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“Simplicitas est ultimum ruditatis.”

(La simplicidad es la maxima sofisticacion.)

Leonardo Da Vinci
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Resumen

Las nuevas tecnologias han evolucionado y forman parte de nuestra vida cotidiana. De esta
manera, tecnologias practicamente marginales hace apenas un cuarto de siglo, hoy se
consolidan como esenciales. Tales avances han propiciado la aparicidon de técnicas analiticas
que, basandose en instrumentacién no convencional, han permitido simplificar, economizar y
popularizar sistemas determinativos. El desarrollo de técnicas de fabricacion automatizadas y
accesibles como lo son las impresoras en tres dimensiones incrementan la cantidad de

posibilidades para crear dispositivos o sistemas para determinaciones quimicas.

La presente tesis consiste en el desarrollo de sistemas analiticos originales basados en
deteccién por imagen y aplicando técnicas de impresidn en tres dimensiones, asi como
también la implementaciéon del papel como sustrato para la generacidon de dispositivos
determinativos. El primer trabajo describe la generacidn de un dispositivo microfluidico basado
en papel con deteccidn simultdnea de fluoruros y nitritos, utilizando un teléfono celular
inteligente en muestras de aguas de la ciudad de Bahia Blanca y la region. En el segundo
trabajo se desarrollé un dispositivo analitico impreso en 3D con deteccién por imagen para la
determinacién de sulfatos y quinina en muestras de agua y bebidas gaseosas. El tercer trabajo
desarrolla la creacion de un espectrofotdmetro con deteccion basada en imagen para el control
de diluciones de hipoclorito de sodio realizadas en diferentes muestras de aguas. El cuarto
trabajo desarrolla el disefio, la fabricacion y la validacién de un espectrofotémetro-fluorimetro
dual para la determinacién de curcumina en muestras de alimentos. A lo largo de esta tesis los
métodos utilizados se basaron en la aplicacién de los principios de la quimica verde, sobre todo
en la reduccidon de reactivos quimicos utilizados, aplicando métodos simples, rapidos vy

econdmicos.
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Abstract

New technologies have evolved and are part of our daily life. In this way, practically marginal
technologies just a quarter of a century ago, today are consolidated as essential. Such advances
have led to the appearance of analytical techniques that, developed with unconventional
instrumentation, have made it possible to simplify, economize, and popularize determinative
systems. The development of automated and accessible manufacturing techniques such as
three-dimensional printers increase the number of possibilities to create devices or systems for

chemical determinations.

This thesis consists of the development of original analytical systems based in image detection
and applying three-dimensional printing techniques, as well as the implementation of paper as
a substrate for the generation of determinative devices. The first work describes the generation
of a paper-based microfluidic device with simultaneous detection of fluorides and nitrites,
using a smart cell phone in water samples from the city of Bahia Blanca and its region. In the
second work is a 3D printed analytical device with image detection for the determination of
sulfates and quinine in local water samples and soft drinks. The third work develops the
creation of a spectrophotometer with image-based detection to control dilutions of sodium
hypochlorite carried out in different water samples. The fourth work develops the design,
manufacture and validation of a dual fluorimeter-spectrophotometer for the determination of
curcumin in food samples. Throughout this thesis the methods used were based on the
application of the principles of green chemistry, especially in the reduction of chemical

reagents used, applying simple, fast and cheap methods.
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1 Capitulo 1

1.1 Introduccion

1.1.1 Deteccion por imagenes basada en teléfonos inteligentes.

La tecnologia de teléfonos celulares (TC) se ha desarrollado a un nivel tecnolégico muy alto. Se
ha generalizado el uso de moviles debido a su simplicidad y bajo costo. Los avances en la
tecnologia de los teléfonos inteligentes (Tl) o smartphones, es igual o superior a la capacidad
de procesamiento de una computadora personal de hace solo unos afios, sumandose a la

ventaja de su portabilidad y la versatilidad que presentan estos dispositivos[1].

Los factores que han posicionado a los TC como accesorios necesarios se deben a la cantidad
de funciones integradas al teléfono, conectividad a internet, etc.[2]. Existe una gran variedad
de avances tecnoldgicos que pueden ser incorporados en los teléfonos moviles (sensores de
imagen, lentes dpticas, giroscopios, GPS, etc.), haciendo de éstos una herramienta con mucha
proyeccién en campos muy lejanos a las telecomunicaciones. Esto Ultimo, genera grandes
expectativas para el desarrollo de instrumental cientifico o accesorios de Tl que hagan posible
llevar adelante determinaciones analiticas[3]. Las principales caracteristicas de los teléfonos

celulares actuales se resumen en la Figura 1.

Las disciplinas en las que se realizan estas investigaciones y avances, suelen estar asociadas al
diagndstico médico in situ (Andlisis en el punto de control, por sus siglas siglas en ingles
POCT)[4], control ambiental[5], industrial[6] y agricola[7]. Al ser portatiles, tener conectividad,
incluir diferentes sensores y su bajo coste hacen de los TC una opcién ineludible para el

desarrollo de nuevas metodologias analiticas.
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Figura 1. Principales caracteristicas de los teléfonos celulares.

1.1.1.1 Teléfonos inteligentes en determinaciones analiticas.
Hace mas de una década, que comenzd a desarrollarse instrumentacién analitica basada en

TI[8], se centrd su uso en la lectura de dispositivos para control de parametros bioquimicos con
fines médicos[9]. Al mejorar la calidad de los sensores de las cdmaras y la capacidad de
procesamiento de datos, permitié la integracién del teléfono celular a instrumentos analiticos
para determinaciones no solamente ubicadas en un laboratorio sino también portatiles. De
esta manera, se desarrollaron instrumentos que integran los smartphones a metodologias tales
como colorimetria[10], fluorimetria[11], espectrofotometria[12] y espectrofluorimetria[13],

[14].

1.1.1.2 Colorimetria a través de teléfonos inteligentes.
La colorimetria basada en Tl consiste en el analisis de la informacién recibida a través del

sensor de la cdmara relacionandola con la concentracién de un analito en una muestra[15]. Las
diferentes caracteristicas de un color permiten utilizar sus parametros como respuestas
analiticas. Esta técnica se ha ampliado con la incorporacién de dispositivos basados en
papel[16]. El primer trabajo reportado[8] logré relacionar los cambios de color con la
concentracion de proteinas o glucosa en una muestra de orina. Esta experiencia demostré que
la tecnologia presente en un Tl permite realizar determinaciones analiticas e incluso procesar

los datos obtenidos.

En los ultimos afios, las determinaciones basadas en captura de imagenes con Tl han crecido de

manera notable, llegando a simplificar mucho el trabajo cotidiano de laboratorio y
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determinaciones in situ, facilitando la toma de decisiones. Esta nueva metodologia se ha

aplicado a andlisis clinicos de laboratorio[17]-[19], alimenticios[14],[20] y ambientales[1].

El concepto de deteccidén por imagen fue incorporado rdpidamente y una gran variedad de
determinaciones fueron reportadas utilizando la cdmara del teléfono celular a manera de

detector colorimétrico[21].

La utilizacién de TC para determinaciones de campo requiere confiabilidad, simplicidad en el
uso y reproducibilidad[22]. Aun asi, el inconveniente encontrado a la hora de estandarizar los
resultados fue lograr evitar la influencia de las variaciones de la luz ambiental al momento de
capturar la imagen([23]. Para afrontar esta complicacidn se trabajé en algoritmos de calibracion
con patrones colorimétricos previamente impresos en el dispositivo de papel. De esta manera
el algoritmo permitia procesar la imagen teniendo como referencia recuadros coloreados

(Figura 2) con parametros de color previamente establecidos[24],[25].

para orina 74
—\,

// Teléfono Inteligente

. Tira reactiva# |

Referencia
— Ny

Figura 2. Ejemplos de determinaciones colorimétricas cldsicas asistidas por imagen digital.[24, 26].

La teoria del color en imagenes digitales nacié histéricamente como una necesidad comercial
de parametrizar los colores y asi lograr su estandarizacion. De esta manera, un color podria ser
impreso de forma reproducible en diferentes lugares del mundo asegurando el mismo efecto.
Posteriormente, se realizd el registro de combinaciones particulares de colores para la

identificacién de marcas comerciales o productos especificos.

La correccidn del color y el procesamiento de imagenes son solo algunas de las dreas en las que
se ha avanzado para la utilizacidon de estas tecnologias[27]. Por otra parte, se han disefiado
gran cantidad de accesorios adaptados a Tl en el desarrollo de técnicas de preparacion de
muestras[28], [29]. Otros estudios se han realizado con nanomateriales para detecciones
colorimétricas, basados en el fendmeno de la resonancia plasmédnica de superficie (SPR)[30], e
incluso se han realizado estudios de fluorescencia con quantum dots[31]. Ademas, otros

investigadores han adaptado diversos dispositivos microfluidicos utilizando diferentes
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plataformas (papel, polimeros y vidrio)[32] y hasta se han realizado estudios utilizando liquidos

idnicos en conjunto con técnicas de deteccidén por imagen[33] (Figura 3).

Collimating Lens

e

|
Optical Fiber

Lateral Flow Assay

N

Main Body

™ cell Phone

Nitrites: 373 m

Figura 3. Dispositivos adaptados para teléfonos celulares. a 'y b.

1.1.2 Colorimetria en teléfonos inteligentes.

Cada modelo de color propone diferentes pardmetros para la especificacion normalizada de un
color individual[34]. Estos modelos representan un sistema de coordenadas en tres
dimensiones en el que cada color individual queda representado por un Unico triplete de

parametros.

e Modelo RGB.

El modelo RGB identifica las componentes espectrales fundamentales de cada uno de los
colores siendo estos Rojo (R, del inglés red), verde (G, del inglés green) y azul (B, del inglés
blue). Este modelo esta basado en un sistema de coordenadas cartesianas, en el cual cada eje
corresponde a una de las variables. Dado que en la configuracién digital de color mas frecuente
es la de 8 bits, el nimero posible de valores de cada eje es de 28= 256 puntos en la escala. De
esta manera, cuando se utiliza este espacio de color los valores posibles para cada uno de los
canales se encuentra entre 0 y 255. El negro corresponde al origen (0, 0, 0) y el blanco se ubica
en el vértice opuesto del espacio (255, 255, 255), como se puede observar en la Figura 4. La

escala de grises queda definida por una diagonal que une el origen con su vértice opuesto. La
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mayoria de las cdmaras fotograficas digitales se fabrican utilizando el espacio RGB, siendo asi el
sistema nativo para el estudio de imagenes tanto en la quimica analitica como en otras

areas[35]

Magenta (255,0,255)

Rge (255,0,0) Azul (0,0,255)

I

Amarillo {255,255,0)

Cyan (0,255,255)

Verde (0,255,0)

Cubo RGE con origen (0,0,0) arriba al frente.

Figura 4. Representacion espacial del espacio de color RGB.

e Modelo CMYk

El sistema CMYk (cddigo cian, magenta y amarillo) se basa en los colores primarios de los
pigmentos (ampliamente utilizados en impresiones a color). Son llamados colores
sustractivos dado que son utilizados como filtros para sustraer colores de una fuente de luz
blanca. Para poder ser impresos, los colores (cldsicamente definidos por un sistema RGB)
deben ser convertidos al espacio CMYk. Esto es representado espacialmente en un sistema
de ejes cartesianos. La diferencia con el sistema RGB es que los colores se encuentran

invertidos en sus valores (Figura 5).
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CMYK

Figura 5. En el espacio de color RGB la suma de sus componentes da como resultado el blanco, la ausencia de

componentes representa el negro. En el espacio de color CMYk se utiliza el criterio inverso.

e Modelo HSI

Este modelo de espacio de color se basa en las siglas de sus componentes en inglés, H
corresponde a tonalidad (Hue), S es la saturacién (Saturation), y V es el valor de intensidad
(Value). Este espacio separa el valor de intensidad de la imagen de los componentes
cromaticos. A su vez la saturacion y la tonalidad son valores asociados a la percepcién del color
por parte del ojo humano. Es muy utilizado en el desarrollo de algoritmos para ser aplicados a
procesado de imagenes emulando la percepcién humana del color. Se esquematiza en un

sistema de coordenadas como se muestra en la Figura 6.

Figura 6. Representacion espacial del modelo HSV.

e Modelo CIE L*a*b*

El siguiente modelo estd basado en la percepcion de los colores por medio del ojo humano.

Fue el primer espacio de color propuesto[36]. Su nombre se debe a la Commission
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Internationale de |Eclairage (CIE). El parametro L* corresponde a la luminosidad, a* determina

la posicidn en el eje rojo/verde y b* la ubicacidn en el eje amarillo/azul (Figura 7).

Negro

Figura 7. Representacion del espacio de color CIE L*a*b*.

1.1.2.1 Aplicacion de imdgenes digitales en quimica

El uso de los diferentes espacios de color (principalmente RGB y HSI) hizo posible la fusion real
de la quimica analitica con la tecnologia de celulares a través de la cdmara. En principio los
avances realizados fueron utilizados para la ensefianza de la quimica analitica[37],[38]. Estas
técnicas permiten una explicacion adecuada y comprensible de la ley de Lambert y Beer, e
incluso se pueden realizar experiencias prdcticas requiriendo poco equipamiento y siendo

totalmente portatil[39].

Sin embargo, algunos autores utilizaron estos avances en investigacion[1],[40]. Algunos de
estos prefirieron aplicar los nuevos conocimientos a estandarizar la forma de interpretar
colores en sistemas que historicamente requerian de la percepcion humana para ser
estudiados. Inicialmente se utilizaron las imagenes digitales para la lectura de tiras reactivas
comerciales tanto en estudios bioquimicos clinicos como en otras areas[23]. A partir de alli, se
comenzaron a desarrollar nuevas plataformas en las cuales los colores podian ser
objetivamente cuantificados, estudiados e interpretados para poder asi obtener resultados

analiticos fiables.

El procedimiento realizado consiste en capturar una imagen de la solucién (o superficie) y
compararla con referencias impresas o preparadas como soluciones. En este proceso los

parametros intrinsecos a la captura de la imagen (foco, balance de blancos, velocidad de
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obturacion, ISO, etc.) son importantes cuando se intenta mejorar las figuras de mérito de los

resultados analiticos.

Han surgido diferentes estrategias para el proceso de captura de las imagenes. Inicialmente, se
crearon soportes o cajas adaptadas para estandarizar la posicién del teléfono e incluso iluminar
la muestra. La introduccion de iluminacién LED y de técnicas de impresion en 3 dimensiones
permitié una reduccién sensible en el tamafo, reproducibilidad y calidad de los dispositivos

creados para este propédsito[41].

1.1.2.2 Espectrofotometria con teléfonos inteligentes
La espectroscopia es el estudio de la interacciéon entre la radiacién electromagnética y la
materia, en la cual puede producirse absorcién, emisidn o dispersidon de energia radiante. En

estas técnicas se analiza la intensidad de una sefial a lo largo del espectro.

® Elementos dispersivos para un espectrémetro

El monocromador es uno de los componentes principales de un espectrémetro ya que su
funcién es dispersar la luz policromdtica o blanca en sus respectivas longitudes de onda,
permitiendo seleccionar una banda estrecha de este espectro usando una rendija[42]. Esta
dispersion se logré mediante el uso de prismas (basados en la refraccidn) y mas tarde de redes
de difraccion (basadas en interferencias constructivas) altamente eficientes en su
reemplazo[43]. Las redes de difraccién de bajo costo y tamafo compacto son habitualmente
las preferidas para espectrémetros portatiles (Figura 8). Las redes de difraccion econdmicas son
fabricadas utilizando un molde de silice con los surcos previamente grabados y sobre el cual se

deposita un monémero liquido, el cual luego se polimeriza[44].

En dispositivos de bajo costo, a menudo se utiliza como elemento dispersivo un DVD
virgen[45]. Varias publicaciones han utilizado esta opcidon con resultados satisfactorios[45].
También existe la posibilidad de utilizar laminas de difraccidon plasticas que pueden ser

adquiridas en diversas formas y tamafios (Figura 8)[39].
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Figura 8. Elementos dispersivos. a) Esquema de una red de difraccion (arriba) y un prisma (abajo). b) Difraccion

con un disco compacto. c) Red de difraccion de transmision.

Otros elementos épticos son utilizados en la fabricacion de estos dispositivos como pueden ser
lentes colimadores, lentes de enfoque, espejos o lentes de correccidon[40]. Dado el reducido
tamafio del sensor CMOS (semiconductor complementario de dxido metalico) del celular, la
alineaciéon de la cdmara con cualquier elemento éptico externo es una labor compleja y
requiere de ajustes y calibraciones. Es por eso que cuantos menos elementos Opticos

compongan un dispositivo asociado a un Tl, mas facil resultara su ajuste.

1.1.2.2.1 Captura y procesamiento de imagenes.

Configuracion de los dispositivos. Una vez que el dispositivo posee un elemento dispersivo, la
luz descompuesta (espectro) es dirigida al sensor de la cdmara del celular. El detector CMOS
puede esquematizarse como una rejilla que divide la imagen en una gran cantidad de pixeles
individuales (Figura 9). Los detectores comunmente utilizados en Tl no son sensibles a la region
ultravioleta y poseen integrado un filtro para la regiéon infrarroja[46]. Cuando el espectro
descompuesto es capturado por el detector, la imagen puede ser fraccionada hasta un pixel

individual[39].
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Registros desplazamiento
Fotodiodos (pixeles) vertical

Registro de desplazamiento horizontal

Figura 9. Imagen real y representacion esquemdtica de un sensor CMOS.

Mediante el uso de software especifico, integrando a lo ancho de la imagen, los valores de
intensidad de cada pixel pueden ser procesados para trazar un espectro de intensidad de la
emision. En la literatura, se han descrito estos dispositivos de diferentes formas, pero todos
ellos comparten la utilizacion de una red de difraccidon contigua al lente de la cdmara[47]. En
estos estudios los autores utilizan una fuente de luz colimada, que luego de atravesar la

muestra es descompuesta y finalmente capturada en el detector de la cdmara del celular[48].

