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RESUMEN

El potasio es un metal alcalino importante en varios campos de la investigacion en
areas como la medioambiental, agricola y clinica. El potasio es considerado un
macroelemento involucrado en el correcto funcionamiento del cuerpo humano. Ademas, el
potasio es un nutriente en los suelos agricolas relacionado con la calidad de los suelos. La
deficiencia de potasio en las plantas es causa de aproximadamente el 70 % de enfermedades
en los cultivos. Actualmente, las técnicas de cuantificacion de potasio en diferentes matrices
se realizan por espectroscopia de plasma acoplado inductivamente (ICP) y absorcion atdmica
(AA). Estas técnicas analiticas no son adecuadas para mediciones portatiles, debido a su
complejidad, también se requiere pretratamiento acido de las muestras, equipamiento y

mantenimiento costoso.

Este proyecto persigue el desarrollo de un nano-optodo selectivo y reversible a iones
potasio (ISO) con posibilidad de usarlo en mediciones portatiles o in-situ. Este fue
sintetizado por la miniaturizacion del bulk-optodo como nucleo de la micela y esta recubierto
con el surfactante y estabilizador de superficie Pluronic F-127, conformado por tres
componentes activos como el ionoforo valinomicina, intercambiador de iones tetrakis (4-
clorofenil) borato de potasio y el cromoionoforo ETH 5294 determinado como la fase

organica del optodo.

El nano-optodo es selectivo a iones potasio debido a la interaccion estéricamente
selectiva entre el ion6foro valinomicina y el ion potasio. La elevada selectividad es explicada
por la estructura ciclica de la valinomicina con un espacio libre interno coincide con el
diametro i6nico del potasio, la adicion del cromoiondforo ETH 5294 con propiedades opticas
a diferentes valores de pH es capaz de producir una sefal colorimétrica facilmente medible.
El mecanismo de reconocimiento del optodo se basa en la migracidon de iones potasio desde
un medio acuoso a la fase sensora organica del optodo, produciendo la desprotonacion del
cromoiondforo ETH 5294 y la consecuente liberacion de un ion hidrogeno, esto produce un
cambio de color del optodo directamente proporcional a la concentracion de potasio en
solucion. La sintesis del nano-optodo se realizo a partir de la miniaturizacion de su respectivo
bulk-optodo, donde el proceso de miniaturizacién se hizo bajo condiciones de sonicacion
para generar nano micelas capaces de contener en su interior los componentes activos del

optodo. Las ventajas de los nano-optodos sobre los bulk-optodos pueden resumirse en una
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facil preparacion, no requieren el uso de solventes organicos como THF y no son

dependientes del pH del medio.

Los bulk-optodos y nano-optodos se caracterizaron por técnicas de espectroscopia
molecular UV-VIS, donde se estudio el cambio del color de la fase sensora segun el perfil
de desprotonacion del cromoionodforo, obteniendo picos de absorcion a longitudes de onda
aproximados de 540 nm correspondiente a la absorcién de la forma desprotonada del
cromoiondforo ETH 5294 (C) y longitudes de onda aproximadas de 600 nm y 660 nm para
la forma protonada del cromoionéforo ETH 5294 (C-H') con un punto isosbéstico

aproximado a 580 nm de los espectros a todas las concentraciones estudiadas.

Los nano-optodos también se caracterizaron mediante técnicas de identificacion
estructural como el microscopio electronico de barrido (SEM) permitiendo la descripcion
morfoldgica del nano-optodo, obteniendo formas esféricas coherentes con las micelas
esperadas. Adicionalmente, se determind el perfil de tamafios de los nano-optodos por la
técnica de analisis de dispersion dinamica de la luz (DLS), donde se obtuvo tamafios de
nano-optodos huecos promedios de 87.0 nm y 82.2 nm, con proporciones de 0.5 % y 1.0 %
de surfactante pluronic F-127 respectivamente. Cuando se adiciond 20 puL. de cocktail del
optodo se obtuvo picos de tamafios de nano-optodos promedio de 412.4 nm y 181.7 nm a

proporciones de 0.5 % y 1.0 % de surfactante pluronic F-127 respectivamente.

La optimizacion de los optodos incluyo el estudio de su composicion y aditivos, asi
como la influencia a diferentes niveles de pH. Se obtuvo una concentracion optima para el
bulk-optodo y nano-optodo de 2.40 uM tanto para el iondforo valinomicina, intercambiador
de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y el cromoion6foro ETH 5294. En el bulk-
optodo se evalud la composicion del soporte y relacion de los aditivos como 160 mg del
polimero PVC y 320 mg del plastificante DOS en una relacion [1:2] y la estabilidad de la
sefial en un rango de pH entre valores de 5.0 y 9.0, obteniendo un valor 6ptimo al pH 7.00
del tampon TRIS a 20 mM. En el nano-optodo no se aplicd ningtn soporte, en cambio, se
uso al estabilizador de superficie Pluronic F-127 con una cantidad de 1.0 %. Los resultados
optimizados mostraron una buena correlacion con los perfiles de desprotonacion teorico,

estimados a partir de la composicidn, tanto del bulk-optodo como del nano-optodo.

La validacion analitica del bulk-optodo y nano-optodo se efectud siguiendo las
directrices del Instituto Nacional de Calidad (INACAL). Ambos optodos probaron ser

altamente selectivos a iones K", con una buena sensibilidad y precision. Los iones
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interferentes (iones Na*, Li*, Ca*" y Mg?") obtuvieron coeficientes de selectividad mayores

a 1.0, es decir, la interferencia en la concentracion de potasio no es superior al 10 %.

La sensibilidad analitica se determind en el rango de trabajo para el modelo de
calibracion lineal del bulk-optodo desde 1.0 M - 10 M K* con un LD po =0.31 pM (3.15 x
107 M) y para el nano-optodo desde 1.0 M - 10* M K" con un LD no =30.3 uM (3.03 x 10
> M). La precision fue verificada en condiciones de repetibilidad (mediciones realizas por el
mismo analista) y condiciones de reproducibilidad (mediciones realizas por diferentes
analistas). El parametro estudiado fue la desviacion estandar relativa (RSD), para el bulk-
optodo solo a concentraciones altas de potasio (1.0 M), la desviacién fue mas alta que el
RSDHorwitz, €n cambio, para el nano-optodo, el RSD experimental fue menor al RSDsorwitz €n

todo el rango de potasio.

La veracidad fue evaluada por comparacion de los resultados de potasio de 4
muestras de suelos agricola de la zona de Canta-Lima, provenientes de dos Fundos El Tambo
y Tunapis en dos horizontes de 0-30 cm y 30-60 cm de profundidad. Estos resultados fueron
comparados con las metodologias de referencias: Absorciéon Atémica (AA) y Electrodo
selectivo a iones (ISE). En la prueba de ANOVA los valores de p-value fueron mayor a 0.05
(nivel de significancia del 95 %), por ende, la metodologia aqui desarrollada se considera
como veraz para el alcance propuesto como muestras acuosas de extracto de suelos agricolas

en un rango de trabajo de potasio entre 10% — 1.0 M.

La estabilidad de la sefial fue verificada por la trazabilidad de concentracion de
potasio para el bulk-optodo hasta 2 horas y nano-optodo hasta 48 horas. Para el bulk-optodo
a concentraciones entre 10°My 1.0 M de potasio fue estable entre 1 y 2 horas, la
concentracion fue disminuyendo por la pérdida de plastificante de la fase sensora. Para el
nano-optodo la concentracion fue estable por mas tiempo, a concentraciones de 10 M, 10"

2My 1.0 M de potasio fue estable por 48 horas, 24 horas y 6 horas respectivamente.

