarrollada ofrece una cla-
ra mejora respecto a la tecnoloǵıa existente y que se vislumbran nuevas aplicaciones en
diferentes campos de aplicación cient́ıfica y tecnológica.
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Caṕıtulo 3

FDA-chip

3.1. Introducción

En el presente caṕıtulo se describe el desarrollo de un dispositivo para la realización
de un bioensayo enzimático denominado hidrólisis del diacetato de fluorescéına (FDA),
el cual permite determinar la actividad microbiana en suelos. La plataforma de detección
está formada por un dispositivo realizado en PMMA, denominado FDA-chip, el cual se
acopla a la telefońıa móvil mediante el algoritmo FDA reader, desarrollado en appuente.
Se evalúan muestras de suelos sometidos a diferentes usos y muestras provenientes de
un proceso de biorremediación. El sistema permite obtener una medición cuantitativa de
un parámetro de interés en el monitoreo del ambiente. La determinación in situ evita el
traslado de las muestras al laboratorio y el acople a la telefońıa móvil permite la gestión
de datos en tiempo real.

3.1.1. Definición 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 intervención antro-
pogénica en el ambiente se evidencian en los recursos del suelo, o recursos edáficos, que
se consideran no renovables. La implementación de prácticas agŕıcolas poco sustentables
durante mucho tiempo ocasionó una disminución de la capacidad productiva (Kumar
et al., 2014; Doran and Zeiss, 2000) y las estimaciones son particularmente desfavorables
para las regiones subdesarrolladas, como los páıses de Sudamérica, África y el Sudeste
Asiático (Bindraban et al., 2012). De todos modos, la preocupación es global e incluye
también sectores de Europa, como la región del Mediterráneo (Ferreira et al., 2022) y
páıses desarrollados como Alemania (Baude et al., 2019).

El suelo constituye el lecho de desarrollo de la diversidad, actividad y productividad
biológica. Las bacterias, hongos, algas y protozoos del suelo cumplen un rol catabólico
primario que resulta fundamental en la degradación 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 ecológicas relevantes (Chowdhury et al., 2008; Riah
et al., 2014; Arora and Sahni, 2016). Las sustancias activas, productos de degradación
y demás componentes empleados en las formulaciones de los agroqúımicos se acumulan
en el suelo (Rapini and Marrazza, 2016). Además, las tierras destinadas a las agricultura
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se usan de manera intensiva, sufren de erosión 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
espećıfico de suelo para funcionar dentro de los ĺımites 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 hábitat de los seres humanos (Karlen et al.,
1997). Ese mismo año surgieron también definiciones que asocian la calidad de suelo con
el cumplimiento de los requerimientos de las especies biológicas 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 dinámico y que las funciones espećıficas 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 sinónimos y, si bien se emplean
los dos términos, es más común el primero. El Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (US DA, del inglés United States Department of Agriculture) emitió en 2001 una
gúıa 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 está fuertemente asociado
con el desarrollo de sistemas sustentables de gestión del suelo. Resulta evidente que, para
prevenir el deterioro ambiental, es primordial conocer su estado y para ello es fundamental
la selección de indicadores adecuados, confiables y representativos.

3.1.2. Clasificación y selección de indicadores

En la evaluación de la calidad del suelo se pueden incluir indicadores f́ısicos, como
el contenido de agua, la porosidad y densidad; qúımicos, por ejemplo el pH, la conduc-
tividad y los niveles de nitratos; y biológicos, donde se incluyen mediciones de micro y
macro-organismos, la composición microbiana y la actividad enzimática. A su vez, los in-
dicadores pueden responder a propiedades inherentes o dinámicas del suelo. Las primeras
son el resultado del proceso formativo que responde al clima y la topograf́ıa y suelen ser
levemente alteradas por el uso. Algunas de ellas son la textura, la composición mineral, el
tipo de drenaje y profundidad de la roca madre. Por otra parte, las propiedades dinámi-
cas śı dependen del uso y se pueden ver afectadas por las actividades antropogénicas en
peŕıodos tan cortos como una etapa de siembra.