Procesamiento y calibracién. Una vez obtenida la imagen, esta deberd ser procesada para
obtener un gréfico espectral de pixeles versus intensidad (Figura 10). La intensidad estara dada
por alguna de las combinaciones de los componentes del espacio de color elegido para
trabajar. Una vez calibrado el instrumento frente a una fuente de bandas espectrales conocidas
sera posible convertir la escala de pixeles a longitudes de onda (en nandmetros). La intensidad
se procesa de la misma manera que en un espectrofotdmetro tradicional, calculando la

transmitancia y la absorbancia[39].
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Figura 10. Espectros obtenidos mediante un espectrofotometro creado para un teléfono inteligente. a) Espectro

del blanco. b) Espectro de la tartrazina. c) Diferencia entre ambos espectros.

Si se dispone de una o varias fuentes discretas de luz de bandas conocidas (por ejemplo, un
laser) puede calcularse la resolucion tedrica del sistema. Este valor es tedrico dado a que el
espectro obtenido no es absolutamente lineal ya que la luz descompuesta incide de manera

oblicua sobre el detector[49].

El procesamiento de la imagen, necesario para generar un grafico espectral de longitud de
onda (A) vs absorbancia (A), se suele realizar con un software de hojas de calculo (Figura 10).
Una vez calibrado el dispositivo es posible realizar determinaciones espectrofotométricas

obteniendo los valores de transmitancia y absorbancia a diferentes longitudes de onda.

Software especifico. El software mas utilizado para procesar las imdagenes es el Imagel, el cual
presenta multiples funciones por ser de cddigo abierto e ir evolucionando constantemente[50].
Este software permite seleccionar una o varias zonas de una imagen, llamadas regiones de
interés (ROI por sus siglas en inglés). La seleccién de la ROl puede hacerse sobre una imagen
individual o sobre un conjunto de ellas. Una vez seleccionada la regién puede estudiarse
individualmente cada canal de color, obteniendo valores promediados de la intensidad de color

con su desviacion estandar, mediana y moda. Existen diversas funciones aplicables a cada caso

25



[Type here]

particular, y en ocasiones es necesario desarrollar funciones de tipo macro (funcién
programable), las cuales incluyen una serie de pasos individuales para ser aplicadas

sucesivamente en diferentes imagenes[51].

Otra opciodn, util en espectrometria es la posibilidad de crear graficas de intensidad a lo largo
de uno de los ejes de la imagen bidimensional. De esa manera es posible graficar un espectro

solamente seleccionando la region de interés (Figura 11).

200 - .
4 \\d .

| - ,
= 150 - '
15 I (]
2 100 -
=]
% F
2 g . j
g
E 4

0

400 460 520 580 640

Longitud de onda (nm)

Figura 11.Detalle de la transformacion del espectro obtenido de la imagen (inferior) en espectros (superior). a)

sefial del canal azul, b) sefial del canal verde, c) sefial del canal rojo, d) intensidad total. (de Oliveira et al.)

1.1.3 Fluorimetria con teléfonos inteligentes:

La fluorescencia molecular es la propiedad fisica mediante la cual una molécula emite luz de
una longitud de onda especifica luego de ser irradiado a una longitud de onda menor[52]. Esta
emision ocurre cuando un electréon es excitado por la absorcién de un fotén desde su estado
electréonico elemental hasta un estado vibracional mas energético. Al colisionar entre si, las
moléculas favorecen el paso del mencionado electrén a un nivel electrénico excitado pero de
menor energia, liberando parte de la energia absorbida inicialmente. Esta emisidn puede ser
detectada y cuantificada. La medicion de la intensidad de fluorescencia (IF) permite la
determinacion de la presencia de fluoréforos asi como su concentracion[42]. Esta técnica tiene

una amplia gama de aplicaciones[53].

Aunque la emision de fluorescencia es una técnica Optica sensible, la realizacién de
determinaciones en lugares alejados a los laboratorios es un desafio. Como antes se menciond,

es un proceso de emisidn por lo que su medicidon se ve influenciada por cualquier otra fuente
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de luz presente o luz parasita. En la medicion de estos procesos es fundamental controlar las

condiciones de captura de las imagenes para garantizar la calidad de los resultados[43].

En cuanto a la instrumentacion, la forma clasica de medir la emision de fluorescencia es colocar
la fuente de iluminacidn y el detector en un dngulo de 90 grados con respecto a la cubeta. Las
nuevas tecnologias de fabricacién permiten el disefio y adaptacién de la tecnologia de Tl para
la medicion de estos fendmenos. En este caso, los parametros de sensibilidad de las camaras
digitales son de mucha utilidad, ya que las emisiones son de baja intensidad, por lo que

aumentar la sensibilidad de la camara digital facilita el proceso[54].

Esta mejora en la sensibilidad se logra modificando el valor de I1SO (relacion de la cantidad de
luz requerida para obtener la misma exposicién), y la velocidad de obturacién (tiempo que
permanece abierto el obturador) de la cdmara. Modificando estos parametros es posible
configurar correctamente el Tl para la captura imagenes. Cabe destacar que estos pardmetros
tienen su origen en camaras fotograficas clasicas con componentes mecanicos, en los Tl se

recurre a modificaciones de software para ajustar los parametros antes mencionados[19].

Como fuente de excitacidn se pueden utilizar una [dmpara de xendn, tubos fluorescentes o LED
ultravioletas, e incluso LED de luz visible pero cercana al ultravioleta[55]. En la actualidad, los
LED ultravioleta presentan la dificultad de generar calor, lo cual hace necesario refrigerar el
mismo. La opcién mas simple, econdmica vy fiable son los LED con longitudes de onda cercanas
al ultravioleta. Se ha reportado el uso de instrumentacién sofisticada de laboratorio como
microscopios de fluorescencia combinados con teléfonos celulares para la realizacién de

determinaciones analiticas[56].

Ademas, se han publicado numerosos trabajos cientificos utilizando fluorescencia con
deteccion por imagen[53], en dispositivos basados en papel[57], e incluso estudios de

atenuacion de la fluorescencia de quantum dots[58].

1.1.3.1.1 Espectrofluorimetria con teléfonos inteligentes.

Para permitir determinaciones espectrofluorimétricas se han desarrollado tecnologias de bajo
costo basados en la deteccidn por imagen[59]. Ademas de los teléfonos inteligentes, se utilizan

fuentes de luz como ldmparas de arco de xendn, LED o diodos laser[60-63].

Las fuentes de radiacién incorporadas son necesarias para desarrollar un fluorimetro

totalmente portatil. En algunos casos, esto se ha solucionado parcialmente utilizando las
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fuentes dpticas incorporadas como la pantalla del teléfono inteligente[64, 65], y en otras

oportunidades se han utilizado fuentes LED de diversos tipos[66].

1.1.3.1.1.1 Espectrofluorimetria para smartphones.
Como fuente de radiacién, las ldmparas de xendn pueden ser reemplazadas por fotodiodos LED

(del inglés, Light Emitting Diode)[61-67]. Los LED son compactos, pueden ser colocados muy
cerca de la cubeta y generalmente entregan una emisién con una banda relativamente
estrecha. Los LED no emiten en el infrarrojo por lo que no hacen falta introducir filtros
adicionales[68]. En caso de requerir diferentes longitudes de onda de excitacidn se puede

recurrir a diferentes tipos de LEDs.

Una vez que se generd la excitacion de la muestra, la emisidn sera registrada en un angulo de
90 grados con respecto a la fuente de excitacion[53]. Antes de llegar al detector, se coloca un
elemento dispersivo, el cual (al igual que en los espectrofotémetros) permite descomponer la

luz proveniente de la muestra (Figura 12).

Rendija Detector.
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muestra difraccion.) -
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Figura 12. Configuracion general de los dispositivos espectrométricos. a) Espectrometria de absorcion. b)

Rendija de
entrada

Espectrometria de emision por fluorescencia.
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1.1.3.1.2 Espectrofotometria "dual".
Todas las caracteristicas anteriormente descritas hacen que sea posible acoplar mas de un

sistema de medicién al mismo dispositivo[69].

Es posible realizar determinaciones colorimétricas y fluorimétricas con un espectrometro de
absorcién y emision “dual” combinado con un TI. En este caso la radiacién incidente llegara a la
muestra desde diferentes dangulos alternativamente. Asi, existira una fuente de radiacién visible
alineada a 180 grados del detector y otra fuente de radiacion colocada en angulo recto (Figura
13). Los LED de luz blanca tienen suficiente intensidad y amplitud espectral para adaptarse a
una gran cantidad de aplicaciones. Para mediciones de fluorescencia los LED visibles (violetas o

azules) y ultravioletas cumplen la funcién de fuentes de radiacion[70].

Estas técnicas se acoplan para realizar instrumentos de espectroscopia multiple ya que son las
metodologias mas utilizadas en determinaciones tanto quimicas, biolégicas, ambientales y

clinicas[71].
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Figura 13. Esquema de un espectrometro “dual” para absorcion y emision.

1.2  Disefo y fabricacion en tres dimensiones.

La impresidon en tres dimensiones (3D) es una técnica de fabricacion mediante la cual se

convierte un objeto tridimensional en formato digital a un objeto fisico en tres dimensiones.
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Este objeto es procesado para ser interpretado por la impresora y finalmente es creado por

medio de alguna de las técnicas de impresidn[72].

Actualmente, la fabricacion de objetos tridimensionales se encuentra en un momento de gran
desarrollo. Las técnicas mds populares de impresidn son la de fabricacidn aditiva de material
fundido (FDM, del inglés fused deposition modeling), la de solidificacién de resina fotosensible
(SLA, del inglés Stereolithography) y finalmente la técnica de sintesis selectiva por laser (SLS,
del inglés Selective Laser Sintering). Cada una de estas técnicas se basa en un concepto distinto

de fabricacion (Figura 14).

FDM. El material plastico se encuentra en
forma de filamento, el cual es fundido en un
cabezal a una temperatura cercana a los
200°C y es empujado hacia afuera por medio
de un pico de un didmetro conocido. De esta
manera, se realiza la impresién de una capa,
luego el cabezal se desplaza hacia arriba y
repite la accion, al acumularse capas una
sobre la otra la pieza adquiere un

volumen([73].

SLA. El material es una resina liquida
fotosensible, en este caso la base de
impresidn se encontrard en la parte superior.
Esta base de impresion estard sumergida en
resina liquida dentro de un recipiente cuyo
fondo tiene una ventana transparente a la
luz ultravioleta. En este caso, en la pantalla
que separa la luz ultravioleta de la resina se
forma una imagen en negativo, luego se
realiza el encendido de la luz, lo que genera
el endurecimiento de la resina, asi toda la

capa se imprime a la vez. Luego la base se

desplaza una fraccion de milimetro hacia

arriba y repite el proceso[74].
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Figura 14. Esquema de funcionamiento de los diferentes tipos de impresion 3D.

1.2.1.2 Proceso de impresion

Inicialmente, el objeto debe estar digitalizado, el cual puede disefiarse con un software de

dibujo asistido por computadora (por su nombre en inglés, CAD) o, utilizar un escaner 3D el

cual registra tridimensionalmente un objeto y genera una copia digital[75].

Una vez que el modelo se encuentra en formato digital se debe realizar un proceso de
laminado comunmente denominado por el término inglés slicing (Figura 15), en el cual se
delimitan digitalmente capas muy finas superpuestas, las cuales apiladas conformaran el
volumen tridimensional de la pieza. Una vez realizado este proceso, se utiliza un software que
adecla toda esa informacién en un archivo en formato G-Code, el cual contiene las
instrucciones para que la impresora realice la pieza. Dicho archivo suele introducirse a la

impresora por medio de una memoria extraible y desde el panel de mando de la impresora se

inicia el trabajo[76].
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Figura 15. Detalle del proceso de laminado.

1.2.2 Disefio 3D

Para llevar a cabo el disefio de estos objetos se dispone de una variedad de programas
informaticos de diferente grado de complejidad. Existen programas profesionales para el
disefio industrial (AutoCAD), programas de uso libre de alta complejidad (LibreCAD), y por
ultimo, existen programas de uso relativamente sencillo mediante los cuales se pueden realizar

modelos en tres dimensiones con facilidad (123D Autodesk)[75].

1.2.3 Utilizacién de la impresién 3D para la fabricacién de dispositivos.

Los dispositivos creados en 3D para aplicaciones quimicas pueden dividirse en tres grupos:
aquellos dispositivos para ser utilizados en el pretratamiento de la muestra, en manipulacién
de fluidos y finalmente los disefiados para deteccidon, monitoreo y separacién de analitos

(Figura 16).

Adecuacion, dilucion, Sistemas microfluidicos, Sistemas adaptados a la
filtracion o preconcentracion bombas, valvulas, etc. para deteccion.
en la matriz. conduccion de la muestra.

Figura 16. Division de los dispositivos impresos en 3D por su funcionalidad en quimica analitica.
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e Dispositivos para pretratamiento de la muestra.

La mayoria de las muestras que poseen una relativa complejidad como matrices bioldgicas,
ambientales o alimenticias, conllevan procesos de preparacién previa[77]. Estos procesos
tienen como finalidad adecuar la matriz, diluir para ajustar la muestra al rango dindmico de
deteccién de un método, o preconcentrar un analito con la finalidad de alcanzar limites de
deteccién mds bajos[75]. Un ejemplo de ello es una separadora de plasma impresa en 3
dimensiones superhidrofébica[78] o un separador de plasma sanguineo ultrarrapido basado en
microfluidos inerciales[79]. Los desafios en éste area son llevar adelante una integracion real
entre el proceso de preconcentracion y la deteccién, lo cual hasta el momento son procesos

practicamente independientes y separados.

e Dispositivos para la manipulacién de fluidos.

Uno de los sistemas de control fluidico mas conocido es la presurizacién neumatica (bombas
neumaticas) las cuales solo se encuentran en laboratorios y tienen costos elevados; lo mismo
sucede con otros métodos para el control de flujos eléctricos y magnéticos[80]. Se ha
reportado un juego de herramientas para accionar el fluido utilizando bombas de par o
accionamiento rotativo con valvulas[16], donde todos los componentes se fabricaron utilizando
una Impresora SLA. Otros autores desarrollaron equipos de bombeo para microfluidica
impresos en 3D con diferentes materiales[81]. Ademas, se ha reportado la fabricacién de
dispositivos microfluidicos de estructuras complejas[82], e incluso estudios introduciendo

valvulas de membrana en dispositivos 3D impresos en resina[70],[83].

e Dispositivos para separaciones y determinaciones.

Una de las disciplinas en las que mas se ha utilizado esta tecnologia es en microsistemas de
analisis total (UTAS), por ejemplo, en analisis de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
mejorando su sensibilidad[84]. Ademas, utilizando una impresora en tres dimensiones fue

posible desarrollar una técnica diagndstica para malaria[85].

La impresion 3D ha facilitado procesos adaptando dispositivos analiticos a teléfonos celulares.
Como anteriormente se ha mencionado, numerosos dispositivos para deteccién de resonancia

plasménica de superficie (SPR del inglés, Surface Plasmon Resonance), lectura de microcubetas
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o lectores de fluorescencia fueron descritos[40, 86, 87]. Ademds, se han reportado un

microscopio de fluorescencia[88] e incluso espectrofotometros[12].

1.3  Dispositivos analiticos basados en papel

Los dispositivos microanaliticos basados en papel (llamados pPADs por sus siglas en inglés)
consisten en un pequefio trozo de papel estampado (simple o en capas) con capacidad para un
pequefio volumen de muestra, en el cual es posible evidenciar y cuantificar cambios a partir de
la presencia de un analito en un corto periodo de tiempo[89]. Durante la uUltima década,
numerosos trabajos se han publicado en este campo[90-91]. En general los dispositivos
propuestos tienen canales microfluidicos creados al disponer materiales hidrofébicos sobre
papel hidrofilico[92-93]. Estos dispositivos han sido utilizado para muestras bioldgicas (por
ejemplo lagrimas, orina, sangre, sudor o saliva)[94-95], alimentos[96-97] y analitos de
importancia ambiental (metales, nutrientes, contaminantes orgdnicos o

microorganismos)[98-99].

El proceso implica absorber la muestra hacia la zona de deteccidon bajo los efectos de la
capilaridad sin la necesidad de una bomba externa[100-101]. La deteccidn puede ser
colorimétrica, electroquimica y/o fendmenos luminiscentes[89]. Los uPADs representan una
oportunidad para simplificar procesos analiticos, economizar analisis y llegar a regiones

remotas con determinaciones de calidad[97,102].

Se pueden emplear diferentes tipos de papel en UPADs dependiendo del método de
fabricacién utilizado y la matriz de la muestra, como papel de filtro, de cromatografia, satinado,
vegetal, membrana de nitrocelulosa o papel de grafito[103-104]. El papel de filtro y el de
cromatografia se encuentran entre los mas utilizados debido a su espesor uniforme y un mayor

tamafio de poro, lo que lleva a una mejor conduccién del flujo[105-106].

En algunos casos las caracteristicas originales de la fibra de celulosa se modifican para lograr un
objetivo especifico (cambiar la polaridad, aumentar la interaccion electrostatica o fijar
nanoparticulas)[107]. Para la fabricacidn de estos dispositivos se debe encontrar un equilibrio
entre sus propiedades y las técnicas a utilizar para delimitar los canales. En el caso del papel de

grafeno es utilizado para aplicaciones con detecciéon electroquimica[108].
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1.3.1.1 Técnicas de fabricacion

Para fabricar uPADs pueden utilizarse técnicas de modificacidon quimica o deposicién fisica para
alterar las caracteristicas de la matriz de celulosa (Figura 17). En general, el tratamiento altera
las propiedades de areas especificas del papel creando lineas hidrofébicas paralelas
proporcionando canales para guiar el flujo de liquido a medida que penetra en el papel por

capilaridad[109].

Figura 17. Diferentes técnicas utilizando cera. a) Fabricacion utilizando Idpices de cera. b) Dispositivo creado con
una impresora de chorro de tinta modificada para inyectar cera. c) Impresiéon mediante una impresora de
cera[110].

Los WPADs se clasifican en bidimensionales (2D)[111],[112] o tridimensionales (3D)[113],[114],
dependiendo de la direccidon en la que fluye el liquido (Figura 18, a-e). Se han propuesto
muchos métodos para fabricar uPADs, entre ellos la litografia, Impresion 3d, impresiéon de
cera, chorro de cera, mancha de cera, impresién por chorro de tinta, enmascaramiento de
polidimetilsiloxano (PDMS), corte por laser, e incluso rotulador permanente[115],[116].
Ademas, se ha utilizado un plegado de papel de tipo "origami" (llamado asi por el arte japonés
de generar figuras plegando papel) eficiente y de bajo costo para la construccién de

MPADs[117],[118].