Después de optimizado el método de cuantificacion de potasio por espectroscopia del
UV-Vis, se utilizoé esta metodologia optimizada con un dispositivo de disefio propio de
captura de imagenes para la deteccion del cambio de color del nano-optodo. El dispositivo
usado es un ordenador de placa simple (SBC) Raspberry Pi 4 B capaz de convertir la imagen
capturada con una camara digital de 5 MP a una sefal en el espacio de color RGB. A partir

de las senales de color RGB se empled una transformacion logaritmica para obtener una
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correlacion lineal entre el color de la fase sensora del nano-optodo y la concentracion de

potasio.

El dispositivo de medicion colorimétrica probo poca dependencia al control estricto
de la iluminacién externa, se compar6 las pendientes e interceptos de las curvas de
calibracion de los distintos tipos de iluminacion. Se obtuvieron valores semejantes de
concentraciones de potasio en todo el rango de trabajo (10~ — 10°! M) para las luces de color
blanca, rojo, verde, amarilla, azul y magenta, siendo poco precisa para iluminaciones de
color rojo a concentracion elevadas de potasio (10" M). Se compararon los resultados de la
espectroscopia UV-Vis con los métodos de absorcion atdmica (AA) y electrodos selectivos
de iones (ISE) en las muestras de extraccion de iones de potasio del suelo. El analisis
estadistico mostrd que los resultados analiticos son estadisticamente semejantes para las tres
metodologias estudiadas para suelos agricolas, lo que confirma la fiabilidad del método
colorimétrico. La sensibilidad, evaluada por el limite de deteccién (LD = 1,03x107) y el
limite de cuantificaciéon (LC = 3,42x107), es consistente con el rango de concentracion
propuesto (107 — 10" M K*). Este trabajo logré un novedoso hallazgo, con la reversibilidad
del nano-optodo para reutilizacion analitica, esto se logré mediante la extraccion de iones
K" dentro de la micela y posterior precipitacion como sal insoluble tetrafenil borato de
potasio (KTP4B), como lo demuestran las curvas de calibracién durante un ler y 2do ciclo

de andlisis, siendo equivalente entre si.

En resumen, esta tesis logrd desarrollar un dispositivo colorimétrico basado en nano-
optodos como sensor analitico y composicion Raspberry pi con lenguaje de programacion
Python como una potente herramienta analitica para cuantificar iones K*. Se demostrd que
el nano-optodo es selectivo a iones potasio (K*), en presencia de iones interferentes
estudiados (Na*, Li*, Ca*" y Mg?"), también es altamente sensible y preciso, alcanzando
limites de deteccion en el rango de 10° M y con variabilidad esperada segan el RSD Horwitz.
La veracidad de la metodologia fue corroborada comparando con una metodologia de
referencia acreditada (AA). Adicionalmente el color desarrollado por el nano-optodo es
estable hasta 48 horas y prob6 que la sefial obtenida por el dispositivo colorimétrico es
independiente de las condiciones de iluminacion externa, demostrando el potencial de este
dispositivo colorimétrico para un control ambiental preciso y rentable de iones K™ en suelos

agricolas.
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ABSTRACT

Potassium is an important alkali metal in various fields of research in areas such as
environmental, agricultural and clinical research. Potassium is considered a macroelement
involved in the proper functioning of the human body. In addition, potassium is a nutrient in
agricultural soils related to soil quality. Potassium deficiency in plants is the cause of
approximately 70% of crop diseases. Currently, potassium quantification techniques in
different matrices are performed by inductively coupled plasma spectroscopy (ICP) and
atomic absorption (AA). These analytical techniques are not suitable for portable
measurements, due to their complexity, also requiring acid pretreatment of the samples,

expensive equipment and maintenance.

This project pursues the development of a selective and reversible nano-optode to
potassium ions (ISO) with the possibility of using it in portable or in-situ measurements. It
was synthesized by the miniaturization of the bulk-optode as the micelle core and is coated
with the surfactant and surface stabilizer Pluronic F-127, consisting of three active
components such as the ionophore valinomycin, ion exchanger tetrakis(4-chlorophenyl)
potassium borate and the chromium ionophore ETH 5294 determined as the organic phase

of the optode.

The nano-optodo is selective to potassium ions due to the sterically selective
interaction between the valinomycin ionophore and the potassium ion. The high selectivity
is explained by the cyclic structure of valinomycin with an internal free space coinciding
with the ionic diameter of potassium, the addition of the chromium ionophore ETH 5294
with optical properties at different pH values is able to produce an easily measurable
colorimetric signal. The optode recognition mechanism is based on the migration of
potassium ions from an aqueous medium to the organic sensing phase of the optode,
producing the deprotonation of the ETH 5294 chromionophore and the consequent release
of a hydrogen ion, this produces a color change of the optode directly proportional to the
concentration of potassium in solution. The synthesis of the nano-optode was performed
from the miniaturization of its respective bulk-optode, where the miniaturization process
was done under sonication conditions to generate nanomicelles capable of containing the
active components of the optode. The advantages of nano-optodes over bulk-optodes can be
summarized in easy preparation, they do not require the use of organic solvents such as THF

and they are not dependent on the pH of the medium.
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The bulk-optodes and nano-optodes were characterized by UV-VIS molecular
spectroscopy techniques, where the color change of the sensing phase was studied according
to the deprotonation profile of the chromium ionophore, obtaining absorption peaks at
wavelengths of approximately 540 nm corresponding to the absorption of the deprotonated
form of the chromionophore ETH 5294 (C) and wavelengths of approximately 600 nm and
660 nm for the protonated form of the chromionophore ETH 5294 (C-H") with an

approximate isosbestic point at 580 nm of the spectra at all the concentrations studied.

The nano-optodes were also characterized by structural identification techniques
such as scanning electron microscopy (SEM) allowing the morphological description of the
nano-optode, obtaining spherical shapes consistent with the expected micelles. Additionally,
the size profile of the nano-optodes was determined by the dynamic light scattering (DLS)
analysis technique, where average hollow nano-optode sizes of 87.0 nm and 82.2 nm were
obtained, with proportions of 0.5 % and 1.0 % of pluronic surfactant F-127 respectively.
When 20 pL of optode cocktail was added, average nano-optode size peaks of 412.4 nm and

181.7 nm were obtained at ratios of 0.5 % and 1.0 % pluronic F-127 surfactant, respectively.

Optimization of the optodes included the study of their composition and additives, as
well as the influence at different pH levels. An optimum concentration for the bulk-optodo
and nano-optodo of 2.40 pM was obtained for both the ionophore valinomycin, ion
exchanger tetrakis(4-chlorophenyl) potassium borate and the chromium ionophore ETH
5294. In the bulk-optode, the composition of the support and ratio of the additives were
evaluated as 160 mg of PVC polymer and 320 mg of DOS plasticizer in a [1:2] ratio and the
stability of the signal in a pH range between values of 5.0 and 9.0, obtaining an optimum
value at pH 7.00 of the TRIS buffer at 20 mM. In the nano-optode no support was applied,
instead, the surface stabilizer Pluronic F-127 was used with an amount of 1.0 %. The
optimized results showed a good correlation with the theoretical deprotonation profiles

estimated from the composition of both the bulk-optode and the nano-optode.