Dentro de las caracteŕısticas fundamentales que debe cumplir un indicador de calidad
del suelo, vale mencionar su sensibilidad a los disturbios tanto antrópicos como climáticos,
y su correlación con funciones benéficas básicas del suelo. Por otra parte, no debe requerir
una observación en un plazo demasiado extenso que provea los resultados a destiempo.
Además, la medición de un parámetro resulta útil si permite elucidar las causas que gene-
ran tal resultado. Por ejemplo, una técnica anaĺıtica convencional puede resultar precisa
para medir nutrientes y compuestos de degradación, pero es costosa y poco práctica para
el monitoreo y no proporciona información sobre las causas de los resultados obtenidos.
Este ejemplo permite mencionar el costo y la demanda operativa como caracteŕısticas
importantes que deben considerarse para seleccionar indicadores de calidad de suelo.

Es importante aclarar que la selección particular de parámetros dependerá de cada
caso de estudio y considerará las aplicaciones y el uso de la muestra de suelo a evaluar.
Sin embargo, en la mayoŕıa de los casos, resulta fundamental actuar a tiempo. Es por
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eso que los parámetros de mayor interés son los que permiten detectar las alteraciones
del suelo lo antes posible. Es decir, determinar el impacto que se está produciendo para
implementar las modificaciones pertinentes que permiten remediar, aplacar o revertir el
daño. A dichos parámetros se los denomina indicadores tempranos de degradación. En
este aspecto, los parámetros f́ısicos y qúımicos son poco útiles, ya que sólo se alteran
cuando el suelo sufre un cambio realmente drástico (Filip, 2002). Por el contrario, los
parámetros biológicos y bioqúımicos 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 enzimática se consideran indicadores
tempranos de las alteraciones funcionales (Dick, 1994; Chowdhury et al., 2008; Riah et al.,
2014).

Las actividades de descomposición de las fuentes orgánicas y de los ciclos de nutrien-
tes, son llevadas a cabo por enzimas espećıficas. Se asume que las enzimas presentes
en el suelo son principalmente de origen microbiano, que la contribución de animales y
plantas es escasa (Dick, 1994) y que, si bien son provistas por organismos vivos, un gran
porcentaje se estabiliza en matrices sólidas. Las enzimas del suelo se consideran factores
tanto inherentes como dinámicos. La presencia y abundancia de determinadas enzimas
está determinada por la composición del suelo, es decir la textura. En suelos arcillosos,
es común la generación de complejos enzimáticos. En contraste, los suelos arenosos po-
seen menor capacidad de retención de agua y suelen presentar niveles más disminuidos
de actividad basal. Por otra parte, la actividad enzimática es fuertemente modificada
por la incorporación de sustancias orgánicas, como los plaguicidas o los fertilizantes, y
por la adopción de diferentes prácticas de preparación y mantenimiento del suelo para
prácticas agŕıcolas. La presencia de sustancias qúımicas que son el producto de reacciones
enzimáticas producen una inhibición de retroalimentación, como ocurre con las fosfatasas
y ureasas; los metales pesados suelen producir un efecto tóxico; la compactación produce
una disminución del ox́ıgeno presente y afecta a las enzimas aeróbicas, pero incrementa la
saturación de agua y puede incrementar la actividad de enzimas de los procesos de des-
nitrificación. Estos ejemplos indican que las enzimas son excelentes factores dinámicos.
Para una correcta interpretación de las mediciones enzimáticas, es importante controlar
la variación temporal y contar con una medición de referencia interna para cada tipo de
aplicación (USDA, 2001).

3.1.3. Tecnoloǵıas de biorremediación

Los sistemas de biopurificación, llamados biolechos o camas biológicas, constituyen
una tecnoloǵıa de biorremediación centrada en la prevención de la contaminación. Estos
sistemas están diseñados para descontaminar ĺıquidos con alta concentración de plagui-
cidas (Dias et al., 2020; Saez et al., 2022). Los biolechos poseen material biológicamente
activo, denominado biomezcla, compuesto por suelo, material lignocelulósico y un sus-
trato orgánico humidificado. Esta biomezcla se caracteriza por poseer una alta actividad
microbiana, lo cual permite la degradación de los agroqúımicos.