Figura 18. Diferentes tipos de dispositivos. uPAD 3D creado por plegado donde se puede ver el papel modificado
(a), su cara superior luego del plegado (b), la cara inferior (c), su contenedor metdlico (d) y una vez utilizado con
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colorantes para probar los canales creados (e). A la derecha (f) se presenta un uPAD con electrodos impresos
directamente sobre el papel[110].

1.3.1.2

1.3.1.3 Técnicas de deteccion

La mayoria de las investigaciones desarrolladas sobre uPADs se han centrado en el disefio del
chip microfluidico y no en el sistema de deteccidon[95]. La deteccién colorimétrica es la técnica
mas utilizada para uPADs la cual consiste en capturar el cambio de color de una zona particular
del dispositivo luego del movimiento pasivo de la solucién de analito por accidon capilar hacia la
zona de deteccion[119]. En estas técnicas los reactivos se colocan previamente en el
dispositivo, y luego de reaccionar con el analito permiten evidenciar un cambio de color[120].
Las imagenes de los cambios de color son digitalizadas (a través de un escaner, cdmara digital o
teléfono celular), y posteriormente procesadas. Los limites de deteccién (LOD) obtenidos con

estas técnicas son relativamente altos (niveles de parte por milléon)[100].

Utilizar técnicas de fluorescencia y luminiscencia como métodos de detecciéon permiten
mejorar los LOD con respecto a la colorimetria[121]. Métodos de quimioluminiscencia[119] y

electroquimioluminiscencia[122] han sido propuestos para la detecciéon en uPADs.

Las técnicas electroquimicas utilizadas en puPADs (Figura 18f) incluyen voltametria ciclica,
amperometria, coulometria y potenciometria[108]. Estos métodos tienen la ventaja de ser
miniaturizables, lo cual los convierte en una excelente opcién para los pPAD. El limite de

deteccidén para tales métodos puede llegar a niveles femtomolares[119].

En la literatura también se ha descrito deteccidon por espectrometria de masas, resonancia
magnética nuclear, espectrometria de Raman, espectroscopia en el infrarrojo cercano,

etc.[123,124].

En conclusion, el analisis cuantitativo a través de pPADs ha sido aplicado en muchos campos:
pruebas diagndsticas[109], monitoreo ambiental[125] y seguridad alimentaria[126]. La idea de
realizar multiples ensayos en un uUnico uPAD es prometedora, porque este hecho puede
enriquecer la informacién obtenida y minimizar sus falencias con respecto a otros métodos

analiticos.

1.4 Laboratorio en un teléfono.

La combinacion de técnicas y estrategias con la utilizacién de teléfonos inteligentes, imagenes

digitales, impresidon en tres dimensiones y dispositivos basados en papel permite arribar al
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concepto de “un laboratorio en un teléfono”, mediante el cual, todos los procesos requeridos

para la obtencién de resultados puede realizarse de forma simple, portatil y econdmica[127].

Esta tecnologia puede llegar a generar resultados impresionantes en cuanto a su impacto en la
sociedad moderna, dotando a los usuarios de posibilidades hasta hace poco tiempo

inimaginables.
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2 Capitulo 2.

2.1  Objetivos.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral se ha basado en el disefio, desarrollo y aplicacién de
nuevas tecnologias para la creacion de dispositivos analiticos destinados a diferentes matrices
(ambientales, alimentarias, etc.), buscando de esa manera simplificar, economizar y facilitar el
acceso a la obtencidn de informacién analitica de calidad. En todos los casos se respetaron los
principios de la quimica verde intentando minimizar las cantidades de reactivos y evitando la

utilizacion o generacién de productos quimicos contaminantes o peligrosos para los operarios.
En el marco del objetivo general se desprenden seis objetivos particulares:

(a) Utilizacion de técnicas de determinacion por imagen basadas en tecnologia
de teléfonos celulares inteligentes.

(b) Creacién de dispositivos microfluidicos basados en papel para analisis de
muestras reales.

(c) Aplicacién de tecnologia de fabricacion en tres dimensiones para la
creacion de instrumentacion analitica.

(d) Disefio de instrumentacién analitica combinando tecnologias de teléfonos
inteligentes e impresién 3D.

(e) Desarrollo de instrumentos para espectroscopia basados en deteccion por
imagen.

(f) Aplicacién de los dispositivos creados a muestras reales en diferentes

matrices.
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3 Capitulo 3

Dispositivo analitico microfluidico basado en papel (LPAD) para la determinacion
simultanea de nitrito y fluoruro usando un teléfono inteligente.

Microchemical Jourmal 143 (2018) 467473
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Gries methad for fluoride and nitrite respectively. A Smartphone wes used o capture e cormespanding images
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Smanphone

3.1 Resumen

Se disefid, optimizd y la evalué un micro dispositivo analitico basado en papel (LPAD) para la
determinacién simultanea de fluoruro y nitrito en muestras de agua. Con el fin de crear zonas
hidrofilicas e hidrofébicas en el dispositivo de papel de filtro, se utilizd6 una impresora de tinta
de cera. El uPAD tiene cuatro zonas de reaccidn para cada analito, donde tuvieron lugar las
reacciones colorimétricas respectivas utilizando los métodos SPADNS y Griess para fluoruro y
nitrito respectivamente. Se usé un Tl para capturar las imagenes que luego fueron convertidos
al espacio de color RGB mediante el software Image) usando una computadora personal.
Trabajando en condiciones dptimas, el rango lineal fue de 0,23-2,26 mgL™ para el fluoruro con
un limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ) de 0,13 mgL*y 0,25 mgL™. El
rango de concentraciones de trabajo para nitrito fue 0,05-10,0 mgL™ con LOD de 0,03 mgL*y
LOQ 0,13 mgL™. El uPAD se utilizd para determinar dichos analitos en muestras de agua
obteniendo resultados satisfactorios en ambos casos. La validacion de la determinacién de

fluoruro fue realizado comparando el YPAD con el método de referencia y para la
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determinacién de nitrito, se llevd a cabo un estudio de recuperacion. En ambos casos, los

resultados obtenidos demostraron una buena concordancia.

3.2 Introduccion.
Debido al creciente impacto de la industria, el crecimiento de la poblacién, la urbanizacién y

muchas otras actividades humanas, la contaminacién del agua se estad convirtiendo en una

preocupacién para los seres humanos.

Dos de los contaminantes inorganicos mas comunes presentes en fuentes de agua son los
nitritos (NO,) y los fluoruros (F7). El primero es ampliamente utilizado como aditivo,
componente de fertilizantes a base de nitrégeno y conservantes de alimentos[128]. Los altos
niveles de concentracion de nitrito en el agua potable pueden desencadenar numerosas
enfermedades humanas como la metahemoglobinemia[129,130] o el cancer de estémago a
través de formacidn de nitrosaminas. La Comisién Europea y el Cédigo Alimentario Argentino
han regulado el valor maximo para este ion en el agua potable en 0,5 y 0,1 mgL?,
respectivamente[131,132], concentraciones por encima de estos valores indican
contaminacidn. Por otra parte, el ion fluoruro es uno de los aniones mas importantes debido a
su papel en la prevencion de la osteoporosis y las caries dentales[133]. Sin embargo, el exceso
de ingesta de fldor, durante un largo periodo de tiempo, puede resultar en enfermedades
graves como trastornos gastricos, renales y fluorosis[134,135]. El fluoruro se incorpora
naturalmente en las fuentes de agua a través de meteorizaciéon y la disoluciéon de rocas y
suelo[136]. En argentina y otras regiones del mundo, hay zonas ricas en fluoruro las cuales
afectan a millones de personas[137]. Segun la Comisidon Europea, el ion fluoruro (F7) es
perjudicial para la salud humana cuando su concentracién en el agua potable es superior a 1,5
mglL™ . Para el Codigo Alimentario Argentino los niveles se encuentran en el rango de 0,7 a 1,2

mgL™ [131,138].

Algunos de los métodos mas comunes desarrollados para determinar el nitrito en muestras de
agua son las técnicas espectrofotométricas[139], [140], quimioluminiscentes[141,142],
cromatogréfica[143], espectrofluorimétricas[144,145], electroquimioluminiscentes[146] y
electroquimicas[147],[148]. En el caso del fluoruro, se han utilizado en general técnicas no
espectroscopicas, como el electrodo selectivo de iones de fluor[149] o cromatografia
ionica[150]. Ademas, se han reportado otros métodos que incluyen la espectrofotometria

UV-Vis[151], fluorimetria[152] y electroforesis capilar de zona[153].

Es necesario desarrollar métodos simples, de bajo costo, portatiles y faciles de usar para el

control de agua[119,154]. Los métodos que utilizan dispositivos analiticos basados en papel
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(LPAD) satisfacen estas caracteristicas. Los UPAD son dispositivos desarrollados con un sustrato
de celulosa sobre el cual se crean barreras hidrofébicas, generando canales hidrofilicos. Son
esencialmente herramientas microfluidicas fabricadas con diferentes tipos y calidades de
papel. Una amplia variedad de métodos como la fotolitografia[155], impresién con pantalla de
polimeros[156], corte[157], grabado por inyeccion de tinta[158] e impresién con cera[159] han
sido referidos para su fabricacion. Los uPAD ofrecen muchas ventajas ya que son plataformas
simples y portatiles que requieren solo una gota de muestra para detectar diversos analitos
como: proteinas, contaminantes ambientales, patdgenos, productos quimicos, metales

pesados y drogas[160,161].

La deteccion en un pPAD se puede realizar visualmente comparando la intensidad del color en
cada zona de reaccion. Para obtener informacion colorimétrica se pueden emplear diversos
dispositivos como camaras fotograficas[162,163], escaneres[164,165] y teléfonos
inteligentes[166]. Al utilizar una aplicacién de software adecuada, es posible obtener los
pardmetros de cualquier espacio de color de la imagen digital del uPAD. Estos parametros se
pueden usar para correlacionar la intensidad del color con la concentracidon por medio de una
curva de regresion. Por ejemplo, el espacio de color RGB aplicado a las imagenes digitales
proporciona tres canales de informacién (rojo, verde y azul) que se pueden utilizar para
generar una curva de calibraciéon[167]. Otra de sus ventajas radica en que la imagen digital

puede ser enviada luego de su captura y analizada en otras partes del mundo.

Hace muchos afios, los métodos analiticos generalmente requerian gran cantidad reactivos y
estos generaban residuos téxicos. La tendencia actual es alcanzar los principios de la quimica
verde[168] reduciendo volumen de reactivos, disminuyendo la cantidad de residuos, entre
otros. Al usar solventes no toxicos, materias primas biodegradables y poniendo énfasis en el
analisis in situ, el “laboratorio sobre un papel”, se convierte en una opcién interesante. En un
futuro cercano es posible proyectar una quimica totalmente sostenible que genere el menor

impacto negativo en el medio ambiente.

De acuerdo con la literatura sobre el tema, existen estudios sobre el uso de dispositivos
basados en papel para la determinacion de nitritos utilizando el mismo reactivo que el
presente estudio[169,170]. Sin embargo, hasta el momento el empleo de un sistema para la

deteccién simultanea de fluoruro y nitrito no ha sido informado.

El objetivo de este trabajo es el desarrollo de un nuevo dispositivo analitico basado en papel
impreso con tinta de cera y compuesto por 8 zonas de reaccidén (4 para cada analito) y una

region central para la muestra. El nuevo uPAD fue utilizado para la determinacién simultanea
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de nitrito y fluoruro en muestras de aguas, empleando un teléfono mévil para la deteccién. Las
determinaciones se realizaron utilizando los tradicionales reactivos SPADNS y Griess[171] para
fluoruro y nitrito, respectivamente. El andlisis de las cuatro réplicas de muestras de agua fue
realizado en solo 12 min. Este nuevo PPAD de bajo costo y facil uso permitié una

miniaturizacién del proceso analitico con ventajas en el monitoreo in situ y la portabilidad.

3.3  Parte experimental.

3.3.1 Reactivos y soluciones
Todas las soluciones fueron preparadas a partir de reactivos quimicos de grado analitico y

utilizando agua ultra pura (18.0 MQ) provista por el sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, Estados
Unidos). Las soluciones estandar de fluoruro de sodio y nitrito de sodio (Sigma, Buenos Aires,
Argentina) se prepararon disolviendo una cantidad adecuada de la sal en agua. Estas soluciones
se almacenaron a 2 °C hasta su uso. Soluciones de trabajo de fluoruro y nitrito fueron
preparadas diariamente, diluyendo las soluciones estdandar mencionadas anteriormente con
agua ultra pura. Se prepararon soluciones de acido fosférico 5%, sulfanilamida 2% y N-(1-naftil)
etilendiamina (NED) 0,2%, los reactivos fueron adquiridos de Sigma Aldrich Co. (Saint Louis,
MO, EUA). El reactivo SPADNS acido (4,5-dihidroxi-3-(p-sulfofenilazo)-2,7-naftaleno disulfénico,
sal trisddica) se adquirié de Hach (EE. UU.). La tinta sdlida para la impresora Xerox 8400 (negro,
amarillo, magenta y cian) fue adquirida a Xerox argentina. El papel de filtro utilizado fue el CLT

597 Whatman S&S (Ref. 10311887, peso base 85 g/m?; espesor 190 um; retencion 4—7 pm).

3.3.2 Instrumentacién
Los UPAD fueron disefiados usando el software Inkscape de Free Software Foundation, Inc.

Después de eso, se utilizd una impresora de tinta de cera Xerox Phaser 8400 para imprimirlos y
un teléfono inteligente (Motorola Moto G5 Plus) fue seleccionado para capturar las fotos. Se
utilizd el software libre Image) 1.50i para analizar los archivos de imagen. Un
espectrofotometro Agilent 8453 UV-visible, un electrodo selectivo de fluoruro (Van London
Co.), el medidor de pH/ISE Orion 710A y la estufa de laboratorio San Jor SE60A fueron también

utilizados.
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3.3.3 Captura de imdgenes
Para evaluar el cambio de color después de la reaccion en el uPAD, fue tomada una foto en

formato JPEG con un teléfono inteligente. El dispositivo fue fotografiado bajo el siguientes
condiciones optimizadas: ISO 64, velocidad de obturacion 1/187, apertura f / 1.7 y distancia
focal de 4.28 mm. El uPAD se colocd sobre un cubo de madera (3 mm de espesor) de 14 x 14 x
30 cm para aislarlo de la luz exterior y estandarizar las condiciones de iluminacidn. La caja fue
pintada negro por dentro y se colocaron 16 diodos led en la parte inferior de la misma, en dos
filas de 8 luces cada una (las filas estaban separadas por una distancia de 2 centimetros entre
si). La distancia lineal entre los focos en cada una de las dos filas era de 1 cm. Se realizd un
orificio para la cdmara en el centro de la cara superior para proporcionar una captura correcta
del WPAD, el teléfono inteligente se colocd encima de la caja. El uPAD estaba ubicado a medio

camino entre la base de la caja y la tapa sostenido por una base plastica (Figura 19).

Figura 19. Esquema de la caja de iluminacion utilizada para capturar las imdgenes.

3.3.4 Procesamiento de la imagen
Para realizar la evaluacion del color, se utilizd el espacio de color RGB. Usando el software

ImagelJ 1.50i. Posteriormente, las imagenes se procesaron para obtener los valores de los tres
canales de color por separado. Una regién de interés (ROI) circular Unica (2400 pixeles) fue
seleccionada para cada zona de reaccidn y la distribucion de los resultados de cada pixel se
incluyé en un histograma (Figura 20). Los valores RGB obtenidos se utilizaron para realizar las

curvas de calibrado. Para el caso del fluoruro, el parametro G mostré una respuesta lineal a la
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concentracion. Por otro lado, en el caso del nitrito, la diferencia entre los canales G y B (G-B)

fue evaluada como respuesta analitica.

Q Histogram of IMG_20180312_... — ] =
300x240 pixels;, RGHB; 281K

o Red 255
[ Count 104 Min: 172
Mean: 185.558 Max: 197
StdDev: 4.328 Maode: 187 (17)

List | Copy | Log | Live |RGE||

Figura 20. Imagen real de una region de interés (ROI) con detalle del histograma del canal rojo.

3.3.5 Muestras
Se analizaron seis muestras de diferentes sitios de muestreo: tres de Coronel Dorrego,

provincia de Buenos Aires (agua subterranea (A), agua corriente (B) y agua corriente de red
tratada con dsmosis inversa (C)), otras dos de Bahia Blanca, provincia de Buenos Aires (agua
corriente (D) y agua filtrada (E)). La ultima fue tomada de Abramo (F), provincia de La Pampa.
Todas las muestras fueron recolectadas en 2017. Las muestras de Coronel Dorrego fueron

seleccionadas estratégicamente debido a su alto contenido de fluoruro.

3.3.6 Procedimiento
Las reacciones colorimétricas tradicionales de Griess para NO2— y SPADNS para F— fueron

seleccionados para este estudio. La Figura 21 muestra el dispositivo utilizado para llevar a cabo
las determinaciones simultaneas. En primer lugar, se colocaron 0,5 uL de cada reactivo en las
correspondientes dreas de reaccién, seleccionando cuatro zonas para NO2- y las cuatro
restantes para F—. Luego, se introdujo una muestra de agua de 20 pL en el centro de la zona de
muestreo. El liquido comenzd a fluir a lo largo de los canales hacia las areas de reaccién y
después de dos minutos, la muestra completa alcanzé la zona donde estaban confinados los
reactivos. Diez minutos después, las fotografias fueron tomadas con la camara del Tl (Figura 22)
y enviadas a una computadora, primero para obtener los valores correspondientes para cada

canal del espacio de color RGB, y luego para procesar los datos.
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Figura 21. Fotografia real con el detalle de las Figura 22. Foto real del dispositivo una vez terminada
dimensiones del uPAD seleccionado. A: drea de la reaccion.
reaccion, B: zona de muestra.