The analytical validation of the bulk-optode and nano-optode was performed
following the guidelines of the National Institute of Quality (INACAL). Both optodes proved
to be highly selective to K" ions, with good sensitivity and precision. The interfering ions
(Na*, Li*, Ca*" and Mg?" ions) obtained selectivity coefficients greater than 1.0, i.e., the

interference in potassium concentration is not greater than 10 %.
Analytical sensitivity was determined in the working range for the bulk-optode linear
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calibration model from 1.0 M - 10°® M K" with an LD BO = 0.31 pM (3.15 x 10”7 M) and
for the nano-optode from 1.0 M - 10 M K* with an LD NO = 30.3 uM (3.03 x 103 M). The
precision was verified under repeatability conditions (measurements performed by the same
analyst) and reproducibility conditions (measurements performed by different analysts). The
parameter studied was the relative standard deviation (RSD), for the bulk-optode only at
high potassium concentrations (1.0 M), the deviation was higher than the RSDHorwitz, on
the other hand, for the nano-optode, the experimental RSD was lower than the RSDHorwitz

in the whole potassium range.

The trueness was evaluated by comparing the potassium results of 4 agricultural soil
samples from the Canta-Lima area, coming from the two farms El Tambo and Tunapis in
two horizons of 0-30 cm and 30-60 cm depth. These results were compared with the
reference methodologies: Atomic Absorption (AA) and Ion Selective Electrode (ISE). In the
ANOVA test the p-values were greater than 0.05 (95 % significance level), therefore, the
methodology developed here is considered to be valid for the proposed scope as aqueous

samples of agricultural soil extract in a working range of potassium between 10 - 1.0 M.

Signal stability was verified by potassium concentration tracing for the bulk-optode
up to 2 hours and nano-optode up to 48 hours. For the bulk-optodo at concentrations between
10° M and 1.0 M potassium was stable between 1 and 2 hours, the concentration was
decreasing due to the loss of plasticizer from the sensing phase. For the nano-optode the
concentration was stable for a longer time, at concentrations of 10*# M, 102 M and 1.0 M

potassium it was stable for 48 hours, 24 hours and 6 hours respectively.

After optimizing the potassium quantification method by UV-Vis spectroscopy, this
optimized methodology was used with a self-designed image capture device for the detection
of the color change of the nano-optode. The device used is a Raspberry Pi 4 B single board
computer (SBC) capable of converting the image captured with a 5 MP digital camera to a
signal in the RGB color space. From the RGB color signals, a logarithmic transformation
was employed to obtain a linear correlation between the color of the sensing phase of the

nano-optode and the potassium concentration.

The colorimetric measurement device proved little dependence on the strict control
of external illumination, the slopes and intercepts of the calibration curves for the different
types of illumination were compared. Similar values of potassium concentrations were

obtained over the whole working range (107 - 10"! M) for white, red, green-, yellow-, blue-
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and magenta-colored lights, being inaccurate for red illuminations at high potassium
concentration (10-1 M). UV-Vis spectroscopy results were compared with atomic absorption
(AA) and ion selective electrode (ISE) methods on soil potassium ion extraction samples.
Statistical analysis showed that the analytical results are statistically similar for the three
methodologies studied for agricultural soils, confirming the reliability of the colorimetric
method. The sensitivity, evaluated by the limit of detection (LOD = 1.03x107) and the limit
of quantification (LOQ = 3.42 x10), is consistent with the proposed concentration range
(10 - 10" M K*). This work achieved a novel finding, with the reversibility of the nano-
optode for analytical reuse, this was achieved by the extraction of K* ions within the micelle
and subsequent precipitation as insoluble potassium tetraphenyl borate salt (KTP4B), as
demonstrated by the calibration curves during a 1st and 2nd cycle of analysis, being

equivalent to each other.

In summary, this thesis succeeded in developing a colorimetric device based on nano-
optodes as an analytical sensor and Raspberry pi composition with Python programming
language as a powerful analytical tool to quantify K™ ions. It was demonstrated that the nano-
optode is selective to potassium ions (K), in the presence of studied interfering ions (Na",
Li*, Ca?" and Mg?"), it is also highly sensitive and accurate, reaching detection limits in the
range of 10 M and with expected variability according to the RSD Horwitz. The veracity
of the methodology was corroborated by comparison with an accredited reference
methodology (AA). Additionally, the color developed by the nano-optode is stable up to 48
hours and proved that the signal obtained by the colorimetric device is independent of
external illumination conditions, demonstrating the potential of this colorimetric device for

accurate and cost-effective environmental monitoring of K* ions in agricultural soils.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

Los sensores quimicos se clasifican segin el tipo de sefial en sensores
electroquimicos y opticos (Chailapakul et al., 2006). Los sensores Opticos presentan ventajas
comparadas con los sensores electroquimicos, al ser menos susceptibles a las interferencias
electromagnéticas, ademas los sensores Opticos se pueden miniaturizar mas facilmente en

micro y nano escala.

En la literatura especializada se han reportado sensores quimicos para iones objetivos
como sodio (Shibata et al., 2018), calcio (Shibata et al., 2019), magnesio (Rahimi et al.,
2019), plata y mercurio (Phichi et al., 2020), plomo (Golcs et al., 2021), cobre (Parsaee et
al., 2018). También se ha reportado sensores quimicos con el uso de fibra 6ptica (Mortari et

al., 2020) y sensores desechables (Reda et al., 2021).
1.2. Justificacion social
1.2.1. Necesidad de monitoreo de potasio en cultivos

Un informe del consejo nacional de investigacion de los Estados Unidos discutid
algunos puntos clave relacionados con el cuidado del medio ambiente por problemas de
contaminacion surgidos en las ultimas décadas. Algunas de las conclusiones del informe
fueron realizar los monitoreos ambientales en muestras de agua, suelo y aire con mas
frecuencia, para poder prevenir los daios ambientales, producto de los desechos industriales

(Stern, 2003).

Las regulaciones ambientales se vuelven cada vez mds estrictas en los sectores
agricolas (Agricultural soil health and conservation working group, 2018), por ello la
quimica analitica debe desarrollar métodos con buenos niveles de precision y veracidad, asi

como métodos de facil aplicacion y accesibilidad para obtener resultados in situ.

El monitoreo de nutrientes como potasio en los suelos agricolas es capaz de mejorar
la calidad de las plantas, produciendo el crecimiento 6ptimo de cultivos (Bamsey et al.,
2012), ademas de optimizar recursos como el uso del agua y el uso de fertilizantes (Gieling
et al., 2005). También se ha relacionado un crecimiento lento de los cultivos con la

deficiencia de potasio (Benton Jones, 2016), por lo que la investigacion de nuevos métodos

26



para la determinacion de potasio mediante técnicas accesibles y portatiles en tierras agricolas
es justificable y con buenas perspectivas de su aplicacion en la realidad peruana en un corto

plazo.
1.2.2. Falta de conexion entre universidades y laboratorios analiticos

En la realidad peruana aun existe un gran vacio tecnologico y falta de conexion entre
las industrias y las universidades, a pesar de la cantidad de investigaciones ha aumentado en

las ultimas dos décadas (Bermudez Garcia, 2014; Giachi, 2016).

Los sensores opticos son metodologias analiticas ideales para implementarse en
laboratorios analiticos acreditados. Los sensores dpticos son técnicas analiticas capaces de
obtener informacion analitica de forma simple y rapida, con tiempos cortos de analisis, facil
de manipular, bajo costo de mantenimiento y sin necesidad de personal calificado (Xie &

Bakker, 2017).
1.3. Justificacion cientifica
1.3.1. Necesidad de metodologias portatiles para cuantificar potasio

En las publicaciones recientes de sensores Opticos para detectar potasio se puede
observar poca presencia de sensores con capacidad de medicion portatil. Algunas de las
dificultades asociadas a esto es poder alcanzar una buena precision en la medicion analitica
(Gsangaya et al., 2020). Los sensores Opticos que reportaron capacidad portatil se soportaron
en papel como dispositivos analiticos de papel (PAD) (Gerold et al., 2018) o soportados en
superficies de grafeno (R. Wang et al., 2018).