Las primeras camas biológicas se implementaron en Suecia en respuesta a la necesi-
dad de minimizar la contaminación ambiental por el uso de plaguicidas (Torstensson and
Castillo, 1997). La construcción es simple y económica, y consiste en realizar una exca-
vación, 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 10 cm 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 último, cubrir la superficie con pasto (Castillo et al., 2008). Cada componente cumple
una función particular. La arcilla provee una capa de baja permeabilidad y, al tener una
alta capacidad de absorción, se logra aumentar el tiempo de retención de las sustancias.
La biomezcla constituye el lecho biológico y debe tener una buena capacidad de absor-
ción 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 ĺıquidos.

Las camas biológicos 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 implementación en diversos páıses se realizó con modificaciones del diseño
original para adaptarlas a las condiciones, prácticas y necesidades particulares de cada lu-
gar. Surgieron nuevas ĺıneas de trabajo en numerosos grupos de investigación que realizan
estudios a escala piloto, incorporan materiales regionales y trabajan de manera intensiva
en la adaptación y adopción de la tecnoloǵıa (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 Ŕıo Paraná por acumulación de nutrientes
(Benedetto et al., 2004) y la utilización de rastrojo como fuente de material lignocelulósi-
co (Lescano et al., 2018, 2022). Esta última incorporación es particularmente interesante
porque los residuos de cultivos abundan en los campos de uso agŕıcola. Además, se anali-
zan diferentes estrategias para mejorar la eficiencia incrementando la actividad biológica
mediante la técnica de bioaumentación (Saez et al., 2018) o la incorporación de lombrices
como parte del mecanismo de degradación (Lescano et al., 2020).

Un aspecto clave en la implementación de esta tecnoloǵıa es el monitoreo de su fun-
cionamiento. La capacidad degradativa y la efectividad de una cama biológica se ven
afectadas por parámetros fisico-qúımicos como la composición, homogeneidad, edad, hu-
medad y temperatura de la mezcla. Para controlar la degradación de las sustancias con-
taminantes, se emplean habitualmente métodos qúımicos de extracción y cuantificación,
como las técnicas de HPLC, que se adaptan para las muestras de biolechos (Rivero et al.,
2016; Vareli et al., 2018). Algunos indicadores f́ısicos, como la humedad y el pH, se miden
mediante diferentes instrumentos portátiles disponibles en el mercado. Además, se reali-
zan evaluaciones ecotoxicológicas 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 crustáceos (Huete-Soto et al.,
2017) como bioindicadores y también se realizan mediciones enzimáticas, comúnmente de
actividad hidroĺıtica y fenoloxidasa (Tortella et al., 2012; Lescano et al., 2022; Saez et al.,
2022).

3.1.4. Medición de la actividad hidroĺıtica

El 90 % de la enerǵıa en el ecosistema del suelo se procesa a través de los microorga-
nismos descomponedores (Green et al., 2006). El ensayo de hidrólisis del FDA permite
cuantificar la actividad hidroĺıtica microbiana y es considerado una medida indirecta muy
útil para evaluar la capacidad degradativa del suelo. El FDA es un sustrato incoloro que,
por acción de numerosas enzimas hidroĺıticas microbianas, se transforma en un producto
de color amarillo, la fluorescéına (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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empleando un pistón de algodón para reemplazar el uso de la centŕıfuga. Por otra parte,
la medición espectrofotométrica se reemplazó por el análisis de imágenes tomadas con
un teléfono celular. Se utilizaron las herramientas provistas por la plataforma appuente
para: (i) diseñar una aplicación móvil capaz de guiar al usuario durante todo el proceso
(agregado de reactivos, periodo de incubación, filtración 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 integración con appuente provee la capacidad adicional de gestionar los
datos en tiempo real y de recopilar información espacio-temporal.