3.4 Resultados y discusion
3.4.1 Fabricacién del uPAD
e Disefio

Los UPAD fueron disefiados usando el programa Inkscape e impresos en papel de filtro de
laboratorio. Las areas de reaccién y muestreo de los WPAD tienen la forma de un asterisco de
ocho puntas y presentan cuatro zonas de reaccién para cada analito. Se analizaron varios
disefios para obtener el 6ptimo rendimiento microfluidico y la mejor iluminacién para
fotografiar. Los diferentes modelos probados se muestran en la Figura 23. El modelo
seleccionado fue el "d", ya que mostré una distribucion de la muestra mas homogénea,
tiempos de deteccion idénticos en todas las zonas de reaccion y mayor numero de
determinaciones por centimetro cuadrado del dispositivo. Ademads, este modelo presentd la
siembra de la muestra de una manera mas sencilla. Por otro lado, como se pudo observar en la
Figura 21, se seleccionaron las dimensiones de los canales hidrofilicos para el dispositivo. Se
generaron asi canales lo suficientemente anchos como para permitir un flujo apropiado sin
aumentar el volumen de muestra y el tiempo de determinacién. Las dimensiones de las zonas
de reaccion fueron adecuadas para contener los 0,5 uL de reactivo requerido para las
determinaciones. Por otro lado, el sector exterior del dispositivo se imprimié en negro para
mejorar los parametros de la captura fotografica. Las dimensiones finales del uPAD fueron 25 x

25 mm con un drea efectiva (hidrofilica) de 221 mm?.
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Figura 23. Disefios estudiados para el dispositivo.

e Seleccion del papel, impresién y fusién.
La seleccidn del tipo de papel apropiado se realizd teniendo en cuenta la calidad del sustrato y
la homogeneidad de los resultados. Se imprimieron dispositivos de varios tamafios y formas.
Luego, se calentaron hasta que la cera fuese absorbida por el papel. Se realizaron pruebas con
servilletas de cocina, pafiuelos descartables, papel higiénico y de filtro sin evidencias de
cristalizacion de la cera. El papel de filtro Whatman CLT 597 S&S mostré las mejores
caracteristicas en el proceso completo de fabricacion y, al mismo tiempo, presentado buena
repetibilidad en los resultados. Los uPAD utilizados en todos los experimentos se obtuvieron
con tinta de cera utilizando una impresora Xerox Phaser 8400 convencional (trabajando bajo las
condiciones preestablecidas por el fabricante). Después, el papel impreso se calentd en una
estufa de laboratorio durante 2 minutos (180°C) para permitir la penetracién de la cera en las
fibras de celulosa y generar barreras hidrofdbicas. Para el calentamiento del dispositivo se
realizaron pruebas con estufas y placas calentadoras. Se seleccioné el uso de estufas dado que
no aparecian en el papel signos de ennegrecimiento. Esto probablemente se deba a que en la
estufa se aplica el calor de una manera homogénea. Para crear una barrera impermeable, se

uso cinta adhesiva en la parte posterior del dispositivo y asi evitar la permeacion de liquidos.

3.5 Optimizacién
® Optimizacion de volumenes de reactivos y muestras

Para evaluar la concentracién 6ptima de reactivos a utilizar, se llevaron a cabo diferentes
experimentos. Como se puede ver en la Figura 24, la condicién dptima para la determinacion
de nitritos y fluoruros fue la concentracién utilizada por los métodos de referencia. El volumen
6ptimo de reactivos a depositar en el drea de reaccién fue de 0,5 uL. Volimenes mas bajos de
reactivos  fueron insuficientes para cubrir la zona de reaccién, lo que condujo a una
distribucidn irregular del color. Por el otro lado, mayores voliumenes causaron el avance del

reactivo a través del canal de muestra lo que generaba reacciones fuera del area de deteccidn.
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20 pL de muestra fue el volumen éptimo para llenar un pPAD. Voliumenes bajos no cubrian
totalmente las zonas de reaccién y volumenes mayores generaban que los productos

coloreados se desplacen retrocediendo por los canales hidrofilicos.

m Sefal Fluoruro/3 Senal nitrito
70 -
60 -
50 -
Fw
3 30 -
20 -
10 -

0 - T T 1
0.5*RMC RMC 2*RMC 3*RMC

Concentracion de reactivos

Figura 24. Optimizacion de la concentracion de los reactivos. RMC: concentracion del método de referencia

® Optimizacion del tiempo de reaccion
Para conocer el momento mads apropiado en el que capturar las imdagenes, se realizé un estudio
de intensidad de sefial en funcidn del tiempo. En el caso del fluoruro, dos minutos después del
contacto entre el reactivo y la muestra, la sefial se mantuvo constante. Para nitrito, el método
de referencia establece que las mediciones espectrofotométricas deben realizarse entre 10 y
120 minutos después de agregar el reactivo de Griess. Cuando el estudio se realizd con el
MPAD, el momento éptimo para tomar las fotografias fue de 10 minutos (Figura 25a). Es decir

gue el tiempo de reaccidn coincide con el método de referencia[171] (Figura 25b).

14 b - - - °
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T
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Figura 25. Optimizacion del tiempo de reaccion par nitritos. a: uPAD propuesto; b: método de referencia (3,00
mg/L-1).
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3.5.1 Cifras de mérito
Trabajando bajo condiciones optimizadas, se obtuvo una recta de calibracién para fluoruro

G,~=(12,43 + 0,38) [F] + (38,52 +0,52), en el rango lineal de 0,23 a 2,26 mgL™", presentando un
coeficiente de determinacién (R?) de 0,996 . El limite de deteccién (LOD) fue de 0,13 mgL™?, y el
limite de cuantificacién (LOQ) fue de 0,25 mgL™, ambos calculados de acuerdo con IUPAC[172].
Se calcularon los valores de la desviacion estandar relativa (% RSD) a partir de 8 mediciones
independientes de cada muestra real. En términos de repetibilidad (intradia, es decir, el mismo
MPAD) los valores obtenidos fueron inferiores al 3,8% y en términos de precision intermedia

(entre dias, usando diferentes uPADs) no superaron el 6,3%.

En el caso de la determinacidn de nitrito, el rango de trabajo fue desde 0,05 a 10,0 mgL™y la
curva de calibrado fue exponencial, tomando como sefal analitica la diferencia entre el canal
azul y el canal verde. Aplicando el logaritmo a la curva original, se obtiene un modelo lineal. La
funcién correspondiente, después de aplicar la regresion fue log (B, — G..) = (0,53 £ 0,01) log
[NO,] + (0,82 £ 0,01), con un coeficiente de determinacién de 0,998. Los LOD y LOQ fueron
0,03 mgL™ y 0,13 mgL™ respectivamente, teniendo en cuenta la recomendacién de IUPAC. El
nitrito contenido en las muestras reales se determind por el método de referencia, no
obteniendo valores detectables. Por lo tanto, se realizé un estudio de recuperacién, y las
desviaciones estandar relativas (% RSD) se calcularon a partir de 8 repeticiones para cada
muestra y cada nivel de concentracidn. Los valores fueron inferiores al 5,8% en términos de
repetibilidad (intradia, mismo YUPAD) y de 6,5% en términos de precision intermedia (entre

dias, diferentes pPAD).

3.5.2 Andlisis de muestras reales y validacion
El LPAD se aplico a seis muestras de agua de diferentes origenes. Cuando se utilizé el método

de referencia ninguna de ellas contenia valores de nitrito detectables, por lo que fueron
fortificados en tres niveles de concentracion. La determinacion de fluoruro y nitrito se realizod
en forma simultdnea en muestras fortificadas con 3,00 mgL™. En la Tabla 1 se muestran los
valores obtenidos en el uPAD y en el método de referencia[173] para la determinacién de F.
Para validar el método, se realizé6 una comparacién entre el uWPAD propuesto y el método de
referencia utilizando la prueba t de muestras emparejadas. Previamente, se probd la
homocedasticidad y el valor calculado (t.,.=0,024) fue menor que el valor tabulado (t,,=2,306)
con un nivel de confianza del 95%, lo que indica que no hubo diferencias estadisticas
significativas entre ambos métodos. La validaciéon de la determinaciéon de nitrito se realizd

haciendo el estudio de recuperacion que se muestra en la Tabla 2. La recuperacién vy la
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desviacion estdndar demostraron una buena precision y repetibilidad cuando el dispositivo se
aplicé a muestras reales. Los resultados obtenidos mostraron la idoneidad y fiabilidad del uPAD
propuesto para la determinacion simultanea de fluoruro y nitrito en muestras de agua. Como
se puede ver en la Tabla 3. Es importante destacar la novedad del uso de impresion de tinta de
cera para la determinacidon de nitritos. Por otra parte, el dispositivo propuesto presenta las
siguientes ventajas: el LOD obtenido es el mas bajo en comparacién con trabajos anteriores

para el mismo analito, y se utilizé el minimo volumen de reactivo reportado hasta la

fecha[170].
Tabla 1. Comparacidon de métodos para la determinacién de F-.
Fluoruro
UPAD Método de referencia
Muestra Encontrado*(DS)** [mg L] Encontrado*(DS)** [mg L]
A 2.34 (0.39) 2.64 (0.03)
B 1.84 (0.10) 1.80 (0.01)
C 0.42 (0.06) 0.40 (0.01)
D 0.36 (0.08) 0.40 (0.01)
E 0.37 (0.07) 0.39 (0.01)
F 0.19 (0.16) 0.24 (0.01)
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Tabla 2. Resultados del estudio de recuperacion de nitrito.
Nitrito
Muestr | Agregado [mg %

a L Encontrado*(SD)** [mg L*]| Recuperacién*
1.00 1.01 (0.03) 100.9

A 3.00 2.88 (0.07) 96.1
7.50 7.64 (0.13) 101.9
1.00 1.00 (0.03) 99.7

B 3.00 2.92 (0.11) 97.3
7.50 7.69 (0.26) 102.6
1.00 0.94 (0.03) 93.9

C 3.00 3.06 (0.14) 101.9
7.50 7.59 (0.14) 101.2
1.00 0.96 (0.04) 96.0

D 3.00 2.98(0.17) 99.5
7.50 7.54 (0.27) 100.5
1.00 1.06 (0.06) 106.4

E 3.00 3.10(0.07) 103.4
7.50 7.53(0.19) 100.4
1.00 0.99 (0.05) 99.4

F 3.00 3.18 (0.04) 106.1
7.50 7.55(0.17) 100.7

*Promedio de 8 réplicas
“* Desviacion estandar
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Tabla 3. Comparacién de métodos.

Muestras Preparacion de Reactivos Deteccion Caracteristicas analiticas Referencia
PAD del uPAD
Aguas Estampado Reactivo de Teléfono Samsung | Rango de trabajo: 4.0-85.0
residuales (30 10:1 v/v (mezcla Griess Galaxy SlI mg L™
uL) de tinta y modificado LOD: 0.52 mg L™ [15]
solvente) (Acido citrico) RSD: 0.51% at 4.0 mgL™*™
(3uL)
Agua de Fibra de tinta Reactivo de Cémara-teléfono Rango de trabajo:
estanque indeleble Griess 0.156-1.25 mM
(1.40 pL) modificado RSD < 5%. o4l
( Acido Citrico)
Saliva, agua Estampado Reactivo de Scanner (Scanjet Rango de trabajo: 0-25 uM
preservante, Griess G4050)
jamén, modificado
[165]
salchichay (HCI) (0.75 pL)
agua de rio (50
L)
Agua corriente Impresién de Reactivo de Scanner plano Rango de trabajo:10-150 [169]
(20 pL) chorro de tinta Griess (1 pL) (Canoscan Lide uM
700f) LOD 1.0 pM
RSD <2.9% (n<38)
Saliva artificial Fotolitografia. Reactivo de Scanner plano Rango de trabajo: 5 to
(5 uL) Mezcla de Griess (Microtek 2,000 uM. LOD: 5 uM
polimeros. modificado: Scanmaker 4800) [170]
(acido citrico )
(0.5 uL)
Agua corriente Tecnica de corte Acido Citrico Camara digital Working range: 5-500 (M)
(10 L) artesanal. (1pL) Canon PowerShot LOD 1.30 uM
Reactivo DHBPTZ (1pL) G12 y teléfono LoD 220 uM
S memeso ||
24 etrazine RSD 4.7 (200 uM)
(DHBPT2) inmovilizado.
Saliva (0.20 pL) Generador de Reactivo de Scanner Epson Rango de trabajo: 20-160
efecto corona. Griess (5 pL) Perfection UM
OTS—hexano V300 Photo LOD: 7.8 uM (73]
desktop SD: 5.1 uM
Orina humana WUTAD Reactivo de Regla y teléfono Rango de trabajo: 0-1000
sintética (2/3.5 Griess iPhone 5 M
uL) modificado [176]
(Acido citrico) (2
/4.5uL)
Agua de Impresién con Reactivo de Teléfono Rango de trabajo: 0.05 —
perforaciény tinta de cera Griess (0.5 uL) Motorola Moto 10.0 mgL? Este
trabajo.

G5 Plus

LOD: 0.03 mgL™
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agua corriente

de red (20 pL)

3.6  Conclusiones
Se desarrollé un uPAD simple, portétil, econdmico (menos de U $ D 0,01 por dispositivo) y facil

de usar para la determinacién simultanea de fluoruro y nitrito en muestras de agua. Es de
suma importancia mencionar que este es el primer UPAD desarrollado para la determinacion
de fluoruro. Este nuevo dispositivo combina las ventajas de utilizar materiales biodegradables,
asi como volumenes minimos de muestra y reactivos. De esta manera el procedimiento
analitico se miniaturizd y el pretratamiento de la muestra, como paso previo a la deteccidn, no
fue necesario. El dispositivo fue aplicado con éxito para la determinacion de ambos analitos en
muestras de diferentes origenes con limites de deteccién mds bajos que los valores
recomendados por la Comision Europea y por el Cédigo Alimentario Argentino. Estos
resultados no solo demuestran la aplicabilidad y los beneficios de esta herramienta analitica,

sino también su versatilidad en un amplio campo de aplicacion.
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4 Capitulo 4

Nuevo dispositivo impreso en 3D, econdmico y simple para determinaciones

nefelométricas y fluorimétricas basadas en la deteccion mediante teléfonos

inteligentes.
™ L OVAL SOCIETY
RSC Advances “OF CHEMISTRY
PAPER e
\'l) Cheok for updates New, inexpensive and simple 3D printable device

for nephelometric and fluorimetric determination
based on smartphone sensing +

Cite this: RSC Al 2020, 10, 19713
Ezequiel Vidal, {21* Anabela S. Lorenzetti, (3 £ Miguel Angel Aguirre, (2
Antonio Canals® and Claudia E. Domini (2

A new, inexpersive and easy o use 3D printable device was developed for nephelometnic and fluorimetric
determination. Its applicability was tested for the quantification of quinine in tonic drinks and sulfate in
natural water with good analytical accuracy. In this way, sulfate determination was camried out by
nephelometry using a red LED, while quinine was determined using a blue LED by fluorimetry. A smartphone

Received 2nd April 2020 camera was used to take the pictures and afterwards ransform them into the RGE color space using the

Accepted 12th May 2020 5
software ImageJ by a personal computer. The linear range was 20-50.0 mg L for sulfate with a LOD of

0.13 mg L%, ard the corresponding quantification limit (LOG) was 0.43 mg L% The linear range for quinine
rse lifrec-aduances was from 042 to 310 mg L% The LOD and LOG were 011 mg L and 038 mg L7, respectively

DOIl: 10.1039/d0ral2575k

Resumen
Se desarrolld un dispositivo novedoso impreso en 3D, econdmico y facil de usar para

determinaciones nefelométricas y fluorimétricas. Se aplicé en la cuantificacién de quinina en
bebidas tdnicas y de sulfato en muestras de agua potable. De esta manera, la determinacion de
sulfato se realizd por nefelometria usando un LED rojo, mientras que la quinina se determiné
usando un LED azul por fluorimetria. Se usé la cdmara de un Tl para tomar las fotografias,
luego se las procesé usando el software Imagel con una computadora. El rango lineal fue de
2,0 a 50,0 mglL™ para sulfato con un LOD de 0,13 mgL?, el LOQ fue de 0,43 mgL™. El rango lineal
para la quinina fue de 0,42 a 3,10 mglL?, el LOD y LOQ fueron 0,11 mgL™ y 0,38 mglL?,

respectivamente.
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4.1 Introduccidn
Una gran parte de los analisis de laboratorios de baja complejidad son realizados utilizando

determinaciones colorimétricas. Se han realizado esfuerzos por simplificar este tipo de analisis
pero solamente resuelven problemas especificos, y no estan adaptados al equipamiento de
laboratorio tradicional[177-180]. En los ultimos afios, muchos sensores quimicos basados en la
deteccion de imdagenes con cdmaras digitales o Tl se han realizados, con la ventaja de que el
uso de celulares se ha generalizado[181]. En este tipo de sensores es de suma importancia
verificar y estandarizar la iluminacién y la captura de la imagen para obtener resultados
reproducibles[14]. Se han desarrollado una amplia variedad de dispositivos de varias formas y
tamanos: desde cajas con iluminacién externa[182] hasta sistemas sofisticados acoplados al
teléfono a través de interfaces de computadora[183]. Por otro lado, considerando que los
paises en desarrollo no tienen suficientes recursos econémicos para comprar instrumentacién
adecuada, las nuevas tecnologias, inteligentes y simples, ofrecen un amplio potencial para

proporcionar una solucién en el control de la calidad del agua y de los alimentos.

El ion sulfato es un constituyente comun en las aguas de consumo, una concentracion elevada
en el agua potable puede causar enfermedades gastrointestinales en los nifos[184]. La
Directiva 98/83/CE10 del Consejo Europeo establece una tolerancia de 250 mgL?, siendo las
técnicas mas utilizadas para su determinacidon la gravimétrica, nefelométrica[173],
potenciométrica[185], espectrofotométrica[186], y volumétrica.

La quinina es usada en la industria de bebidas, en aguas tdnicas y ginger ale. Este alcaloide
tiene una variedad de beneficios terapéuticos, como analgésico, antipirético y antipaludico. Sin
embargo, concentraciones excesivamente altas en sangre de este compuesto pueden causar
varios trastornos de salud[187]. Se ha desarrollado una amplia variedad de técnicas para su
determinacidn, como lo son la HPLC con deteccidn fluorimétrica[188], electroforesis capilar con
deteccion UV[189], fluorimetria[190], quimioluminiscencia[191], AAS[192], LC-MS[193] vy
deteccidn electroquimica[194]. Por lo expuesto, las mediciones fluorimétricas y nefelométricas
son técnicas muy comunes en el andlisis de aguas y bebidas. Sin embargo, nunca se han
descrito dispositivos versatiles que brinden la capacidad de utilizar ambas técnicas.