En la industria agrondomica peruana se utilizan sensores portatiles comerciales,
debido a la necesidad de cuantificar nutrientes o contaminantes en las plantas y suelos in-
situ (Ageel-Ur-Rehman et al., 2014). Estos sensores portatiles comerciales no han sido
validados apropiadamente segun la normativa de INACAL, por no cumplir los requisitos de
validacion, al no alcanzar niveles de precision adecuados con errores de medicion de + 10

% a 20 % (Scientific Horiba LAQUA, n.d.).

1.3.2. Necesidad de métodos analiticos validados para el monitoreo de potasio en

suelos

Todas las metodologias analiticas deben someterse a un proceso de validacion

regulado por la normativa de INACAL ISO/IEC 17025:2017 “Requisitos generales para la
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competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”. Algunos de los requisitos son
exactitud, precision, selectividad, limites de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)
(Norma Técnica Peruana, 2017). Estos requerimientos deben ser cumplidos por las
metodologias desarrolladas por entidades internacionales como United States Environmental
Protection Agency (EPA) o American Chemical Society (ACS) y también por instituciones
publicas o privadas como centros de investigacion de universidades (Eurolab Espafia

Eurachem, 2016).
1.4. Estado del arte

La quimica para sensores de reconocimiento de cationes comenzo en 1976 con las
investigaciones de Pierre Meier de complejacion de metales alcalinos con éteres corona y
criptandos (Pierre Meier & Michele Dartiguenave, 1976), luego en 1987 las publicaciones de Gibb
describieron una membrana con respuesta Optica para la determinacion de iones alcalinos en
fluidos bioldgicos (Gibb, 1987). Este tipo de deteccion en sensores Opticos inicialmente se

llam¢ “reaccion heterogénea de pH” (Rittersdorf et al., 1993).

Durante la década de los 90 se desarrollaron electrodos selectivos iones (ISE) con
ionoforos a base de macromoléculas cromogénicas de la familia de éteres de corona (Bakker
et al., 1997; Biihlmann et al., 1998), usando a la valinomicina como ion6foro de referencia
(D. Lee & Thomas, 1994). Con el desarrollo de nuevas tecnologias, se propuso el uso de fibras
Opticas para cuantificar potasio en suero fisiolégico mediante técnicas de fluorescencia
(Shortreed et al., 1997), dos afios después se desarrolld sensores para potasio en estado
solido, sobre un soporte de electrodo de vidrio (Bobacka et al., 1999). En los siguientes afios,
Capitan-Vallvey desarrolld sensores Opticos reversibles para cationes alcalinos en muestras
de agua de consumo con limites de deteccion (LD) de 0.046 mM para calcio (Ca**) y 0.0125
mM para potasio (K") (Capitan-Vallvey et al., 2002, 2003).

Las investigaciones mas recientes en los sensores Opticos para potasio se presentan
en la Tabla 1. En esta se describe investigaciones mayoritariamente en sistemas de deteccion
fluorométrico (Baranowska-Korczyc et al., 2019; Du et al., 2020; Ruckh et al., 2016;
Stelmach et al., 2019; L. Wang et al., 2016, 2019), asi como sensores aplicados en muestras
de origen biologico (Du & Xie, 2017; Gerold et al., 2018; Lookadoo et al., 2021; Soda et al.,
2019a; Tenjimbayashi et al., 2016; R. Wang et al., 2018). Algunas investigaciones incluyen
otros tipos de matriz hidrofilica como soporte del optodo (Konefat et al., 2023), soportes de

papel (Kassal et al., 2019), incluyendo también surfactantes tipo PEG con una elevada
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selectividad (Du et al.,, 2022; K. Robinson et al., 2021). También el uso de tintes
solvatocromicos como reemplazo de los cromoiondforos (X. Wang et al., 2020; Zhang et al.,
2022), con el uso de volumenes de muestra pequefios e independiente del buffer de pH (K.

J. Robinson et al., 2022) y su aplicacién a sistemas de monitoreo de cultivos hidroponico

(Stevens et al., 2023).

Algunas publicaciones utilizaron una sefial diferencial, se usé una resta de alguna
sefal Optica con respecto a un valor de referencia en lugar de la sefal “a”, esta metodologia
probo ser eficaz en la deteccion de varios analitos (Kalinowska et al., 2021). En los ultimos
aflos, se han disefado aplicaciones que desde los “smartphone” directamente realizan la

captura de imagen y el procesamiento de sefial (Escobedo et al., 2019, 2023).

Este proyecto de investigacion propone desarrollar un nano-optodo selectivo a iones
potasio (ISO) con deteccion colorimétrica y con capacidad portatil con niveles de
selectividad y sensibilidad adecuados para su posterior uso en soluciones agricolas. El
desarrollo del optodo aprovecha la elevada selectividad del ionéforo valinomicina hacia los
iones potasio (Apichai et al., 2020; Du et al., 2020; Lookadoo et al., 2021; Stelmach et al.,
2019).

Algunas de las caracteristicas de los nano-optodos es que son solubles en medio
acuosa y no requieren soporte estructural, en comparacion a los sensores soportados en
superficies de celulosa como dispositivos analiticos en papel (PAD) (Gerold et al., 2018;
Lookadoo et al., 2021; Soda et al., 2018, 2019a) o sensores soportados en materiales
nanométricos como nano-rods (Du & Xie, 2017) y quantum dots de grafeno (GQDs) (R. Wang
et al., 2018). Otra caracteristica de los nano-optodos es el empleo de un estabilizador para
mantener el tamafio micro o nanométricos y no suftrir de problemas de agregacion (Du et al.,
2018). Algunas publicaciones presentan nano-optodos con surfactantes de Pluronic F-68 y
Pluronic P-123 (C. H. Lee et al., 2017), Brij-35 (Soda et al., 2018) y poli anhidrido maleico-
alt-1-octadeceno o PMAO (Stelmach et al., 2019).

El desarrollo de la nanotecnologia conllevo a la miniaturizacién de los sensores a
tamafios micro y nanométricos. Estos sensores son descritos como sistemas de alto
rendimiento debido a su elevada sensibilidad en un amplio rango de concentraciones de
potasio (Stelmach et al., 2019) y menos sensibles a los interferentes al limitar el transporte
de iones por difusion dentro de los sensores (Du & Xie, 2017). Los primeros usos de los

nanosensores fueron como sistemas de medicion fluorescente con gran compatibilidad
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intracelular (Yun, 2007). En la Tabla 1 se presenta un resumen de las tltimas publicaciones

realizadas para cuantificar iones potasio mediante diferentes técnicas.

Tabla 1. Publicaciones recientes de los ultimos afios de sensores Opticos para cuantificar
iones potasio en diferentes tipos de técnicas de medicion, diferentes composiciones y

diferentes tipos de muestras.