3.2. Objetivos

El objetivo del presente caṕıtulo es la obtención de una plataforma de análisis capaz
de medir la hidrólisis del FDA en muestras de suelo en el sitio de muestro. Esto implica
el desarrollo de un dispositivo portátil 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. Fabricación del dispositivo

Para la fabricación del FDA-chip se emplearon láminas de PMMA transparente que
se prototiparon mediante corte y fresado láser (Lasers Cuyana, Mendoza, Argentina).
El dispositivo está 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 actúan como celdas de lectura, respectivamente; la capa superior es
de 2 mm. El ensamblado del dispositivo se realizó 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 colocó una máscara que contiene las marcas de alineación que empleará
FDA reader (ver Sección 3.3.3) y ventanas rectangulares de 3 x 10 mm sobre los canales.
La máscara se fabricó con el plotter de corte Cameo 4 (Silhouette America, Lehi, USA)
empleando vinilo autoadhesivo color negro. En la parte inferior, se fijó un cuadrado de
30 x 30 mm fabricado con un poĺımero translúcido que permite obtener una superficie
adecuada para difundir la luz de entrada a las celdas de medición. 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
incógnita (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 5 ml (epT.I.P.S. R©, Eppendorf
QualityTM), mientras que en el otro extremo se ubica un canal de venteo para permitir
el flujo del ĺıquido. El sistema de filtrado se implementó en el mismo tip de 5 ml, al cual
se le colocaron 150 mg de algodón comercial comprimido, formando un pistón de 20 mm,
como puede observarse en la Figura 3.3b.

Macagno, J 72
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3.3.3. Método de lectura en el dispositivo

La detección 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 colocó sobre la pantalla de un teléfono iPhone SE 2020 que actúa como
fuente de luz. El color se ajustó mediante la aplicación Flashlight (iHandy Ltd.) y se
utilizó el color blanco (RGB: 255, 255, 255). La intensidad de la iluminación se llevó
al 100 %. El segundo teléfono se utilizó para tomar imágenes 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 aplicación espećıfica denominada
FDA reader, la cual se creó en la plataforma appuente desarrollada en nuestro grupo. Este
trabajo se realizó en colaboración con el Dr. Federico Schaumburg del INTEC (UNL -
CONICET). La toma de la imagen se realiza de manera automática una vez que el usuario
posiciona correctamente las marcas de alineación en la pantalla e inmediatamente después
se realiza el análisis e informe del resultado (Figura 3.4b). El algoritmo de procesamiento
de imágenes se programó en Octave. Brevemente, se analiza la intensidad del canal azul
del espacio de color RGB, para las tres celdas en paralelo. Para el análisis de muestras
incógnita, en la celda 1 se coloca el blanco de reactivos (Ib), en la celda 2 el blanco de
muestra (Ibm) y en la celda 3 la muestra a evaluar (Im). La señal de la muestra se calcula
como una absorbancia equivalente:

Abseq = [−log(Im/Ib)] − [−log(Ibm/Ib)]

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

3.3.4. Muestras de suelo

Las muestras de suelo se tomaron de diferentes regiones de la provincia de Santa Fe.
Se utilizó un suelo de referencia (S1), recolectado del predio donde se sitúa el INTEC
(31◦38′7,6′′S 60◦40′15,2′′W). S1 no recibió tratamientos con plaguicidas ni fue sometido
a ningún tipo de práctica agŕıcola.

La segunda muestra consistió en un suelo de uso agŕıcola (S2). S2 se obtuvo de un
campo ubicado en Campo Andino (29◦42′59′′S 60◦5′35′′W), el cual se empleó para el
monocultivo de soja por un periodo de 20 años consecutivos. El principal plaguicida apli-
cado es el herbicida GFS, por lo que los microorganismos presentes en esta muestra están
adaptados a su degradación. Este tipo de suelos resulta de interés para la preparación de
camas biológicas destinadas a la descontaminación de ĺıquidos o efluentes que contienen
agroqúımicos, incluso en concentraciones elevadas.