En este trabajo, presentamos un dispositivo econdmico, portatil y facil de usar para determinar
el sulfato en el agua potable mediante técnicas nefelométricas y la quinina en las bebidas
comerciales por fluorescencia. La determinacion de sulfato se realiz6 mediante un método
nefelométrico con un LED rojo como fuente de luz, mientras que la quinina se determiné por
fluorimetria utilizando un LED azul, ambos con el dispositivo creado. Los resultados se

compararon con los obtenidos por los métodos de referencia, lo que demuestra que el
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dispositivo propuesto es efectivo en la determinacidn de ambos analitos en muestras reales de

una manera rapida y sencilla.

4.2  Experimental

4.2.1 Reactivosy soluciones
Se usaron productos quimicos de grado analitico para preparar todas las soluciones. El agua

desionizada (AD) se obtuvo de un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EE. UU) (18.0 MQ.cm). Se
prepararon soluciones estandar de sulfato de quinina y sulfato de sodio (Merck Darmstadt,
Alemania) disolviendo la cantidad apropiada de reactivo sélido en agua AD, para obtener
concentraciones de 50 mgL™y 100 mgL™, respectivamente. Estas soluciones se mantuvieron a
29C hasta su uso. Las soluciones estandar de sulfato de sodio y sulfato de quinina se
prepararon cada dia diluyendo las soluciones madre. Se utilizé H,SO, (1 M), NaCl, BaCl,, etanol

y glicerina los cuales fueron adquiridos en Merck (Darmstadt, Alemania).

La solucién de acondicionamiento para la determinacion de sulfatos se preparé mezclando 50,0
mL de agua; 25,00 g de NaCl; 10,00 mL de HCI concentrado al 37% m/m (Merck, Darmstadt,
Alemania); 33,0 mL de etanol; 16,7 mL de glicerina y finalmente afiadiendo agua AD a 100,0

mL.

4.2.2 Instrumentacion
El dispositivo impreso en 3D fue disefiado utilizando el software Autodesk de TinkerCAD (San

Rafael, California, EE. UU.). Luego, se utiliz6 una impresora 3D Creality CR-10 (Creality 3D
Technology, China), empleando como sustrato un filamento de impresiéon PLA+ de 1.75 mm

para impresién de alta calidad. Una vez impreso, se obtuvo un dispositivo negro opaco y rigido.

El dispositivo estaba equipado con un LED rojo intercambiable (620 nm, 0,06 w, 5 mm,
HLMP-EH31-SV000, Hewlett-Packard, Avago Technologies Ltd., Singapur, Singapur) o un LED
azul (465 nm, 0,1 w, 8 mm, Patagoniatec, Buenos Aires, Argentina) usados para la
determinacidon de sulfato y quinina, respectivamente. Se empled un teléfono inteligente
Motorola Moto G5Plus equipado con una camara de 12 MPixel para capturar las fotos, y se

utilizo el software gratuito Imagel 1.50i para analizarlas.

Se utilizaron un espectrofotometro Agilent 8453 (equipado con un detector de arreglo de
diodos) y un espectrofluorimetro JASCO FP-6500 (con lampara de xendn) para los estudios de
validacidn. Los espectros de absorcidn UV-vis se registraron a 450 nm y las medidas de

fluorescencia fueron registradas a A, itacion = 350 NMy A icion= 450 nm.
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4.2.3 Captura de imagen.
Se tomaron fotos JPEG con el Tl con el fin de evaluar los cambios de color después de las

reacciones quimicas. Las condiciones seleccionadas para la captura fueron: ISO 400, velocidad
de obturacion 1/3 s, valor de apertura f/1,53 y longitud focal de 4,3 mm en el caso de sulfato, y
en el caso de la quinina, ISO 800, velocidad de obturacién 1/3 s, valor de apertura /1,7 y
longitud focal de 4,3 mm. En ambos casos, el foco de la cdmara se configuré manualmente en

modo infinito.

El dispositivo de captura impreso en 3D (Figura 26) se acoplé al TI mediante un soporte, unido
a la funda protectora del teléfono, fijando asi la distancia desde la cubeta hasta la lente de la
camara. Una vez que la cubeta es colocada en su sitio, se enciende la luz de la fuente y se fijan

los pardmetros de configuracion de la cdmara hasta completar la determinacidn.

Figura 26. Fotografia real del dispositivo propuesto.

4.2.4 Procesamiento de imagenes
Los archivos JPEG se procesaron para obtener los histogramas de los tres canales RGB

utilizando el software Image) 1.50i. Se usd una Unica regién rectangular de interés (ROI) de

10000 pixeles en cada imagen.

La ROI se posiciond buscando una zona homogénea de intensidad con la minima desviacién
estandar (valor proporcionado por el software Imagel). Se escogié una ROl dentro de la zona
coloreada de las imdagenes, de esa manera, se elimind el fondo negro y el efecto de gradiente a
lo largo de la regidn iluminada (Figura 27). Una funcidon Macro se cred con la opcidon Macro Edit
del software. En primer lugar, se abrié una imagen como ejemplo de la determinacidn, el color

de la imagen se dividié en tres canales diferentes (R, G y B), y luego, se ejecuté la funcion
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analizar histograma con la que se obtienen tanto el grafico como los valores del histograma

(mediana, media, moda y desvio estandar). La funcidon Macro fue finalmente grabada.

Imagen real

Figura 27. Proceso de seleccion de una region de interés homogénea.
Cada imagen se analizé por separado con la funcién Macro creada (Figura 28). El valor maximo
del histograma se seleccioné como seial analitica. La seleccidn automatica de la ROI permite
comparar las diferentes fotografias asegurando que las variaciones se deban solamente a
diferencias en la concentracién.

[ ] |
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olx|w|~|«fssala]oj0) aledsle]s] | |-
Command FinderTo_oI
¢ Test Macro.txt o m} *

File Edit Font Examples Macros Debug

fitle = getTitle();

run("Split Channels");

selectWindow(title + " (green)");

run("Specify...", "width=100 height=100 x=2502 y=1430"),
run("Histogram");

Figura 28. Captura de pantalla de la funcion Macro creada.

4.2.5 Muestras

Para la determinacién del sulfato, se analizaron cinco muestras agua de diferentes origenes:
surgente natural (A), arroyo Naposta (B), perforacidn de Bahia Blanca (C), agua potable de las

localidades San Miguel Arcangel (D) y Coronel Sudrez (E) (Figura 29).

En el caso de la determinacidn de quinina, se adquirieron cinco bebidas ténicas (F, G, H, | y J) en
supermercados de Bahia Blanca. Las muestras de gaseosas, se desgasificaron previamente,
utilizando un bafo ultrasénico (TESTLAB modelo TB 04 TA, 160 W de potencia ultrasénica,
frecuencia de 40 kHz).
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Figura 29. Ubicacion del drea de estudio: Bahia Blanca, Coronel Sudrez y San Miguel Arcdngel (Buenos Aires,
Argentina).

4.2.6 Procedimiento

Para el estudio de validacidon se emplearon los métodos de referencia nefelométricos[173] y
fluorimétricos[195], para sulfato y quinina, respectivamente. Los reactivos utilizados en los
métodos de referencia y en el método propuesto fueron los mismos.

Para la determinacion de sulfato, una alicuota de 10,00 mL de muestra se colocd en un matraz
volumétrico de 25.00 ml donde se agregaron 1,0 ml de solucién de acondicionamiento y 5,0 ml
de solucién de BaCl, al 5%. Cinco minutos después, la solucidén se volvié turbia y de color
blanco palido. En primer lugar, se midiéd un blanco sin reactivos para evitar interferencias de
otro origen. La muestra pretratada se colocd en una cubeta de 1 cm de espesor y ésta en el
dispositivo de captura. Se encendié el LED rojo, se configurd la cdmara, se capturaron las

imagenes y se enviaron a la computadora para su andlisis.

En el caso de la quinina, se colocaron 2,5 ml de H,SO, 1 M en un matraz volumétrico de 25,00
ml en el cual se afadieron 500 pl de muestra y se llevd a volumen con agua. En este caso, no
fue necesario esperar el tiempo de reaccién. La muestra acondicionada se colocd en una
cubeta de cuarzo con un paso 6ptico de 10 mm y se coloco en el dispositivo de captura. EI LED
azul se encendié y las imagenes fueron capturadas y enviadas a la computadora para su

procesamiento.
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4.2.7 Andlisis estadistico de datos.
Cada parametro de las curvas de calibracion se calculé utilizando Microsoft Office Excel ® 2010

(Microsoft, Redmond, WA, EE. UU.). Se realizaron calculos estadisticos adicionales utilizando

MATLAB®, version 6.5 (The Mathworks, Natick, MA, EE. UU.).

4.3  Resultados y discusion

4.3.1 Diseio y fabricacién del dispositivo
El dispositivo se imprimid en color negro (Figura 26) para evitar la filtracién de luz de fuentes

externas durante la captura de imagenes. La Figura 30 muestra de manera detallada las

dimensiones reales del dispositivo y sus estructuras internas.
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Figura 30. Dimensiones reales del dispositivo y detalle de las estructuras interiores.

Para ajustar el dispositivo al teléfono inteligente, se usé una carcasa de pldstico negra (Figura
31) con un soporte deslizante fijado a ella (Figura 31c). Este soporte permitid cambiar
facilmente las diferentes configuraciones de dispositivos. Ademas, se construyd una corredera

movil (Figura 31g) para acoplar al soporte.

Se introdujo una cubeta de cuarzo (Figura 31e) dentro del portacubeta (Figura 31b) del
dispositivo que posee una ventana cuadrada de 6 mm frente a la lente de la cdmara. De este
modo, solo se podia fotografiar el area central de la cubeta. En un angulo de 90 grados, estaba
el canal de 2 mm a través del cual entraba la luz evitando dejar ingresar luz dispersa del LED. El

diodo LED estaba unido a una tapa ajustada por presion al final del canal (Figura 31f). El diodo

60



[Type here]

se conectd por medio de pinzas de cocodrilo al cable micro USB del teléfono inteligente. Para
capturar las imagenes, fue necesario colocar una tapa oscura sobre la cubeta como se muestra

en la Figura 31a vy Figura 31d.

Figura 31. Desglose de las piezas que componen el dispositivo.

4.3.2 Optimizacion
Se analizaron diferentes opciones de color de diodos LED para la iluminacién en la

determinacién de ambos analitos. Se probaron diodos de color azul, rojo, violeta, verde y
blanco. Se eligié el LED rojo (620 nm) para los ensayos de sulfato y asi evitar procesos de
absorcién en longitudes de onda mas bajas[196]. El LED azul era el éptimo para la quinina

porque esa longitud de onda intensificaba la emisidn de fluorescencia.

Las dimensiones éptimas del dispositivo se analizaron utilizando diferentes accesorios impresos
con la misma impresora. Con los accesorios propuestos, se podian probar diferentes distancias
entre la camara y la cubeta, y entre la fuente de luz y la cubeta (Figura 32). Las diferentes
configuraciones del dispositivo permitieron evaluar distancias de 20, 28, 37, 42 y 56 mm para el
canal de captura, y de 14, 22, 33 y 40 mm para el canal de iluminacion. Mientras se analizaba el
canal de iluminacidn, el canal de captura se mantuvo fijo en el valor mas bajo. El mismo
procedimiento se llevd a cabo al estudiar la distancia del canal de captura. Basado en la
intensidad de G, para sulfato y la intensidad de B,,, para quinina, se eligieron 20 mm como la
mejor distancia para la captura y 14 mm para el canal de iluminacion. Distancias de captura
mas cortas producen una imagen desenfocada permanente, evitando la posibilidad de ajustar
dicho pardmetro. En el disefio del dispositivo se puede ver que el canal de iluminacion tiene un

cilindro longitudinal (Figura 30), ese pequefio tubo funciona como un colimador primitivo. Si la
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distancia entre la luz y el canal fuese menor, el colimador no cumpliria su funcién, la

iluminacidn de la imagen seria dispersa y los valores saturarian el detector.
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Figura 32. Optimizacion de las distancias de captura e iluminacion.

4.3.3 Desempefio analitico
La curva de calibracién con soluciones estandar de sulfato se construyo utilizando el canal azul

como respuesta (B,, = (1,28 * 0,05) [SO,” mgL'] + (3,47 * 1,30)), en un rango de
concentraciones de 2,0 a 50,0 mgL* (nimero de soluciones estandar N = 5, y el nimero de
réplicas n = 3). El coeficiente de determinacion fue de 0,992. Ademas, los limites de deteccion y
cuantificacién (LOD y LOQ), calculados de acuerdo con IUPAC[172], fueron 0,13 mgL'y 0,43
mgL™?, respectivamente. Los valores de la desviacidn estandar relativa (% RSD) se obtuvieron a
partir de 3 determinaciones independientes de cada muestra. Se evalué la repetibilidad
(intradia) y los valores obtenidos fueron inferiores al 1,2% para todas las muestras analizadas

(n=3).

Para el anélisis de quinina, el rango lineal fue de 0,42 a 3,10 mgL™, tomando como respuesta
analitica la intensidad del canal verde. La ecuacidn correspondiente, después de aplicar el
andlisis de regresién, fue G, = (63,52 + 2,40) [QN, mgL'] + (6,56 * 3,45), con un R* de 0,994 (N
=5, n=3). Los LOD y LOQ se evaluaron de la misma manera que para el sulfato, siendo estos
0,11 mgL'y 0,38 mgL™ respectivamente. Los valores de RSD fueron inferiores a 2,1% realizando

3 réplicas para cada muestra (repetibilidad intradia).

En la Figura 33 se muestran las fotografias reales de cada punto de los gréficos de calibracién y

las curvas correspondientes.
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Figura 33. Curvas de calibracion para ambos analitos con detalle de las fotos reales capturadas.

4.3.4 Andlisis de muestras reales.

Para evaluar la aplicabilidad del dispositivo propuesto, se analizaron cinco muestras de bebidas
ténicas comerciales y cinco muestras de agua de diferentes origenes. Una técnica apropiada
para realizar la validacion de los métodos propuestos es el estudio de cuadrados minimos
bivariados (Bivariate Least Squares,BLS). Esta técnica considera errores en ambos ejes. En la

Tabla 4 se comparan los resultados obtenidos para ambos analitos y por los diferentes

métodos.
Tabla 4. Resultados del analisis de muestras reales.
Sulfato Quinina
Método Método de Método Método de
Muestr propuesto* referencia* Muestr propuesto* referencia*
a B =SD B £SD a B ©SD B =SD
A 499,98 +0.02 452.33+0.32 A 31.91+£0.30 31.63+0.22
B 75.93 £ 0.05 81.03 £0.15 B 29.30+0.40 32.88 +0.32
C 283.50+0.01 284.56 + 0.03 C 20.04 £ 0.53 22.91+0.48
D 61.32+0.14 55.16 + 0.09 D 7.70 £ 0.15 8.83+0.22
E 247.55+0.13 261.80 + 0.08 E 5.47 £0.29 5.93+0.20

2B : promedio (mg L1); SD: desviacidn estandar (mg L+) (n=3).
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Usando el dispositivo propuesto, los resultados obtenidos se trazaron frente a los valores
obtenidos por los métodos de referencia y aplicando minimos cuadrados bivariados se
obtuvieron las siguientes lineas de regresién: [dispositivo propuesto] = 1,14 [Método de
referencia] -0,03 pg.L™* para sulfato y [dispositivo propuesto] = 0,96 [Método de referencial
-0,0008 pg.L™ para quinina, con una pendiente cercana a 1 y una interseccién cercana a O.

(Figura 34)[197],[198]. Se considerd un a = 0,05 como el nivel de confianza.
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Figura 34. Validacion de los métodos propuestos frente a los métodos de referencia. A. Sulfato y B. Quinina.
Regidn de confianza conjunta eliptica para la regresion BLS para las muestras reales estudiadas en este trabajo a
un nivel de significacion del 5%. El circulo verde (o) representa los valores obtenidos para la pendiente y la
interseccion, y el circulo violeta (o) corresponde al valor tedrico de la interseccion cero y la pendiente de la unidad
para el sulfato (A) y la quinina (B).

El dispositivo se compard con otros trabajos publicados (Tabla 5), observando que es la primera
vez que un instrumento se ha desarrollado para dos técnicas diferentes en un mismo
dispositivo de baja complejidad. Ademas, podria usarse en andlisis remotos, ya que el sistema
propuesto es totalmente transportable, econdmico y no requiere el uso de una red de
difraccion, lentes O&pticas adicionales o colimadores. La tecnologia de conectividad del
Smartphone le permite enviar toda la informacién para ser procesada de manera remota.
Todas estas caracteristicas lo convierten en una opcién muy prometedora para el andlisis de

rutina que abre las puertas hacia nuevos dispositivos para realizacion de andlisis in situ.
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Tabla 5. Comparacién de métodos analiticos basados en teléfonos inteligentes.
Técnica Analito Sensor Fuente de  Reservorio Matriz de la  Rango de trabajo Opticas Ref.
iluminacion de muestra muestra
Fluorimétrica Fluoresceina, Smartphone LED Cubeta Cerveza, vino  Hasta5mg/L Lentes [11]
quinina, calcio, blanco,
rivoflavina, etc. bebidas
energéticas y
suplementos
vitaminicos.
Colorimétrica Polvo Smartphone Lampara de Cubeta Agua 0,0625 mg/mL hasta Red de [39]
coloreado escritorio, flash 2.0 mg/mL difraccién
sabor a cereza. o LED
(con fines
demostrativos)
Colorimétrica Estreptomicina Smartphone LED Cubeta Miel, leche y  50to 267 nM Difusor [199]
agua.
Colorimétrica Hierro (M, Webcam, LED Cubeta Agua 0-50 mg/L Hierro, - [200]
Hipoclorito notebook. 0-1,7 mg/L Hipoclorito
Turbidimétrica Solucién Smartphone Flash del  Vial Agua de rio. 0-40 NTU Red de [201]
standard de teléfono. difraccién.
Formazina
Turbidimétrica Solucién Smartphone LED - Agua 0-400 NTU Colimador, [202]
standard de superficial 'y filtro
Formazina corriente. infrarrojo
Fluorimétrica Sulfato y  Smartphone LED Cubeta Agua potable  2-50 mg/L sulfate, - Este trabajo
nefelométrica quinina y bebidas  0.42-3.10 mg/L
comerciales. quinine

4.4 Conclusiones

El dispositivo disefiado conforma un sistema de deteccidn versatil, econédmico y portatil. Es una

excelente opcidn para determinaciones nefelométricas y fluorimétricas en muestras reales. En

comparacién con los métodos fluorimétricos y nefelométrico de referencia, que requieren

equipos de laboratorio convencionales (voluminosos, pesados y sensibles a movimientos), el

método propuesto aplica los mismos reactivos quimicos, proporcionando un sistema portatil y

econdmico para las determinaciones in situ, especialmente en regiones de recursos limitados.
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El dispositivo fue desarrollado utilizando tecnologia de impresidon 3D y empleando la camara
del teléfono inteligente para la deteccion. La posibilidad de tener diversas fuentes de radiacién

amplia las posibles aplicaciones de este sistema.