Tino d Capacidad R d
Metodologia po A,e Cromoioné6foro Tonoforo Surfactante Muestras de ango ”e Autor Afio
deteccion L deteccion
portabilidad
Optodos foto
actisticos Tonoforo de  Pluronic F68 - 1 mM
Fl te C jonoforo I N Ch: H. Lee 2017
selectivos de fones | o ocome MAOMOIONOIOTO L s T Pluronic P123 © o.M | rane H.otee
(ISPAO)
Dispositivos 0.1 uM
analiticos en papel |Colorimétrico Cromoionéforo I Valinomicina Brij-35 No 0 1};\4 Yoshiki Soda 2018
(PAD) ’
Dispositivos de
n’}]C'l’O fluidos Colorimétrico Cromoiondforo I Valinomicina Pluronic F-127 Suero Si 0.1 mM Chase T. 2018
analiticos en papel humano 5.0 mM Gerold
(uPAD)
Optodos selectivos o . ITonoforo de . 1.0 uM .
de iones (ISO) Colorimétrico Cromoiondforo I potasio IT Pluronic F-127 No 01M Xinfeng Du 2018
Muestras
(};:rg]_t:;ezza?ggg) Fluorescente ~ Oxazinoindolina  Valinomicina POh«zt}il::Ig)h col S‘iﬁ;ﬁfgo Si ? m Renjie Wang 2018
y orina
Muestras
Quantum dots de 0.01 Mm . ..
carbono (CQDs) Fluorescente de su'ero No 011 mM Mehdi Rahimi 2018
sanguineo
Dispositivos de
micro fluidos .\ imétrico Tioflavina T (ThT) Valinomicina Suero No I My chiki Soda 2019
analiticos en papel 6 mM
(WPAD)
A Anna
Core-shell nano ., . .. Polyvinylidene 10 nM
fibras Fluorescente Cromoiondéforo I Valinomicina fluoride (PVDF) No 10 uM Baranowska- 2019
Korczyc
C()Cl;)(:;arzzez)s(()sl\];a;o Fluorescente Estearoil piridinio Valinomicina Pluronic F-127 No 01(1) anM Lu Wang 2019
o s ., . .. 1.0 pM Sutasinee
ISO magnético [ Colorimétrico Cromoionoforo I Valinomicina No . 2019
10 M Apichai
Poli(anhidrido
OP todos de Fluorescente Cromoiondforo I Valinomicina maleico-alt-1- No 10 iM Emilia Stelmach 2019
liposomas octadeceno) 0.1 M
(PMAO)
DlSpOSlthO? ,de L. L, . L. Muestras R 0.1 Mm
optodos analiticos |Colorimétrico Cromoionéforo I Valinomicina de sudor Si 0.1M Petar Kassal 2019
en papel (POD) '
Optodos selectivos [ Colorimétrico Tinte Muestras 1 uM
P . solvatocromico  Valinomicina L No H Xuewei Wang 2020
de iones (ISO) | Fluorescente (SD) bioldgicas IM
Dispositivos de i
S 0.1 mM Daniel B.
optodos analiticos |Colorimétrico Cromoiondéforo I Valinomicina Pluronic F-127 uero No anie 2021
humano 5.0 mM Lookadoo
en papel (POD)
Organo-silica nano Tinte Muestras 1 uM
& ontodos Fluorescente  solvatocromico  Valinomicina ambientales Si 10 Pr;M Yupu Zhang 2022
P (SD) y biolbgicas
Optodos selectivos Cloruro de azul de . . . 0.1 Mm
de iones (ISO) Fluorescente Nilo (NBCI) Valinomicina Si 0.1M Anna Konefala 2023
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1.4.1. Planteamiento del problema

Las metodologias clédsicas para cuantificar potasio usadas por los laboratorios
acreditados del Perti son normalmente técnicas espectroscopicas como /nductively coupled
plasma - optical emission spectrometry (ICP-OES) e Inductively coupled plasma - mass
spectrometry (ICP-MS) (Instituto Nacional de Calidad, 2020). Estas técnicas requieren un
pretratamiento de digestion 4cida para eliminar las interferencias organicas, ademaés de
equipamiento sofisticado y costoso. Un resumen de los métodos instrumentales para
cuantificar potasio en suelos se muestra en la Tabla 2

(https://aplicaciones.inacal.gob.pe/crtacre).

Tabla 2. Resumen de los métodos acreditados en Perti por INACAL para determinacion de

potasio en suelos.

Empresa Norma Ano Tecnica

.. i EPA Method 3051 A
Typsa - Técnica y Proyectos S.A. Sucursal Del Pert EPA Method 6020A 2007 ICP-MS
AGQ Pera S.A.C. EPA Method 200.7 1994 ICP-OES

EPA Method 3051A
2007 ICP-OES

EPA Method 6010C
EPAehod s0s1a 2007 1CPMS

CERPER S.A.-Certificaciones Del Pera S.A. eto

EPA Method 3051A 2007 ICP-MS

EPA Method 6020A

EPA Method 6010C

2 ICP-OE
EPA Method 3051A, 2007 007 \ICP-OES
EPA 3050B

CERTIMIN S.A. EPA 6010D 2018 ICP-OES
EPA Method 200.7 1994 ICP-OES
Envirotest-Environmental Testing Laboratory S.A.C. EPA Method 200.7 1994 ICP-OES

EPA Method 3050-B

. , EPA 3050B
Inspectorate Services Peru S.A.C. EPA 6020B 2014 ICP-MS
J. Ramon Del Pera S.A.C. EPA Method 200.7 1994 ICP-OES
NSF Envirolab S.A.C. (Inassa S.A.C.) EPA Method 6010D 1994 ICP-OES
EPA METHOD 3050B

SAG-Servicios Analiticos Generales S.A.C. EPA Method 200.7 1996 | ICP-OES
EPA Method 200.7 1994 ICP-OES
EPA Method 1311 2018 ICP-MS

, EPA Method 6020B

SGS Del Pera S.A.C.
EPA Method 3051A 2017 ICP-MS
EPA Method 6020B i
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El Instituto Nacional de Calidad (INACAL) es el ente regulador de los laboratorios
de analisis del Peru. De la Tabla 2 se observa que las técnicas espectroscopicas de ICP-OES
o ICP-MS son ampliamente utilizadas, por lo que el desarrollo de nuevas metodologias
analiticas como el nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) que se propone este trabajo
puede ser de interés para ser aplicado en nuestro pais, especialmente por los agricultores en

el monitoreo de nutrientes en suelos.

El nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) sugerido en este trabajo cumple los
requisitos de validacion de INACAL para el monitoreo de nutrientes. Ademas de su
portabilidad como sensor Optico, sin necesidad de traslado de muestras al laboratorio, sin
necesidad de pretratamiento, con limites de deteccidon bajos y elevada selectividad frente a
potenciales interferentes. Estas ventajas al aplicarse en el monitoreo de nutrientes y control
de contaminantes permitirian mejorar la calidad y productividad de los cultivos (Bamsey et

al., 2012).
1.4.2. Aporte cientifico inédito del proyecto

En este trabajo se presenta un nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) basado en
la interaccion de iones potasio en solucion de la muestra problema y la fase sensora orgénica
del optodo. El mecanismo del nano-optodo es descrito como un intercambio i6nico entre un
1on potasio acomplejado selectivamente con el iono6foro valinomicina por una interaccion
estérica altamente especifica. Luego un ion hidrogeno o protébn producto de la
desprotonacion del cromoionoforo ETH 5294 estabilizado por la tautomerizacion imina-
amina segun el pH del medio (Du et al., 2017; Kudrevatykh et al., 2019), generando la
liberacion de iones hidrogeno o protones que cambia el color de la fase sensora del optodo
de azul a rojo en forma proporcional al aumento de la concentracioén de potasio en solucion.
Este mecanismo es ttil en el desarrollo de novedosos sensores portatiles con deteccion
optica. Las ventajas de los nano-optodos selectivos a iones potasio (ISO) pueden resumirse
en una determinacion de las muestras de manera directa sin necesidad de pretratamiento, de
facil preparacion a partir de los bulk optodos sin necesidad de purificacion adicional (Xie &
Bakker, 2017). Los nano-optodos son solubles en medio acuoso y no requiere el uso de
solventes organicos (Yang et al., 2016). Ademas, no es dependiente de controlar el pH del
medio acuoso (Xie et al., 2014) y presenta rangos de trabajo mas amplios y limites de
deteccion mas bajos que sus contrapartes bulk-optodos (Nair & Alam, 2006). La

caracteristica mas destacable de los nano-optodos es la posibilidad de medicion de campo,
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es decir, “in situ”, minimizando costes de pretratamiento, transporte, material de laboratorio
y tiempo de andlisis (Merl et al., 2022). Debido a todas las ventajas de los nano-optodos en
comparacion a los métodos de cuantificacion de potasio clasico como ICP. Este proyecto
propone un nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) con cuantificacion colorimétrica
que facilitara el monitoreo de nutrientes como potasio con el empleo de técnicas sencillas,
rapidas, portatiles y de bajo costo. Estos optodos se validaran con niveles de selectividad,

sensibilidad, precision y veracidad con niveles de confiabilidad de al menos un 95 %.