La tercera muestra es un suelo empleado para la producción frutihort́ıcola (S3). La
muestra se obtuvo de una quinta ubicada en la localidad de Ángel Gallardo (31◦33′9,8′′S
60◦40′31,3′′W).

3.3.5. Muestras de un sistema de biopurificación

Los biolechos utilizados en los ensayos fueron preparados empleando como base el
suelo S2. Este trabajo se realizó en colaboración con la Dra. Maia R. Lescano del INTEC
(UNL - CONICET). La Caja I se preparó utilizando 100 % suelo. Para la preparación de
la Caja II, como material lignocelulósico se dispuso de cáscaras de mańı provistas por
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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 proporción de la Caja II fue de 50:50
suelo y cáscaras de mańı trituradas.

A las cajas se les agregó una solución ĺıquida compuesta por tres plaguicidas de uso
extendido en Argentina que poseen elevada persistencia en suelo y toxicidad. Se utilizó el
herbicida comercial atrazina GESAPRIM R© 90 WDG 90 % p/p, y los insecticidas imidaclo-
prid Punto 35 R© al 35 % p/v y tiametoxam Timerol R© 75 WG 75 % p/p. La concentración
final preparada fue de 10 mg de contaminante por kg de biomezcla, lo que simula un
derrame accidental que puede ocurrir en el lugar de preparación de los agroqúımicos. Las
muestras de biolecho se tomaron luego del agregado de los plaguicidas y al d́ıa 90 del
proceso de biopurificación.

3.3.6. Construcción de curvas de calibrado

Se preparó una solución stock de fluorescéın sódica de 2000 µg/ml con buffer fosfato de
potasio 60 mM a pH 7,6. Los estándares se prepararon empleando el buffer como diluyente
y el pH se controló antes de su uso.

Para TC, la medición de A a 490 nm se realizó empleando un espectrofotómetro UV-
vis Perkin Elmer R©. El cálculo de Abseq para TP, se realizó con FDA reader.

3.4. Resultados y discusión

3.4.1. Determinación cuantitativa

La medición de la hidrólisis del FDA se calcula a partir de la F liberada por la muestra
a evaluar. El valor de concentración de F se verá afectado por la cantidad de muestra
(g) y por un factor de dilución que corresponde con el volumen (ml) de ĺıquido que se
le agregó durante el procedimiento (buffers, sustrato FDA y el solvente para detener la
reacción).

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 estándar. Se tomaron
fotos de cada estándar con appuente por triplicado. Es por eso que se obtuvieron seis
mediciones de cada estándar evaluado. Como puede observarse, el procesamiento colo-
rimétrico realizado por FDA reader permitió la obtención 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 análisis de las muestras de suelo se presentan en la
Tabla 3.2. El error relativo porcentual (ǫR( %)) 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 hidrólisis del FDA obtenido
para S1. Esta disparidad podŕıa deberse a diversos factores, como la posible disminución
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 comprensión más exhaustiva.
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Figura 3.5: Curvas de calibrado obtenidas para el cálculo de la concentración de F en el
filtrado. (a) Ecuación para la TC: A = 0, 191 · F + 0, 008.

Coeficiente de correlación: R2 = 0,99. (b) Ecuación para la TP: A = 0, 011 · F − 0, 003.
Coeficiente de correlación: R2 = 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.

Hidrólisis del FDA (µg/g/h)

Muestra TC TP ǫR( %)

S1 18 ± 1 29 ± 1 61 %
S2 49 ± 2 45 ± 2 8 %
S3 33 ± 1 34 ± 1 −3 %

a Valor ± DE, n=3

Tabla 3.2: Resultados obtenidos para las muestras de biolechos.