El dispositivo descrito podria adaptarse a cualquier modelo de teléfono inteligente. Este tipo de
sistema puede aplicarse para diversos usos, como reacciones quimiluminiscentes o para la

deteccidn en puPAD.

En este trabajo, el dispositivo pudo determinar la concentracién de quinina en bebidas ténicas,
asi como la concentracidn de sulfato en muestras de agua potable por debajo de los valores

maximos permitidos por la Directiva 98/83 / CE del Consejo Europeo.
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5 Capitulo 5

Uso de un espectrofotdmetro impreso en 3D con un smartphone como detector
para el analisis cinético de la degradacion de hipoclorito

Resumen
Se disefié y construyd un espectrofotdmetro basado en un teléfono inteligente completamente

funcional utilizando tecnologia de impresion 3D. Este tipo de dispositivo representa una
herramienta simple y econdmica para el uso diario de laboratorio y podria abordar desafios
analiticos importantes en comunidades de bajos ingresos. Para demostrar la aplicabilidad del
espectrofotdmetro, se realizé un estudio de la degradacion del hipoclorito de sodio (basandose
su poder oxidante). Este desinfectante es uno de los agentes mas recomendados contra virus
(incluido el SARS-CoV-2) y bacterias debido a su eficiencia, bajo costo y amplia disponibilidad.
Sin embargo, dado a que el NaClO es termo y fotosensible, el control de la concentracién de
estas soluciones es particularmente importante. Ademas, se desarrolld un ensayo simple,
efectivo y facil de realizar para medir soluciones utilizando el colorante violeta cristal,
absorbido sobre un papel. Este proceso, en el que el tiempo requerido para blanquear el papel
depende de la concentracién de la solucién de NaClO, se implementé para el control de las
pautas de uso para desinfeccidn de superficies proporcionadas por la Organizacién Mundial de

la Salud (OMS).

5.1 Introduccion

Impulsado por los bajos costos y la gran disponibilidad, en los ultimos afios se han descrito una
gran cantidad de dispositivos portdtiles que integran deteccién mediante teléfonos
inteligentes[1,41,203]. Estos sistemas han avanzado gradualmente desde simples pruebas
colorimétricas realizadas en modelos artesanales o incluso disefios al descubierto hasta
instrumentos relativamente complejos[53,177,204,205]. Esto ultimo requiere el desarrollo de
diferentes plataformas y tecnologias que se han vuelto paulatinamente mas accesibles[4].
Debido a estos avances, la tecnologia de impresidn 3D le brindd a la deteccidn por imagen una
herramienta poderosa para crear instrumentos mas adaptables, asequibles y
precisos[21,206,207].

Los espectrofotdmetros basados en teléfonos inteligentes ya se han descrito en Ia
literatura[208—211]. Sin embargo, una limitacion comun para estos instrumentos es el sistema
Optico, incluso en las configuraciones mas simples, el cual requiere una cuidadosa alineacién

de los componentes involucrados[177,212,213]. Este paso de alineacién entre los
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componentes dpticos en el Tl (lentes de la cdmara) y las partes impresas del instrumento, se ha
abordado tradicionalmente fijando el teléfono inteligente a adaptadores ad-hoc, que a menudo
son especificos para un modelo y/o marca de teléfono[177,12]. Hasta el momento, no se ha
informado de un espectrofotdmetro que puedan adaptarse a una amplia gama de teléfonos
inteligentes simplemente ajustando la posicién de los componentes dpticos a la ubicacion de la
camara. Con el objetivo de abordar estas limitaciones y proporcionar una forma simple de
integrar diferentes modelos de teléfonos con una variedad de instrumentos analiticos, este
trabajo describe un espectrofotometro que utiliza la cdAmara integrada al Tl como detector. Los
componentes se desarrollaron utilizando tecnologia de impresién 3D. El instrumento se calibré
primero con dos ldseres, convirtiendo este sensor de imagen en un espectrofotémetro
completamente funcional. Para demostrar su aplicabilidad al abordar un problema comun, el
instrumento se utilizé para estudiar la cinética de degradacion del violeta cristal (VC) al ser
oxidado por soluciones de hipoclorito de sodio (lavandina comercial)[214, 215]. El VC es un
colorante facilmente soluble en agua y altamente estable, con una banda de absorcién simple a
590 nm. Los resultados cinéticos se usaron para calcular la concentracidn de varias soluciones
de hipoclorito y se ajustaron especificamente para alcanzar el rango de concentracién utilizado
con fines de desinfeccion[216].A pesar de que las soluciones de NaClO no logran eliminar la
totalidad de los patégenos, es el desinfectante mas utilizado debido a su disponibilidad y bajo
precio[217]. Por lo tanto, el enfoque propuesto puede usarse para determinar la idoneidad de
una solucién para la desinfeccién de superficies contaminadas. Se describe ademas un sensor
practico basado en papel para controlar la concentracion de hipoclorito (como solucién

desinfectante) que solo requiere de un cronémetro.

5.2  Parte experimental

5.2.1 Reactivos y soluciones.
El VC fue adquirido de Harleco (Harleco-Sigma Aldrich). El hidréxido de sodio para estudios de

pH se adquirié de Cicarelli (Buenos Aires, Argentina). Todas las soluciones acuosas se
prepararon usando agua ultrapura (18,0 MQ.cm), obtenida de un sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, EE. UU.). Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico. El pH de la
solucion se midié utilizando un electrodo de vidrio conectado a un medidor de pH digital
(Orion 420A +, Thermo; Waltham, MA, EE.UU.), y se ajustd con una solucién 1 mol-L™* de NaOH
o HCI. Se us6 papel de filtro (CLT 597 Whatman S&sS, Ref. 10311887, densidad 85 g/m2; espesor

190 um; retencidn 4—7 um) para contener una cantidad fija y conocida de VC.
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5.2.2 Instrumentacion.
El dispositivo impreso en 3D fue disefiado con el software Autodesk 123D Design (San Rafael,

CA, EE.UU.). Para ello se utilizd una impresora 3D (Geeetech Prusa I3 Pro b, Shenzhen Getech
Technology Co. Shenzhen, China) para fabricar todas las piezas requeridas, empleando como
sustrato filamento de impresidon PLA de 1,75 mm de Grilon3D (NTH, Chivilcoy, Buenos Aires,
Argentina). Como software de impresion se utilizdé el programa Ultimaker Cura v4.5.0
(Geldermalsen, Paises Bajos). Todas las piezas fueron impresas y unidas con tuercas disefiadas
en 3D o tornillos metalicos. El espectrofotémetro propuesto se equipé con un LED blanco (0,1
W, 5 mm, Patagoniatec, Buenos Aires, Argentina), un portaobjetos de vidrio para microscopio y
una red de difraccidon Rainbow Symphony de 1000 lineas por milimetro (Reseda, CA, EE.UU.). La
muestra se colocd en una cubeta de plastico, de 1 cm de paso 6éptico. La calibracion del
espectrofotometro desarrollado se realizd con dos laseres, uno verde y otro rojo ambos del
mismo proveedor (Zhang Kun, Yiwu, Jinhua, Zhejiang, China. Modelo TYLaser 303, 532 nm vy
650 nm, 100 mW).

Los experimentos aqui descritos se llevaron a cabo usando un teléfono Motorola Moto G5 plus
y un Samsung Neo J7. Se empled un espectrofotémetro HACH DR 4000 para los estudios de
validacidn. Los espectros de absorcion UV-vis se registraron en un intervalo de longitudes de

onda entre 450 y 650 nm, coincidiendo con la banda de absorcién del colorante seleccionado.

5.2.3 Dimensiones del dispositivo e impresion.
El dispositivo disefiado tiene tres partes funcionales diferentes: |la base, el soporte del teléfono

y el propio espectrofotémetro. La base fue disefiada para una facil manipulacién del sistema. El
soporte fue creado y desarrollado para permitir la alineacién correcta de la cdmara con la
interferencia de primer orden de la red de difraccién. El espectrofotometro consiste en una red
de difraccion, una ranura interna, un portacubetas y una pieza externa con un colimador y el
diodo LED (Figura 35a). El soporte del teléfono se ajusta en tres puntos para el posicionamiento
horizontal y una tuerca adicional (Figura 35a, dentro del recuadro en color amarillo) para
correccion de altura en el eje vertical.

Para el proceso de calibracion, se encendié el LED, se colocé el teléfono inteligente con la
camara encendida, ajustando la posicion hasta que la imagen descompuesta de la luz
proveniente del LED se encuadré en la pantalla de teléfono. La distancia entre la cdmara y la
red de difraccion es de 1,5 mm, correspondiente al grosor del portaobjetos de vidrio. Una
distancia tan corta y el dngulo de difraccion hicieron que la alineacion del teléfono inteligente

sea un paso muy simple pero critico.
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El componente principal del dispositivo es un tubo de perfil cuadrado de 80 mm de largo
colocado en un angulo de 45 grados con el soporte del teléfono y alineado con el brazo de
calibracién de altura (Figura 35a, en verde). Se colocd una red de difraccion de film plastico
frente a la salida del fotémetro y se sostuvo con un portaobjetos de vidrio (Figura 35a, en rosa).
El portaobjetos de vidrio se usé tanto para proteger la red de difraccion como para aplanarlay
asi obtener una imagen nitida. En el otro extremo del espectrometro, se colocé un soporte
para cubetas y en la parte posterior del canal se cred un reborde para conectar la fuente de luz.
El LED de 5 mm se fijé a una pequefia tapa cuadrada y luego se unio a un colimador simple que
reduce la dispersion de la luz (Figura 35a, en rojo). La distancia entre la cubeta y el LED es de 20

mm.

’ Violeta Cristal
Ajuste vertical

«

a Soporte para LED

Colimador

Red de
difraccién

i{ Portaobjetos [
Portacbletos de de vidrio  |jud Soporte
vidrio 4 .| paraLED

Figura 35. a) Detalles de cada parte y representacion esquemdtica del espectrofotometro descrito. B) Foto real
del dispositivo propuesto.

Todas las piezas de plastico se imprimieron con la impresora 3D en filamento PLA negro, lo que
dio como resultado el dispositivo que se muestra en la Figura 35b. Para la impresidn, la altura
de capa se configuré en 0,3 mm, la temperatura del fusor fue de 195°Cy la temperatura de la
base fue de 55°C. No se necesitaron soportes de impresion para realizar las piezas. El
porcentaje de relleno se establecié en 15% para dar una resistencia estructural relativamente

buena y reducir la cantidad de filamento utilizado.

5.2.4 Captura de imagen.
Las imagenes en formato JPEG se capturaron con ambos teléfonos utilizando el enfoque fijo en

modo macro (ya que genera una imagen mds clara a distancias cortas), la iluminacién

configurada en modo nublado (para lograr exposiciones mds homogéneas), la velocidad de
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obturacion 1/3 s y un valor de ISO fijado en 100 (para reducir el ruido de fondo). Estos valores
se mantuvieron en todos los experimentos informados. El parametro de exposicion se mantuvo
en valor 0. Para los experimentos de calibracién, se capturaron fotografias secuenciales en
modo rafaga. En todos los casos, el teléfono inteligente se colocé en el espectrofotémetro
antes de comenzar las capturas con el LED blanco encendido. Se abrié el software nativo de la
camara y las tuercas de calibracién del dispositivo se movieron para alinear correctamente la
misma. Estas tuercas sirvieron para sostener y alinear el teléfono inteligente usando el
conjunto de soportes antes descripto. Frente a la cdmara, un portaobjetos de vidrio sirvié de
soporte para la red de difraccion, colocada al final del canal de entrada de la luz. En el lado
opuesto del canal de luz, se colocé el soporte de la cubeta y unido a éste, el mddulo de
iluminacion (que consiste en un colimador simple y un LED) (Figura 35a). Luego, los ajustes de
adquisicion se seleccionaron en el modo manual de la cdmara y se tomaron las fotos. Cabe
mencionar que no se uso la configuracidon automatica de las condiciones de captura porque

podria afectar significativamente los resultados de los ensayos.

5.2.5 Procesamiento de imagen.
Se utilizé el software libre Imagel 1.51q para la edicion y el procesamiento de las imagenes.

Tanto las imagenes de tiempo fijo como las de estudios cinéticos se procesaron como
apilamientos o stacks, para mejorar la reproducibilidad. En todos los casos, se selecciond
inicialmente una regién de interés (ROI) de 1000 pixeles (ancho) por 25 pixeles (alto). El
posicionamiento de ésta seleccion fue sencillo ya que la cdmara permanecié durante todo el
proceso en la misma posicidén. Una vez que se selecciond la ROI para el apilamiento completo
de fotografias, se aplicé la funcidn de recortar y la imagen se giré 180 grados, para obtener un
espectro con la orientacién convencional (en el orden creciente de longitudes de onda). Luego,
la imagen en color se dividié en los tres canales (R, G y B) y la intensidad de cada canal se
registrd por separado como un archivo de texto. Estos archivos de texto se importaron a una
hoja de cdlculo de Microsoft Excel para su andlisis. Toda la informacién en este archivo se
ordend como una matriz bidimensional, lo que representa un formato muy conveniente para
su procesamiento. La intensidad del color, representada en los espectros RGB, corresponde a la
ecuacion 1 = 0,299 R + 0,587 G + 0,114 B (en términos de luminancia analdgica segun la norma

ITU-R BT 601-7) [218].

5.2.6 Procedimientos para los estudios de degradacion.
Todos los estudios de degradacidn se realizaron en una cubeta colocada en el

espectrofotometro. Para cada determinacién, se colocaron inicialmente 2,5 mL de una solucién
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acuosa que contenia 7,5 mgL™ de VC y luego se afiadieron 500 pL de la solucidn que contenia
NaClO. Antes de comenzar cada conjunto de estudios, se adquirieron tres imagenes
correspondientes a la imagen de fondo (apagando el LED), una imagen en blanco (agua
destilada) y una imagen para el VC en solucidn acuosa, que representa la intensidad de color
inicial. Luego, la cubeta se llené con 2,5 mL de CV y 500 pL de una solucién que contenia el
estandar NaClO o una muestra. Las imagenes se capturaron cada 2 segundos en modo manual
y se registraron 15 exposiciones para cada experimento. Este protocolo se aplicd para estudios
cinéticos realizados en funcién del pH de la solucidn, la concentracion de NaClO, exposicion a
rayos UV (luz solar) y el tiempo de almacenamiento. Se aplicé un protocolo ligeramente
diferente para la calibraciéon del dispositivo, a fin de correlacionar el nimero de pixeles
horizontales con su longitud de onda en nandmetros. En estos casos, se encendio el LED blanco
y se capturaron diez imagenes del blanco y de la solucién del colorante. Luego, el LED se
reemplazd con un laser (rojo o verde), se retird la cubeta y se tomaron diez fotos mas para cada

fuente de luz.

5.2.7 Muestras.
Se recogieron muestras de agua de diferentes fuentes (agua subterranea (AS), agua de

surgente termal (AST), muestra de un sistema comercial purificador de agua (AP) y dos
ubicaciones diferentes de agua del red clorada (ARP y ARLF) de Bahia Blanca, provincia de
Buenos Aires. El agua comercial desionizada (AD) utilizada como muestra se compré en un

mercado local.

5.2.8 Andlisis estadistico de los datos.
El procesamiento de todos los datos recuperados de las fotografias se realizd6 con Microsoft

Office Excel® 2010 (Microsoft, Redmond, WA, EE.UU.).

5.3  Resultados y discusion

5.3.1 Calibracién del dispositivo.
Se utilizaron dos punteros laseres diferentes como fuente de luz para la calibracion de los

espectros. El LED blanco se retird del dispositivo y se reemplazé con cada puntero. Una vez que
se colocd la fuente de radiacidn, se capturd, procesé y promedié un conjunto de fotografias. Se
capturaron los espectros de agua destilada y VC utilizando un LED blanco, luego se capturaron
los espectros sin utilizar cubeta de los dos laseres. Después, los resultados se superpusieron en
un solo gréfico (Figura 36). Las longitudes de onda nominales eran 650 + 20 nm para el laser

rojoy 532 + 10 nm para el laser verde. La intensidad maxima para el puntero rojo se ubico en el
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pixel #809, mientras que la intensidad mdaxima para el laser verde se centro en el pixel #484. La
distancia en pixeles entre ambos picos fue de 325 pixeles, y considerando las longitudes de

onda declaradas, se calculé una relacion de 0,56 nm/pixel.
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Figura 36. Espectros obtenidos con diferentes fuentes de luz y utilizados para calibrar el espectrofotometro
propuesto.

5.3.2 Evaluacion del desempefio del instrumento.
El comportamiento del dispositivo propuesto se investigd mediante la evaluacién de la

estabilidad de la fuente de luz seleccionada, la dispersidon espectral y la repetibilidad. En el
primer caso, la intensidad de la luz se midié directamente desde la fuente sin una cubeta, cada
5 minutos durante 70 minutos. En cada instante, se registraron cinco exposiciones y los
resultados se analizaron a diferentes longitudes de onda. Como se puede observar en la Figura
37, la fuente de luz seleccionada presenta una buena estabilidad en las longitudes de onda
entre 500 nm y 700 nm (desviacién estandar relativa, RSD, menor a 1,21%), a lo largo del
tiempo estudiado. Sin embargo, los resultados también mostraron que la intensidad de la
fuente de luz a longitudes de onda por debajo de 450 nm varia significativamente (RSD menor
a 9,94%), rango que se considerd inadecuado para realizar determinaciones.

El estudio de dispersion a lo largo de la regidn visible de los espectros consistié en capturar 5

exposiciones cada 10 segundos durante un lapso de tiempo de 10 minutos. Como se puede ver
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en la Figura 37, la desviacion estandar obtenida de la transmitancia es inferior a 0,025 en el
rango comprendido entre los 450 nm y los 650 nm, proporcionando una precisién satisfactoria
para las determinaciones de rutina. Estos resultados permitieron identificar las regiones
espectrales de mayor variabilidad, las cuales se localizaron en regiones con bajas intensidades
de luz proveniente de la fuente y en las zonas en la que las pendientes de la curva se hicieron
mas abruptas, lo que condujo a mayores dispersiones en los espectros resultantes (Figura 38,
linea rojo).