En resumen, este trabajo persigue obtener un nano-optodo selectivo a iones potasio
(ISO) con medicion portatil, desarrollando metodologias capaces de mezclar las ventajas de
los métodos clasicos con amplios rangos de cuantificacion, niveles de selectividad,
sensibilidad, precision y veracidad adecuados para su uso. Con las ventajas de las técnicas
modernas al mantener caracteristicas deseables para un sensor analitico en términos de

medicidn in-situ, se propone un sensor con portabilidad y robustez de medicion.
1.5. Hipotesis

El nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO), preparado con valinomicina y
cromoiondforo ETH 5294 en una membrana polimérica de PVC plastificada y miniaturizado
en forma de micela con surfactante Pluronic F-127, es capaz de cuantificar iones potasio en
muestras acuosas con un nivel de confiabilidad adecuado, mostrando mejor rendimiento

analitico que su correspondiente bulk-optodo.

1. El nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) muestra una alta selectividad hacia iones
potasio (K") en presencia de cationes interferentes como sodio (Na*), litio (Li"), calcio

(Ca*") y magnesio (Mg>").

2. El nano-optodo y el bulk-optodo presentan una respuesta lineal en el rango de
concentraciones de potasio estudiado, con limites de deteccion (LD) y cuantificacion

(LC) adecuados para concentraciones bajas de potasio.

3. La precision, tanto en términos de repetibilidad (mismo optodo y analista) como de
reproducibilidad (diferentes optodos y analistas), de los resultados obtenidos por el nano-

optodo y el bulk-optodo es menor al valor de RSDHorwitz.

4. Larespuesta del nano-optodo es comparable a los métodos de referencia utilizados para
cuantificar potasio, como la espectroscopia de absorcion atdmica (AA) y electrodos de

ion selectivo (ISE).
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5. El nano-optodo tiene un rendimiento analitico superior al bulk-optodo, demostrando
mejor selectividad, sensibilidad, precision y veracidad debido a caracteristicas como

mayor area superficial y mejor coeficiente de difusion de iones.

Estas hipotesis se basan en la premisa de que la interaccion estérica altamente
especifica entre la valinomicina y el ion potasio permite una deteccion selectiva y sensible
de K" en soluciones acuosas. La miniaturizacion del optodo en forma de nano-optodo mejora
las propiedades analiticas debido a un aumento en el area superficial y una mayor eficiencia
de difusion de iones, lo cual se espera que mejore la selectividad y la sensibilidad en

comparacion con el bulk-optodo.

El planteamiento de la hipotesis general e hipotesis especificas se describen en la
Tabla 3. La hipdtesis general que se plantea en la presente investigacion es comprobar si el
nano-optodo preparado es capaz de cuantificar iones potasio en muestras en medio acuoso,
basado en la interaccion estérica altamente especifica entre el ion6foro valinomicina y el ion
potasio (Su et al., 2019) y comprobar si el dispositivo de medicion colorimétrico puede

aplicarse para cuantificar de nutrientes como potasio con niveles de confiabilidad adecuados.
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Tabla 3. Planteamiento de la hipdtesis general e hipotesis especificas, incluyendo los

criterios de aceptacion del proyecto de investigacion.

Pregunta de investigacion Criterio de aceptacion

(LLa metodologia analitica propuesta del
nano-optodo es capaz de cuantificar

potasio?
Hipotesis Los requisitos de la validacion analitica a
. (Elnano-optodo es capaz de usarse en un nivel de sienificancia mavor al 95 %
enera . o gnifi
g mediciones in-situ? 4 °
(El dispositivo portatil es capaz de
cuantificar potasio?
, ) El sesgo de la concentracion de potasio
(El optodo es selectivo al analito g . . P
i ante la presencia de interferentes menor
potasio? o
al 10 %
. ., - El coefici rminacion (1
(Existe correlacion entre la sefial del C(ie ifbn_te éle delte del c1ct)nd(r ) c:tre
optodo y la concentracion de potasio? clea 10 © color 'e optodoy
concentracion de potasio mayor a 0.995
Hipotesis (Los resultados del optodo son El RSD experimental es menor al RSD
especifica precisos? Horwitz

Los resultados entre un método de

(Elmétodo de cuantificacion del optodo . e
referencia como la absorcion atdmica y el

es veraz? )
optodo son equivalentes
(El dispositivo portatil es equivalente a Comparacion estadistica entre los
los resultados por UV-Vis? resultados
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1.6. Objetivos
1.6.1. Objetivo general

e Desarrollar un dispositivo portatil de medicidon reversible colorimétrica en el espacio
de color RGB a partir de un nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) basado en
iondforo valinomicina estabilizado con pluronic F-127 para la cuantificacion de

iones K" con aplicaciones a suelos agricolas.
1.6.2. Objetivos especificos

e Sintetizar un bulk-optodo selectivo a iones potasio (ISO) a partir del iondéforo
valinomicina y el cromoiondforo ETH 5294 en una membrana polimérica

plastificada de PVC-DOS.

e Sintetizar un nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) a partir de la
miniaturizacion del bulk-optodo como ntcleo y el uso del surfactante Pluronic F-127

como cubierta.

e Caracterizar el bulk-optodo y nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) empleando
el desplazamiento hipsocrémico durante el cambio de color de la fase sensora a

diferentes concentraciones de iones potasio.

e (Caracterizar estructuralmente el nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) usando

técnicas como SEM, DLS y efecto Tyndall.

e Comprobar la selectividad del nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) en
presencia de iones interferentes de metales alcalinos como iones sodio (Na®), litio
(Li*) y alcalinos térreos como calcio (Ca*?) y magnesio (Mg™?), también el ion

amonio (NH*").

e Evaluar la sensibilidad analitica del nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO) al
verificar la linealidad de la curva de calibrado desde 1.0 M hasta 10 M de potasio y

estimar los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC).

e Evaluar la precision de las mediciones del nano-optodo selectivo a iones potasio

(ISO) en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad.

e Evaluar la estabilidad a través del tiempo de las concentraciones de potasio en

contacto constante con bulk-optodo y nano-optodo
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Revisar la veracidad de los resultados del nano-optodo selectivo a iones potasio
(ISO) por comparaciéon con métodos de referencia como la espectroscopia de

absorcion atomica (AA) y electrodo de ion selectivo (ISE).

Comprobar el comportamiento analito del dispositivo portatil colorimétrico de
captura de imagenes para potasio basado en nano-optodo comparado con los

resultados optimizados de espectroscopia UV-Vis.

Cuantificar la concentracion de iones potasio en extractos acuosos de suelos de zonas

agricolas de Canta-Lima.

Comprobar la reversibilidad de medicion de la fase sensora del nano-optodo para su

reutilizacion analitica.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Potasio

El metal alcalino potasio es una especie fisioldgicamente importante para los seres
vivos y es uno de los elementos mas abundantes en el cuerpo humano y en la corteza terrestre

(Tenjimbayashi et al., 2016).