Hidrólisis del FDA (µg/g/h)

Caja Dı́a TC TP ǫR( %)

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 59 ± 8 20 %

a Valor ± DE, n=2

3.5. Conclusiones

Se desarrolló una plataforma portátil para la medición de la actividad hidroĺıtica en
muestras de suelo que consiste en el dispositivo FDA-chip integrado a la telefońıa móvil
mediante FDA reader. Su implementación fue validada empleando muestras de suelo y
de biolechos. La caracteŕıstica principal del sistema propuesto es que prescinde del uso
de equipamiento, por lo tanto la determinación de la actividad hidroĺıtica 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 pistón
de algodón, sin requerir de una centŕıfuga de mesada. El análisis de las imágenes tomadas
mediante appuente evita el uso de un espectrofotómetro 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 orgánico, se integran la toma
y el procesamiento de datos, y el informe de resultados se realiza de manera automática.
Estas caracteŕısticas 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 realización de ensayos de detec-
ción correspondientes a diferentes indicadores de contaminación. Las plataformas están
constituidas por dispositivos acoplados a la telefońıa móvil.

Se desarrollaron tres dispositivos para el análisis de parámetros biológicos que resultan
de interés para el monitoreo ambiental de agua y suelos. Mediante estrategias innovadoras
de detección, se diseñaron sistemas capaces de sustituir las técnicas anaĺıticas 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 diseños adecuados que lograron reproducir los micro-
ambientes requeridos para la obtención de datos confiables. En cuanto a la fabricación de
los dispositivos, se realizó a escala laboratorio empleando diferentes técnicas de microfa-
bricación y se obtuvieron bajos costos de producción. Además, se emplearon materiales
biocompatibles y se lograron diseños compactos. Por otra parte, el diseño consideró no
solo la disminución o supresión de reactivos sino también la reutilización de los sistemas
de detección. Tal es aśı que las partes que deben reemplazarse entre un análisis y otro,
se disminuyeron al mı́nimo posible.

El desarrollo de cada dispositivo cumplió con una etapa de evaluación exhaustiva de
los prototipos que permitió validar los materiales seleccionados y optimizar los diseños 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 telefońıa móvil. En todos los casos, los datos fueron
obtenidos a partir de imágenes tomadas con teléfonos celulares, sin necesidad de acoples
o fuentes espećıficas de luz. El procesamiento de los datos se automatizó en un programa
desarrollado en Python o mediante la integración a appuente, lo que permitió disminuir
considerablemente el costo operativo.

Las ventajas son notables: las plataformas permiten realizar las determinaciones en
el sitio de muestreo para obtener información relevante sobre indicadores de contamina-
ción que originalmente requieren de técnicas de análisis costosas. La disminución de la
demanda instrumental, sumado a la automatización provista por el acople a la telefońıa
móvil, da como resultado herramientas portátiles de monitoreo ambiental.

Sin embargo, se vislumbran otros desaf́ıos, tanto cient́ıficos como tecnológicos. En
cuanto al primero, resultaŕıa necesario seguir trabajando en el desarrollo de algoritmos
más avanzados para procesar los datos de las imágenes. Si bien los algoritmos utilizados en
la Tesis permitieron la detección de los diferentes parámetros, aún se pueden mejorar para
aumentar la precisión y reducir los errores en la detección. Además, resulta interesante la
generación de plataformas integradas que permitan realizar varios análisis en simultáneo,
incluso de indicadores de otra naturaleza, como los f́ısicos y qúımicos, para poder obtener
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información más completa del ecosistema en estudio. Por otra parte, resulta fundamental
la integración de las plataformas con sistemas de información geográfica de entidades e
instituciones reguladoras, para la generación de mapas dinámicos de la calidad del agua
y suelos. Esto permitiŕıa obtener una visión más amplia del estado ambiental de la zona
de estudio y ayudaŕıa en la toma de decisiones para la gestión ambiental. En cuanto a
los desaf́ıos tecnológicos, resulta importante mejorar la estandarización en la producción
de los reactivos y aumentar la estabilidad de los mismos para asegurar la fiabilidad y
consistencia de los ensayos. Resolver estos desaf́ıos es crucial para permitir la producción
masiva de estas plataformas y garantizar su acceso y utilidad en diversos contextos de
monitoreo ambiental.
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