Para evaluar la repetibilidad, primero se colocé el teléfono inteligente en el dispositivo y luego
se encendid la luz. Se midieron un blanco y una solucién que contenia 14 mgL* de VC a una
longitud de onda de 600 nm. Después de eso, el dispositivo se desmontd por completo y la luz
se desconectd. Este procedimiento se repitio 8 veces. Los resultados obtenidos en absorbancia
mostraron una variabilidad maxima del 13% (A = 0,754 + 0,099), lo que se considera aceptable
para el analisis de rutina. Estos resultados ademds sugieren que una mayor precisiéon se

obtiene manteniendo la posicidn fija del teléfono durante los estudios.
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Figura 37. intensidad de la luz LED en diferentes Figura 38. Dependencia espectral de la intensidad de
longitudes de onda durante el experimento una solucion de 14 mglL-1 de VC (trazo azul) y su
desviacion estdndar (trazo rojo).

5.3.3 Estudio de la degradacién del violeta cristal.
Teniendo en cuenta que el VC es un marcador bien establecido para la reactividad del

hipoclorito de sodio (NaClO)[219],[220], se investigd el comportamiento del dispositivo
realizando andlisis cinéticos de la oxidacién en condiciones experimentales seleccionadas. Es
importante mencionar que se sabe que esta reaccion procede con una velocidad de primer
orden y sin dependencia con a la fuerza idnica[221]. Como ejemplo representativo de los
resultados obtenidos, la Figura 39 muestra una secuencia de curvas espectrales obtenidas
durante la degradacion del VC, correlacionando la absorbancia con la longitud de onda, segun

lo determinado por el espectrofotémetro propuesto. Como se puede observar, se obtuvo una
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disminucién en la absorbancia de la solucién (como resultado del proceso de oxidacidn) en un

lapso de 30 segundos.
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Figura 39. Curvas espectrales obtenidas durante un Figura 40. Estudio de degradacion VC. Cinco niveles
estudio de degradacion de VC (7,5 mglL-1) con 0,05% de de concentracion diferente que muestra un
NaClO a pH = 7,0. comportamiento oxidante.

A continuacién, se prepararon soluciones de cinco concentraciones diferentes de NaClO,
incluyendo aquellas recomendadas por la OMS para desinfeccion. Como se puede observar en
la Figura 40, ambas concentraciones recomendadas (0,5% y 0,05%) produjeron una
degradacion total de la solucidn VC, pero estas reacciones requirieron diferentes tiempos para
completarse. Las soluciones con concentraciones mas bajas (0,02% NaClO) solo pudo degradar
una fraccién del colorante utilizado en el tiempo del experimento, efecto que se atribuyd a una
combinacion de estequiometria (1VC:2NaClO) y al menor potencial de oxidacion de tales
soluciones.

Como se ha reportado previamente[222], el HCIO (pKa = 7,52) es la principal especie activa en
las soluciones de lavandina comercial y, por lo tanto, la reactividad de estas soluciones
depende en gran medida del pH. Para probar este efecto sobre el violeta cristal, se analizé la
degradacidn cinética, utilizando una solucién que contenia NaClO al 0,05% a tres niveles de pH
diferentes (5,0, 7,5 y 10,0). El rango seleccionado representa valores de pH que pueden
ajustarse utilizando productos quimicos domésticos. En la Figura 41 se muestran los resultados,
evidenciando que los valores de pH que promueven la formacidon de las especies de CIO
(menos reactivas) - produjeron una menor decoloracién del VC (hasta 60% en 25 segundos). Por
el contrario, cuando la reaccidn se realizé a pH =5 (por debajo del pKa)[222], se observé un

proceso mucho mas eficiente, alcanzando una degradacidn del 95% en 25 segundos.
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Figura 41. Degradacion de una solucion 0,05% de Violeta Cristal a diferentes pH.

Otro factor que puede contribuir significativamente a la degradacion del NaClO es su
exposicioén la luz solar. Para estudiar este efecto sobre la capacidad de decoloracion del VC, se
expuso una solucién de NaClO 0,05% a la luz solar durante 30, 60 y 90 minutos. Los datos
mostrados en la Figura 42 permiten demostrar que la exposicién a la radiacién solar modifica
significativamente la capacidad de estas soluciones para degradar el VC. Esto concuerda con las

recomendaciones de la OMS sobre la conservacion del NaClO[216].
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Figura 42. Andlisis de la degradacion de CV con diferentes tiempos de exposicion a la luz solar.
Si bien estas soluciones se prepararon con AD, los estudios preliminares indican que la
preparacién de soluciones desinfectantes es mads eficiente utilizando agua purificada o

previamente tratada (agua de red) ya que las de origen natural (surgente y perforacidn)

mostraron menor efectividad desinfectante (Figura 43).
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Figura 43. Evaluacion de la efectividad de soluciones preparadas con aguas potables de acceso doméstico.

5.3.4 Validacion del Dispositivo.
Los espectros de absorcién del CV se midieron en un espectrofotémetro HACH DR 4000 y se

compararon con los obtenidos mediante el dispositivo propuesto. Como se describio
anteriormente, se capturaron diez fotografias para el blanco (agua destilada) y para una
solucién que contenia 7,5 mgL™ VC. Los resultados se promediaron y luego se obtuvo la
transmitancia como T = I, / |,5. Luego, se representd graficamente en unidades arbitrarias (UA)
como absorbancia. El nimero de pixeles se transformd en longitud de onda como se detalld
anteriormente y, finalmente, ambos graficos se superpusieron. Como se puede observar en la
Figura 44, ambos graficos espectrales mostraron practicamente el mismo comportamiento,
teniendo en cuenta que la fuente de luz es en un caso una lampara de tungsteno (instrumento
comercial) y un simple LED blanco en el otro (instrumento propuesto). Las imagenes reales
capturadas con el dispositivo, muestran que el VC absorbié la longitud de onda de 590 nm

(banda amarilla del espectro visible).
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Figura 44. Grdfico espectral obtenido por el espectrofotometro HACH 4000 (azul) y el espectrofotometro para
teléfonos inteligentes propuesto (rojo).

Ademas, se realizdé una curva de calibracion de VC en un rango de concentraciones entre
0,0096 y 75 mgL* y se obtuvo una correlacién lineal entre 0,06 y 15 mgL™. La sensibilidad del
sistema fue A = (0,079 + 0,0010) [CV, mgL'] + (-0,0022 + 0,0037), con un coeficiente de
correlacion R? = 0,998 (Figura 45). Para validar la aplicabilidad del dispositivo, se comparé con
un espectrofotémetro HACH DR 4000. En primer lugar, se realizé un estudio F para comparar
las varianzas, y dado que el valor de F; .40 fue menor que el Fy, .40, 1S Varianzas demostraron
ser estadisticamente similares. Posteriormente, se aplicd una prueba t-student, y el t ;00 fUE
menor que el valor de t.,,.4, demostrando que no existen diferencias significativas entre las

pendientes de ambos métodos.
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Figura 45. Recta de calibracién para VC realizada con el dispositivo propuesto.
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Las caracteristicas principales del dispositivo propuesto se compararon con trabajos similares
descritos en la literatura (Tabla 6). De esta informacién se desprende que no se desarrollaron
previamente sistemas de alineacion para el teléfono celular. En el espectrofotémetro

propuesto, la técnica de impresidn 3D simplifica el proceso de disefio y construccion.

Tabla 6. Comparacién de espectrofotometros basados en teléfonos inteligentes.
Técnica Fuente de luz Optica Teléfono / sistema de Disefio y Referencia
alineacion materiales.
Absorcidn Ldmpara de Red de Multiplataforma con Plastico [12]
escritorio con difraccion de adaptador para una impreso en
bombilla peliculay funda de teléfono. 3D
incandescente. espejo de Posicion fija
Fuera del aluminio
sistema.
Absorcion Lampara de Espejo de Iphone 5. Posicidn fija. Plastico [39]
escritorio, aluminio. Red impreso en 3D
linterna o LED. de difraccion
Fuera del sistema (1000 lineas /
mm)
Absorcion 2 leds DVD plastico No detallado .. Plexiglas [209]
negro
Absorcién LED blanco Red de Nexus 5. Sin sistema de Cartén [212]
Fuera del sistema difracciony alineacion
lente macro
Absorcion y LED blanco ultra DVD plastico Funda para Smartphone MDF (tablero [213]
emision. brillante comercial. Posicion fija. de fibra de
densidad
media)
pegado
Absorcion Linterna LED DVD plastico Universal. Equipado con Caja de [223]
soporte LEGO. zapatos de
cartéon
Absorcidn Banda ancha Red de Iphone 4 compatible con Materiales y [224]
fuente dptica difraccion, un el dispositivo. disefio no
colimadory descritos
lentes
cilindricos.
Absorcidn LED blanco Red de Universal Impresién 3D Este trabajo
difraccion
sinfénica del
arco iris
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5.3.5 Aplicacion practica.
Los estudios cinéticos mencionados anteriormente se aplicaron para desarrollar una prueba ad

hoc simple usando soluciones de lavandina comercial como desinfectante. Se afiadieron 5 plL
de solucién de VC (150 mgL™) a discos de papel de filtro (5 mm de didmetro) y se dejaron secar
durante dos horas. Luego, los discos de papel se mantuvieron en un recipiente oscuro y tapado
para evitar la degradacion. El experimento consiste en cronometrar la decoloracidn visual del
disco al sumergirlo en 40 ml de una solucidn de lavandina recién preparada. El cronédmetro se
detuvo cuando el disco se volvié totalmente blanco. Este estudio reveld que es posible
controlar las soluciones desinfectantes de acuerdo con el tiempo requerido para blanquear el
disco de papel (Figura 46). Estudios de esta indole han sido descritos con éxito en la
literatura[225]. Los tiempos de decoloracidn se graficaron (Figura 47) y el tiempo se midid con
el cronémetro de un teléfono. Como se menciond anteriormente, la OMS recomienda para la
desinfeccién de la superficie una solucién de NaClO al 0,05%. Utilizando una solucion de esa
concentracion, los resultados fueron de 31,7 £ 6,1 segundos hasta decoloracién total. Segun
estos estudios, los tiempos por encima de 37,8 segundos significan una concentracién
insuficiente de NaClO, y los resultados por debajo de 25,6 segundos muestran un exceso del

mismo.

Figura 46. Fotos de los discos de papel durante los estudios de decoloracion.
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Figura 47. Tiempo de decoloracion de los discos de papel para diferentes niveles de concentracion.

5.4 Conclusiones
Se desarrollé un espectrofotémetro impreso en 3D simple y econdmico basado en la deteccion

mediante TI. La principal ventaja de este enfoque es que cualquier tipo de Tl se puede conectar
facilmente debido a su mecanismo simple. El dispositivo descrito funcioné como un
espectrofotometro convencional que proporciona una herramienta asequible para realizar
graficos espectrales. La fuente de luz intercambiable permite una facil calibracién del sistema.
El dispositivo portatil descrito demostrd ser adecuado para llevar adelante estudios cinéticos
para la evaluacion de soluciones desinfectantes de hipoclorito recomendadas por la OMS. Se
utilizé un software de cédigo abierto para el procesamiento de imagen y una hoja de calculo
para obtener graficos espectrales.

Ademas, se cred un sensor simple y practico basado en papel para controlar la concentraciéon
correcta de diluciones de hipoclorito. Este dispositivo econémico y facil de usar es importante

en términos de desinfeccidn de la superficie en el contexto de la pandemia de COVID-19.

81



[Type here]

6 Capitulo 6

Desarrollo de un espectrometro de absorcidn y emision para la cuantificacion y
estudios de extraccion de curcumina en muestras de alimentos.

Resumen
En la actualidad la cidrcuma es uno de los productos alimenticios en auge gracias a sus

propiedades antioxidantes. Industrias alimenticias y farmacoldgicas utilizan estas propiedades
para enriquecer productos. La curcumina pude ser utilizada como colorante alimentario (por su
intenso color amarillo) y a su vez su molécula presenta fluorescencia. Los dispositivos analiticos
basados en teléfonos inteligentes disefiados usando impresoras 3D han comenzado a
reemplazar algunas funciones del equipamiento tradicional de laboratorio. En el presente
trabajo se disefd, fabricd y validé un dispositivo analitico usando un Tl para la deteccién de
curcumina tanto por espectrofotometria visible como por espectrofluorimetria de emisién.
Utilizando el dispositivo propuesto para absorcién molecular se obtuvo una recta de calibrado
tal que Abs = (0,02243.06 E-4) [Conc. Curcuminoides] + (-0,015+0,005), con un coeficiente de
correlacion R? = 0,997, siendo su rango lineal de 0,5 a 50 mgL™. Al realizar la determinacién por
fluorescencia la recta de calibraciéon obtenida fue F = (53,32+1,86) [Conc. Curcuminoides] +
(2,56%0,68), con un coeficiente de correlacién R* = 0,993, con un rango lineal entre 0,06 y 0.75
mgL?. Los resultados de recuperaciones comparando con instrumentos convencionales

arrojaron resultados satisfactorios.

6.1 Introduccion.
Dentro de la industria alimenticia, la circuma (Curcuma longa) es uno de los condimentos mas

tradicionales en la cocina asiatica[226,227]. En el condimento pulverizado (proveniente de la
raiz) se ha reportado la existencia de diversos curcuminoides y aceites volatiles[228,229]. Las
propiedades antioxidantes de los curcuminoides han llevado a que se utilicen extractos de
curcuma en formulaciones farmacéuticas o nutricionales[230,231]. Desde hace algunos afios se
comercializan mayor cantidad de alimentos conteniendo curcuma, por esta razén son
necesarios controles de calidad[232,233]. Basados en las propiedades de los curcuminoides,
diversos métodos de deteccion se han desarrollado, tales como
espectrofotométricos[234,235], cromatograficos[236,237], electroforesis capilar[238,239] y
biosensores[240,241]. Las caracteristicas moleculares de estos compuestos hacen de las
técnicas espectrofotométricas y las fluorimétricas las mas utilizadas[242]. Si bien los métodos

espectrométricos no permiten evaluar la composicion de los curcuminoides individuales,
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representan un método ideal para el control de alimentos midiendo la concentracién de

curcuminoides totales[243].

Una gran gama de dispositivos analiticos basados en Tl han sido fabricados utilizando
tecnologia de impresion en tres dimensiones[244]. La utilizacion de dispositivos celulares y de
fabricaciones en 3D ha permitido la adaptacién de técnicas fotométricas cldsicas a este tipo de

dispositivos[62].

Tanto los espectrofotdmetros como los fluorimetros basados en Tl han sido reportados con
anterioridad [53,245]. La combinacién de ambas técnicas en un Unico instrumento permite
simplificar la adquisicién de datos no solo para determinaciones aisladas[70] sino que abre la

posibilidad a la fusién de los datos obtenidos por ambas técnicas[246].

El disefio, impresidn, construccion y aplicacion de un instrumento dual (espectrofotémetro y
espectrofluorimetro) basado en la deteccion por imagen ha sido propuesto y desarrollado. El
funcionamiento y la validacién de dicho instrumento serdn analizados por medio de estudios

de extraccidén y cuantificacién de curcuminoides totales en productos farinaceos.

6.2  Parte experimental

6.2.1 Reactivosy soluciones
La curcumina fue adquirida a Sigma—Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Todas las

soluciones acuosas se prepararon usando agua ultrapura (18.0 MQ.cm), obtenida de un
sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EE.UU.). Todos los productos quimicos utilizados fueron de
grado analitico. El pH de la solucién se midié utilizando un electrodo de vidrio conectado a un
medidor de pH digital (Orion 420A+, Thermo; Waltham, MA, EE. UU.), y se ajustd con
soluciénes 1 mol-L™* de NaOH o HCl. Se usé papel de filtro (CLT 597 Whatman S&S, Ref.
10311887, densidad 85 g/m2; espesor 190 um; retencién 4—7 um) para los estudios de

extraccidn. El etanol utilizado fue adquirido en Cicarelli (Argentina).

6.2.2 Instrumentacion.
El espectrometro “dual” fue disefiado utilizando el software Autodesk 123D Design (San Rafael,

CA, EE.UU.). Para la fabricacion se recurrido a una impresora 3D (Geeetech Prusa I3 Pro b,
Shenzhen Getech Technology Co. Shenzhen, China) con la cual se crearon todas las piezas
requeridas, empleando como filamento de impresién PLA de 1,75 mm de Grilon3D (NTH,
Chivilcoy, Buenos Aires, Argentina). El software de impresion utilizado fue el programa

Ultimaker Cura v4.5.0 (Geldermalsen, Paises Bajos). El instrumento propuesto se equipé con un
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LED blanco (0,1 W, 5 mm, Patagoniatec, Buenos Aires, Argentina) y un LED violeta (390 nm,
fuente 5v x 2000 mA, resistencia en serie 5,3 ohm, 3 W, tensién 3,6 V, 250 mA, Epileds,
C.A.B.A., Argentina), un portaobjetos de vidrio para microscopio y una red de difraccion
Rainbow Symphony con 1000 lineas por milimetro (Reseda, CA, EE. UU.). Se utilizd una cubeta
plastica de 10 mm de paso dptico, transparente a la radiacién ultravioleta. La calibracion del
espectrofotometro desarrollado se realizé a través de dos laseres, uno verde y otro rojo ambos
del mismo proveedor (Zhang Kun, Yiwu, Jinhua, Zhejiang, China. Modelo TYLaser 303, 532 nm
y 650 nm, 100 mW), y un led violeta (390 nm, 0,1 w, Patagoniatec, Buenos Aires, Argentina).
Para el espectrometro se utilizé un Tl marca Motorola, modelo Moto G4 Plus, equipado con
una cdmara de 16 megapixeles.

Se utilizé un espectrofotometro HACH DR 4000 para la validacién de los resultados obtenidos
con el instrumento propuesto, realizando mediciones en el espectro visible.

Las extracciones asistidas por ultrasonido se llevaron a cabo utilizando un equipo Sonics
Vibra-cell, modelo VCX130 (Newton, CT, EEUU) con punta de sonda de titanio (9,5 mm de

diametro, Potencia nominal 130 W, frecuencia de 20 kHz).