El potasio se mide en los laboratorios acreditados por metodologias clasicas como
absorcion atomica por espectrofotometria de llama (AA) (Pérez-Lopez & Esquivel-Arias,
2018) y plasma acoplado inductivamente (ICP) (Paulauskas et al., 2020) y para mediciones

de campo se ha usado los electrodos selectivos de iones (ISE) (Garcia et al., 2018).
2.1.1. Importancia del potasio

Una adecuada concentracion de potasio en los seres vivos asegura el buen
funcionamiento del higado, sistema circulatorio, rifiones, musculos y células cerebrales. La
funcién mas relevante del potasio en el cuerpo humano es la participacion en los impulsos
nerviosos, necesarios para la contraccion de los musculos cardiacos como el miocardio. El
potasio también forma parte de los huesos y regula la acidez en los tejidos Oseos para
mantener el calcio fijado, asi previniendo enfermedades como la osteoporosis (Ivanov,

2020).

La funcidn del potasio en el area agricola es de suma importancia, se estima que el
70 % de los problemas durante el desarrollo de las plantas se debe a la deficiencia de
nutrientes como el potasio, reconociendo al potasio como el nutriente més abundante en los

suelos (Raghad Mouhamad, 2016).

El papel fundamental del potasio en el desarrollo de las plantas es la activacion
enzimatica para procesos esenciales, estos procesos involucran la sintesis de proteinas
promoviendo el crecimiento celular de los tejidos (Marschner, 1995). Una adecuada
concentracion de potasio en plantas también mejora la tolerancia a climas extremos como

las heladas y sequias, ademas de mejorar la resistencia frente a insectos (Meena et al., 2016).
2.2. Sensor quimico
La institucion International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define

un sensor quimico como “un dispositivo que transforma la informacion quimica, que va
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desde la concentracion de un componente de muestra especifico hasta el analisis de
composicion total, en una senal analiticamente util” (Hugh Fan, 2013). Otra caracteristica
de un sensor quimico es la capacidad de responder de modo reversible al cambio de sefales

de parametros fisicos o a concentraciones de especies quimicas (Regan, 2018).

El diagrama basico de un sensor quimico se describe en la Figura I. En el cual el ion
analito en la solucidén problema estd en contacto con la fase sensora del sensor quimico,
permitiendo la difusion selectiva del analito dentro de la fase sensora. Esto produce una sefal
medible directamente proporcional a la concentracion del analito objetivo. Dependiendo del
tipo de senal analitica del sensor puede clasificarse en sensores Opticos, electroquimicos,

térmicos y masicos (Rodriguez, 2014).

La aplicacion mas comun de los sensores quimicos se ha dado en sistemas de
monitoreo y control de analitos para mediciones en diferentes campos como medio ambiente,

agronomia o mineria (Janata et al., 1998).

Muestra N Sensor guimico

-

v

\ /

™ If'a \al
‘ Sefial \S ]
eléctrica
I /ﬂ. /' /
! 4 |

A,

Fase sensora

Transductor
Sistema

electrénico

Difusion selectiva

- - o

Transduccion Acondicionamiento de |a sefial
y procesamiento de datos

Figura 1. Componentes basicos y procesamiento de sefial de un sensor quimico.

2.3. Optodo

El desarrollo de los optodos se debié a dos hechos esenciales, el primero es la
referencia mas antigua sobre el uso de ionoforos en la deteccion de potasio (Charlton et al.,
1982), luego Morf describi6 el mecanismo general de los sensores Opticos para la deteccion

de iones (Morf et al., 1989). Los optodos son un tipo de sensores Opticos que se basan en la
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interaccion de los iones de un analito de interés en un medio acuoso y la fase sensora del
optodo conteniendo los componentes activos como iondéforo, intercambiador de iones y
cromoionodforo (Soda et al., 2018). Los optodos mas estudiados son los colorimétricos y

fluorométricos (Casado Terrones, 2007), (Kassal et al., 2019)
2.4. Componentes de un optodo

Los optodos tienen componentes activos como el iondforo, intercambiador de iones
y cromoionoforo, estos son responsables de la deteccion del analito y la generacion de la
sefial analitica, también de los aditivos del optodos como la matriz polimérica y el

plastificante.
e Jonoforo (I)

Los ion6foros o portadores de iones son moléculas organicas lipofilicas y agentes
complejantes a iones, capaces de reconocer selectiva y reversiblemente al ion objetivo a
través de membranas hidrofobicas, su funcion es acomplejar y transportar el ion analito al
interior de la fase sensora organica del optodo en una union reversible (Pechenkina & Mikhelson,
2015). El iono6foro es parte esencial del optodo y debe cumplir ciertos requisitos: tener una
elevada lipofilicidad, una alta selectividad hacia al analito y formar un complejo estable entre

el iondforo-analito.

Los iondforos se clasifican en iondforos cargados o iondforos neutros. Los iondforos
neutros son compuestos macrociclicos como éteres corona, criptandos o calixarenos. Uno de
los ion6foros mas estudiados es la valinomicina, este es un antibiotico que transporta potasio
al interior de membranas bioldgicas mediante procesos selectivos de reconocimiento
estereoquimico basados en la similitud del tamafio de la cavidad del receptor con los

diametros i6nicos del analito.
e Cromoionoéforo (C)

Los cromoionéforos son transportadores de iones, como los ionéforos, pero ademas
son responsables de la sefial analitica, actuando como indicador 6ptico proporcional a la
concentracion del analito (Lapresta Fernandez, 2007). El mecanismo de reconocimiento se
basa en una zona de reconocimiento enlazada a un grupo cromoforo. Este grupo croméforo
es responsable del cambio de color del optodo. Debido a que la diferencia energética entre

dos orbitales moleculares cae dentro del espectro visible.

El cromoionoforo es un sistema  conjugado. Cuando el analito ingresa al optodo, sé
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modificé la carga idnica del optodo, entonces el sistema m conjugado se modifica. Esto
ocasiona el cambio en las propiedades Opticas (cambio de color), este cambio implica liberar
un cation de referencia para compensar la carga ionica, generalmente el ion hidrogeno o

proton.

La concentracion del ion de referencia es directamente proporcional a la
concentracion del ion analito debido a que el optodo mantiene el equilibrio idnico. En
algunos casos el ion6foro posee propiedades Opticas y es capaz de actuar también como

cromoionodforo (Candia Puma, 2016).
e Intercambiador de iones

El intercambiador de iones es una sal lipofilica, este actia como un aditivo i6nico
que favorece los procesos de transferencia de iones, como el analito, desde la disolucion
hacia la membrana del optodo. Las caracteristicas deseadas en el intercambiador de iones es
la capacidad de aumentar la selectividad del optodo (capacidad de diferenciar al ion analito
sobre los interferentes), es capaz de mantener la electroneutralidad necesaria en la membrana

del optodo.

Los intercambiadores de iones mas usados para cargas anionicas son los derivados

del tetrafenilborato de potasio y para cationes son sales de tetraalquilamonio.
e Matriz polimérica

La matriz polimérica es el soporte estructural del optodo, donde los compuestos
reactivos del optodo se disuelven. La funcién de la matriz polimérica es conferir estabilidad
mecanica y alta movilidad de sus componentes activos del optodo (Pechenkina & Mikhelson,

2015). La matriz estd compuesta por un polimero y un plastificante.
e Polimero

El cloruro de polivinilo (PVC) es el polimero mas utilizado en las matrices
poliméricas de los optodos por sus propiedades mecanicas, polimero inerte y bajo costo
(Jawad et al., 2019; Lapresta Fernandez, 2007). Una desventaja del PVC es su poca
adherencia a superficies como vidrio, debido a su relativamente baja lipofilicidad,

provocando una solubilidad parcial con el tiempo (Dinten et al., 1991).