6.2.3 Caracteristicas del dispositivo.
El espectrometro dual presentado estd formado por tres partes (Figura 48) diferenciadas

funcionalmente: un pie o base, una sujecion regulable para adaptarse a cualquier modelo de
teléfono, y el espectrémetro en si. El pie aporta comodidad y estabilidad para el uso del
dispositivo, manteniendo la horizontalidad del espectrémetro y la verticalidad de la cubeta de
muestras. La sujecién regulable permite configurar el instrumento a cualquier modelo de Tl con

lo cual aporta versatilidad al dispositivo.

Figura 48. Esquema de la disposicion del instrumento propuesto. Puede observarse el LED ultravioleta de alta
potencia (a), el colimador para la luz blanca (b), el soporte del espectrometro (c), las sujeciones para el Tl (d), y
los elementos dpticos (e).

El espectrémetro estd formado por una red de difraccién de 1000 lineas/mm, una rendija de

1,2 mm, un portacubetas y dos ventanas para el ingreso de la radiacidn (una a 180° de la red de
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difraccion con un colimador de 2 mm equipada con un LED blanco; y otra a 90° con una
ventana de 3 mm de lado donde se ubica un LED UV de 3 watt), Figura 48. El cuerpo del
espectrometro es un tubo cuadrado de 20 mm de distancia entre la red de difraccion y la
cubeta. Por delante de la red de difraccién se colocd un vidrio portaobjetos para sujetar y
rectificar la misma. Entre el vidrio y la cdmara del Tl se colocé una lente convergente de 25 mm
de didmetro con una longitud focal de 120 mm, la misma tiene la funcién de mejorar el

enfoque del Tl a corta distancia (Figura 49).

Figura 49. Detalle del espectrometro dual donde se puede observar el portacubetas (a), la ranura de ingreso de
luz blanca (b), la ventana para el LED violeta (c), la rendija de salida (d), la red de difraccion (e), el cristal
portaobjetos (f) y el lente de enfoque (g).

Las piezas del espectrometro se fabricaron con PLA de color negro para evitar el ingreso de luz
exterior. Para cubrir la cubeta se fabricé una tapa en color negro.
El Tl se colocd en el soporte y se dejé conectado a través de un cable USB a una computadora

durante todos los experimentos.

6.2.4 Captura de imagenes.
La captura de las imagenes en este dispositivo requirié una optimizacion previa. Debido a la

diferencia en las intensidades que recibe el detector, se realizaron estudios para
configuraciones de baja sensibilidad en el caso de la absorcion molecular, y de alta sensibilidad
para la emisién de fluorescencia.

Una vez colocada la cubeta con la muestra/estandar, se encendid el LED blanco y se configurd
la camara del teléfono con el foco en infinito, la iluminacion en modo nublado, la velocidad de
obturacion en 1/1500 s y el valor de I1SO en 100 (el valor mas bajo permitido por el Tl utilizado).
Luego se realizaron tres capturas sucesivas para ser promediadas. Posteriormente se

desconectd el LED blanco y se conectd el LED para fluorescencia. La configuracién de la cdmara
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del celular para el caso de la fluorescencia se fijé con una velocidad de obturacién en % s y el

valor de ISO fue de 400. Todas las imagenes capturadas se guardaron en formato JPEG.

6.2.5 Procesamiento de las imagenes.
Una vez capturadas todas las imagenes se separaron las de absorcién y las de emision. Luego

se utilizo el software Imagel 1.52a para extraer de las fotos la informacion requerida.
Inicialmente se compilaron las imagenes en un apilamiento (denominado en inglés stack) que
incluia todas las fotos del set de determinaciones. Una vez importadas todas las imagenes al
programa, se selecciond una region de interés (ROI) de 1400 pixeles horizontales por 25 pixeles
verticales (Figura 50). Esta ROl se centré con respecto al espectro de la imagen y se
promediaron los 25 pixeles verticales para obtener un solo valor promedio. Luego, se
guardaron los resultados de intensidades de cada una de las imagenes en un archivo de texto.
Una vez realizado esto se separaron los canales R, G y B y nuevamente se guardaron cada canal
en un archivo individual.

Finalmente, los resultados fueron visualizados a través de una hoja de célculo Microsoft Excel
para un estudio preliminar previo a su andlisis con el software Origin 8.5.0 (OriginLab

Corporation, Northampton, MA, EUA).

4608x3456 pixels; RGB: 61MB

Specify

widtn: [1400
Height [25
e

X coordinate: [2400

¥ coordinate: [1500]

I~ oval

I~ Constrain square/circle
I~ Centered

ok | cancel

Figura 50. Detalle de una captura del espectro obtenido de la luz blanca proveniente del LED blanco, la seleccion
de la region de interés y su posicionamiento.

6.2.6 Muestras
En este trabajo se analizaron muestras de panificados con y sin agregado de cldrcuma. Las

muestras fueron adquiridas en diferentes comercios y panaderias de la ciudad de Bahia Blanca.
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6.2.7 Procedimiento
En todos los casos las determinaciones se realizaron tanto por espectrometria de absorcién

como de emisién utilizando el dispositivo propuesto. De ser necesario, las muestras fueron
disueltas en el solvente de extraccidn para poder ser cuantificadas por fluorescencia.

Se realizaron rectas de calibracidon utilizando estandares de curcumina disueltos en etanol en
un rango de concentraciones de 0,06 a 75 mgL™. Para esto se utilizaron 1,5 mL de Etanol 96° y
se agregaron 30 pL de solucién etandlica de curcumina de diferentes concentraciones.

Para los estudios de extraccion de la curcumina se utilizdé como solvente de extraccion
etanol-agua en diferentes proporciones. Las muestras reales fueron pesadas
(aproximadamente 1 gramo), pulverizadas en mortero y luego se le agregaron 10 mL del
solvente de extraccion, dado que el método de referencia indica que de esta manera se extrae
la totalidad de los curcuminoides. Se utilizd una muestra fortificada (100 y 500 mg de circuma
comercial). Por otro lado, se realizd la misma extraccién pero solamente con la circuma
comercial.

Como extraccidon de referencia se utilizd el método por calentamiento a reflujo durante 20
minutos[247], y en paralelo se procesaron ensayos de extraccidn sin la aplicacion de calor ni

ultrasonidos.

6.3  Resultados y discusion

6.3.1 Calibracion del espectrometro.
Para calibrar el espectrofotdmetro se utilizaron dos punteros laser y un LED de color violeta, los

cuales se colocaron en el sitio del led blanco. Se realizaron 6 fotografias de cada medida (LED
blanco, laser rojo, laser verde y LED violeta). Con estas mediciones se realizd el grafico que
puede verse en la Figura 51. Conociendo la longitud de onda nominal de los laseres y la
distancia en pixeles entre los picos de cada curva se obtuvo una resolucion tedrica de 0,267
nm/pixel. Cabe destacar que el mismo factor se obtuvo relacionando el laser verde con el rojo,
el laser verde con el LED violeta y el Iaser rojo con el led violeta, mostrando que el aumento de
longitud de onda es regular y no se distorsiona hacia los extremos del espectro (Tabla 7). Una

vez hecho esto se pudo extrapolar y realizar todas las curvas en relacién a su longitud de onda.
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Intensidad total

Figura 51. Calibracion del dispositivo. Pueden observarse los espectros de cada una de las fuentes de luz
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utilizadas en este proceso detallando el niumero de orden de pixeles y la longitud de onda.

Tabla 7. Relacion de longitudes de onda y nimero de pixel en el proceso de calibracion.
. Longitud de Relacién
Pixel .
onda (nm) nm/pixel.
Violeta 247 390 Vio-Ver 0,271511
Verde 770 532 Vio-Rojo 0,267215
Rojo 1220 650 Ver-Rojo 0,262222

Utilizando los datos mencionados en la Tabla 7 se realizaron mediciones para obtener los
espectros de absorcion y emisidén de los curcuminoides. La Figura 52 muestra los espectros de
absorcién obtenidos. De estos resultados se extrajo una curva de calibrado con la ecuacion Abs

= (0,022+3,06E-4)

[Conc. Curcuminoides] + (-0,015%0,005),

determinacién R? = 0,997 (Figura 53), siendo su rango lineal de 0,5 a 50 mgL™.
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Figura 53. Recta de calibracion para el espectro UV VIS a 431 nm.

De la misma forma se obtuvieron los espectros de emisién utilizando para su excitacidon una
longitud de onda de 390 nm (Figura 54). La recta de calibracidén obtenida para la fluorescencia

se puede ver en la Figura 55, donde se obtiene una ecuacién de la forma F = (53,32+1,86)
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[Conc. Curcuminoides] + (2,56+0,68), con un coeficiente de determinacién R* = 0,9927, y con

un rango lineal entre 0,06 y 0,75 mgL™.
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Figura 54. Espectros de emision graficados para la realizacion de la curva de calibrado.
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Figura 55. Recta de calibracion para fluorescencia. En el interior puede observarse la intensidad de fluorescencia

en todo el rango de concentraciones estudiado.

6.3.2 Estudios de solubilidad de la circuma en el solvente de extraccion.
Se realizaron ensayos para estudiar la solubilidad de la circuma a diferentes tiempos en una

solucion de agua-etanol (1:3). En ellos se pudo comprobar que la curcuma en polvo es
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extremadamente soluble en el solvente utilizado. En dicho ensayo los valores de absorbancia
obtenidos en funcién del tiempo de contacto se pueden ver en la Figura 56, teniendo como

resultado que desde el comienzo del ensayo la absorbancia permanecié constante.

0.7 4

i I TR T T E

0.4 4

Abs
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0.1

0.0
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Figura 56. Evolucion de la extraccion de curcuma con etanol.

6.3.3 Estudio de extraccidn de curcumina por ultrasonidos.

6.3.3.1 Optimizacion de la potencia y tiempo de ciclos.
Se realizaron estudios variando la potencia de la sonda de ultrasonido, entre 70 w y 120 w,

siendo de 91 watt la potencia seleccionada. Los ciclos de encendido (también conocidos como
ciclos) se analizaron comenzando desde 5 segundos y llegaron hasta 20 segundos ya que por
encima de este tiempo la sonda se apaga automaticamente por exceso de temperatura. Por lo
tanto para ensayos posteriores la potencia se configuré en 91 watt (70% de la potencia de

salida) y los ciclos fueron de 20 segundos de encendido (on) y 10 segundos de apagado (off).

6.3.3.2 Estudios del tiempo de sonicacion.
Los ensayos se realizaron entre 0 y 600 segundos. Los resultados se observan en la Figura 57,

en la cual se aprecia que la intensidad de fluorescencia aumenta hasta los 100 segundos de
sonicacidn a partir de los cuales se mantiene casi constante. Superados los 360 segundos, la
fluorescencia comienza a decaer, debido a la degradacién de los productos extraidos. Por lo

tanto, el tiempo éptimo de extraccion se fijé en 100 segundos.
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Figura 57. Optimizacion del tiempo de sonicacion.

6.3.3.3 Efecto del solvente de extraccion.
Un estudio del solvente de extraccién fue realizado en muestras de panificados. Se realizaron

ensayos con diferentes proporciones de solvente agua:etanol (3:1, 1:1 y 1:3), aplicando
ultrasonido y calentamiento a reflujo a la extraccion. Como se observa en la Figura 58 la mayor
eficiencia de extraccién fue obtenida para la relacidn 1:3 (agua:etanol) utilizando ultrasonidos.
La extraccion asistida por ultrasonidos con una relacién 3:1 (agua:etanol) presentd elevada
turbidez lo cual generd problemas al realizar las mediciones tanto de fluorescencia como de
absorbancia. Ademas, se efectud un estudio del solvente de extraccidon en una muestra sin

aplicacion de energia externa (calor o ultrasonidos).

us uv c
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[ CALOR FLUO

[ NADA UV
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Figura 58. Comparacion de métodos para la extraccion de curcuminoides para diferentes relaciones agua:etanol.
a)3:1,b)1:1yc)1:3.
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6.3.4 Validacidén del dispositivo
Para la validacién del dispositivo se compararon las determinaciones realizadas con el

instrumento propuesto y en un espectrofotémetro HACH DR 4000. Los resultados de la misma
pueden verse en las Figura 60. Se realizé un test t para comparar los valores medios obtenidos,
el valor de t_ .40 fue de 0,309 mientras que el t,,,.4 fue de 2,13 con a=0,05, lo cual indica
que no existen diferencias significativas entre ambos dispositivos. Aunque, el dispositivo

propuesto presenta una desviacién estandar levemente superior.

[ Ipisposttive propuesto
[ HACH DR 4000

+

Concentracion de Curcumina mg/L

ol c2 3 Promedio

Figura 59. Mediciones realizadas con el dispositivo
propuesto y un espectrofotometro a muestras reales de
panificados.

6.3.5 Aplicacion a muestras reales.
Se realizaron estudios sobre muestras de panificados, pastas secas y curcuma en polvo

(condimento).

Se llevé adelante la extraccion en 5 muestras de pastas secas de diferentes fabricantes (A—E),
dando resultados por debajo del limite de deteccion en todos los casos. Este estudio se llevo a
cabo debido a que el cddigo alimentario argentino[138] indica que las pastas secas deben
declarar obligatoriamente la presencia de curcuma entre los ingredientes. Ademas, se
analizaron dos muestras de panificados conteniendo curcuma (F y G) y una muestra de

condimento (H) (Tabla 8).

93



[Type here]

Tabla 8. Comparacidon de métodos para la determinacién de curcumina.

Curcumina
Método propuesto Método de referencia
Muestra Encontrado*(DS)** [mg L] Encontrado*(DS)** [mg L]
A ND (--) ND (--)
B ND (--) ND (--)
C ND (--) ND (--)
D ND (--) ND (--)
E ND (--) ND (--)
F 5,08 (0,28) 5,10 (0,14)
G 19,77 (0,51) 18,98 (0,34)
H 5,50 (0,65) 5,83 (0,45)

*. Promedio de tres mediciones

**: Desvio estandar.

6.4 Conclusion.

Se realizdé el disefio, calibracién y validacion de un dispositivo para llevar a cabo
determinaciones fluorimétricas y espectrofotométricas basado en deteccidn por imagen con
un Tl como detector. En los estudios efectuados se pudo demostrar la funcionalidad del
dispositivo determinando la concentracion de curcuminoides en diferentes muestras de
alimentos. Al mismo tiempo se optimizé un procedimiento de extraccidn para la curcumina en
muestras de alimentos.

Las potencialidades del instrumento propuesto deben ser evaluadas en un futuro para resolver
sistemas complejos. El espectrometro dual se presentaria como una herramienta accesible,

innovadora y practica para la realizacién de estudios de fusién de datos.

94



[Type here]

7 Capitulo 7

Conclusiones

A lo largo de la presente tesis doctoral se desarrollaron una serie de dispositivos portatiles

basados en TI, los cuales arrojaron las siguientes conclusiones:

En el primer caso se desarrollé un uPAD simple, portatil, econdmico y facil de usar para la
determinacidon simultdnea de fluoruro y nitrito en muestras de agua. Es el primer uPAD
reportado para la determinacién de fluoruro. Este nuevo dispositivo combina las ventajas de
utilizar materiales biodegradables, asi como voliumenes minimos de muestra y reactivos. Con
este sistema el procedimiento analitico se miniaturizd y el pretratamiento de la muestra, como
paso previo a la deteccion, no fue necesario. El dispositivo fue aplicado con éxito para la
determinacion de ambos analitos en muestras de diferentes origenes con limites de deteccién
por debajo de los valores recomendados por la Comision Europea y por el Cédigo Alimentario
Argentino, demostrando no solo la aplicabilidad y los beneficios de esta herramienta analitica,

sino también su versatilidad en un amplio campo de aplicacion.

En el segundo trabajo, el dispositivo disefiado conforma un sistema de deteccion versatil,
econdmico y portatil. Es una excelente opcidon para determinaciones nefelométricas y
fluorimétricas en muestras reales de una manera rapida y precisa. En comparacién con los
métodos fluorimétricos y nefelométricos de referencia, que requieren equipos de laboratorio
convencionales (voluminosos, pesados y sensibles a movimientos), el dispositivo propuesto
proporciona un sistema portatil y econdmico para las determinaciones in situ, especialmente
en regiones de recursos limitados. El dispositivo fue desarrollado utilizando tecnologia de
impresion 3D y empleando la cdmara del teléfono inteligente para completar la determinacion.
La posibilidad de tener diversas fuentes de radiacion amplia las posibles aplicaciones de este
sistema. El dispositivo descrito puede adaptarse a cualquier modelo de teléfono inteligente. En
este trabajo, se determind la concentracidn de quinina en bebidas tdnicas, asi como la
concentraciéon de sulfato en muestras de agua potable por debajo de los valores maximos

permitidos por la Directiva 98/83/CE del Consejo Europeo.

En el tercero de los trabajos se desarrolld un espectrofotémetro impreso en 3D simple y
econdmico basado en la deteccidn mediante teléfonos inteligentes. La principal ventaja de este
enfoque es que cualquier tipo de Tl se puede conectar facilmente debido a su mecanismo

simple. El dispositivo descrito funcion6 como un espectrofotdmetro convencional que
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proporciona una herramienta asequible para realizar espectros. La fuente de luz intercambiable
permite una fdcil calibracion del sistema. El dispositivo portatil descrito demostré ser adecuado
para realizar estudios cinéticos para la evaluacion de soluciones desinfectantes de hipoclorito
de sodio recomendadas por la OMS. Se utilizd6 un software de cédigo abierto para el
procesamiento de imagen y una hoja de cdlculo para obtener graficos espectrales. Ademas, se
cred un sensor simple y practico basado en papel para controlar la concentracion correcta de
diluciones de lejia. Este dispositivo econdmico y facil de usar es importante en términos de
desinfeccién de las superficies en el contexto de la pandemia de COVID-19.

En el cuarto trabajo se realizd el disefio, calibracién y validacion de un dispositivo para la
realizacién de determinaciones fluorimétricas y espectrofotométricas basado en deteccion por
imagen con un Tl como detector. En los estudios realizados se pudo demostrar la funcionalidad
del dispositivo determinando la concentracién de clurcuma en diferentes muestras de
alimentos. Al mismo tiempo se optimizd un procedimiento de extraccidn para curcuminoides
en muestras de panificados. Las potencialidades del instrumento propuesto deben ser
evaluadas en un futuro para resolver sistemas complejos. El espectrometro dual se presentaria
como una herramienta accesible, innovadora y practica para la realizaciéon de estudios de

fusion de datos.
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