La transicion vitrea (Tg) es una caracteristica de polimeros, esta define la temperatura

a la cual ocurre un cambio entre un estado vitreo, caracterizado por su rigidez a un estado
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viscoelastico, con una pérdida importante de su rigidez.

El PVC tiene una temperatura de transicion vitrea muy elevada, alrededor de los 80
°C. La matriz del optodo necesita la suficiente flexibilidad para permitir la migracion de
iones, es decir, una temperatura de transicion vitrea por debajo de la temperatura ambiente,
por ende, es necesaria la adicion de un plastificante para disminuir la temperatura de

transicion de la matriz del optodo.
e Plastificante

El plastificante es un solvente organico inmiscible en agua de alto punto de ebullicion
cuya funcion es incrementar la homogeneidad y termoplasticidad de la matriz polimérica.
Esto se logra al disminuir la temperatura de transicion vitrea (Tg) del polimero (Konstantin

N., 2013).

El plastificante debe ser quimicamente inerte, inmiscible en agua y con una elevada
lipofilicidad para evitar la migracion de los componentes del optodo hacia la disolucion y

permitir la movilidad dentro de la matriz polimérica.

Las caracteristicas mas importantes del plastificante son la lipofilicidad y la constante
dieléctrica. La lipofilicidad se refiere a afinidad por una fase organica frente a una fase
acuosa, y la constante dieléctrica (¢;) depende de la polarizabilidad de su estructura
molecular. Los plastificantes mas usados en optodos son los adipatos, sebacatos y ftalatos
con una constante dieléctrica baja (e; = 4-5), también los nitroaromaticos con elevada una

constante dieléctrica (& = 24).
e Transductor

El transductor es el dispositivo encargado en convertir la sefal dptica de salida en
una sefial medible (S. S. Li, 2006). En un optodo, existen dos transductores: el
cromoiondforo y el fotodetector. El primero permite la conversion de la energia quimica en
energia luminosa o sefial Optica y el segundo produce la conversion de la sefial Optica en

energia eléctrica medible (Seiler & Simon, 1992).
2.5. Mecanismo de reconocimiento del optodo

El mecanismo general de los optodos es descrito como un intercambio de iones,
llamado principio de coextraccion selectiva entre dos iones. El primero es el ion analito y el

otro un ion de referencia, generalmente un ion hidrogeno o proton. La liberacion del ion de
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referencia produce una sefial 6ptica por medio de un indicador sensible al cambio del pH

(Erenas et al., 2016).

La molécula de valinomicina es un compuesto ciclico con un espacio libre cuya
magnitud coincide con el didmetro i6nico del ion potasio de 1.33 4ngstroms (A). Esta
interaccion estérica es la clave de la elevada selectividad de la valinomicina hacia el ion
potasio (H. Li et al., 2017; MacKinnon, 2003). La interaccion entre la valinomicina y el ion
potasio forman un complejo de geometria bipiramidal cuadrada que se describen en la
Figura 2. La Tabla 4 describe la estructura quimica de los compuestos que forman al optodo

selectivos a iones potasio (ISO).

Figura 2. Estructura macrociclica del ion6foro valinomicina en 2D y 3D (Arriba). Formacion
del complejo valinomicina - ion potasio coordinados octaédricamente en una geometria

bipiramidal (Abajo).
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Tabla 4. Estructuras quimicas, nombres y funcion de los reactivos usados en la sintesis del

optodo.

Reactivo Compuesto Estructura
o 30

Tonéforo (I) Valinomicina c“ af

\‘::;'C-.‘,nv izi:o

”
Cromoionéforo (C) ETH 5294 HEC/\N/CEO \N
ch) HBC(HQC)‘GAO
Y
Policloruro de vinilo

Memb liméri cC—C

embrana polimérica PVC |
H HIJ,
cl
. ok
Intercambiador de Tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio u —/}—T;C}cu
iones (R) KTpCIPB [,)]
HiC..
. Bis (2-etilhexil) sebacato PN S SN
Plastifi 1 ~ Y oY CHy
stificante DOS T (o
0)
Solvente organico Tetrahidrofurano
& THF
L ]
Surfactante Pluronic F-127 ”i \/HGJ\H V’+.°H
a=10lyb=356

El mecanismo basico de reconocimiento de iones potasio (K*) por el optodo se

describe en la ecuacion 1y en la Figura 3.
El nano-optodo como un area superficial més grande y un mejor coeficiente de

difusion de iones con respecto al bulk-optodo (Nair & Alam, 2006).
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Figura 3. Esquema experimental de la sintesis del bulk-optodo y nano-optodo.

K" @q) + C- H' org) + Liorp @ K-I"orp + H'ag) + Corg (1)
Donde:

K" Ion potasio en fase acuosa.

C-H" Cromoionéforo protonado ETH 5294 en fase orgéanica (color azul).
I Iono6foro valinomicina en fase orgénica.

K-I"  Complejo valinomicina - ion potasio en fase organica.

H" Ion hidrogeno o proton en fase acuosa.

C Cromoionoforo desprotonado ETH 5294 en fase orgénica (color rojo).

El ionoforo valinomicina es un compuesto ciclico con puentes amida y éster unidos
alternadamente, esta estructura ciclica puede actuar como receptor del ion potasio dentro del
espacio libre interno de la valinomicina por interacciones ion-dipolo (H. Li et al., 2017). El
cromoionéforo ETH 5294 es un sistema m-conjugado (Martinez & Henary, 2016) capaz de
producir una sefial optica al protonarse y desprotonarse reversiblemente segun el pH de la
fase sensora del optodo con un valor de pKa de 8.00 (Xie et al., 2016), su estructura esta
estabilizada por la tautomeria imina-amina (Du et al., 2017; Kudrevatykh et al., 2019).

También se incluyen al intercambiador de iones que aportando aniones y mantiene la
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electroneutralidad en el interior de la fase sensora del optodo, ademas de aditivos como el
polimero de PVC vy el plastificante DOS que forman el soporte estructural del optodo.
Adicionalmente, también se describe la estructura del surfactante Pluronic F-127 como un
copolimero tribloque, con capacidad de tensioactivo o surfactante responsable de estabilizar

el nano-optodo.

La Figura 4 describe la difusion del ion potasio a través de la interfase del optodo
por accion del ionéforo valinomicina (I), produciendo la desprotonacion del cromoiondforo
ETH 5294 (C-H") y la liberacion de un ion hidrogeno o proton (H"). La adiccion de una sal
lipofilica (R”) como intercambiador de iones tiene la funcidon de brindar aniones para

mantener la electroneutralidad en la fase sensora del optodo.

a)
@ @ 6) Valinomycin

Aqueous phase \\ N RT3
Organic sensing phase N o
PVC:DOS [1:2] ‘\3‘; :7}‘3‘,:, i
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® ®
Aqueous phase |

S éééé H[ijfiﬁ}l;
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— Hydrophobic block
— Hydrophilic blocks

Nano-optode

— Hydrophobic block
— Hydrophilic blocks

Organic sensing phase

Figura 4. El mecanismo de respuesta del optodo, donde el ionoforo (I) acompleja al ion
analito objetivo potasio (K") y el cromoion6foro protonado (C-H') pierde un ion hidrogeno
(H") dejando al cromoionoforo desprotonado (C), produciendo un cambio de color del
cromoiondforo en la fase sensora organica del optodo para el a) bulk-optodo, b) nano-optodo

y ¢) los componentes de partida.
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La Figura 5 muestra el cambio estructural del cromoiono6foro I (ETH 5294), donde la pérdida
de un proton varia las propiedades opticas de la fase sensora del optodo, traducido en un
cambio en la longitud de absorcion teodrico de la luz aproximado desde 660 nm para el

cromoiondforo protonado hasta 540 nm para la forma desprotonada.

Cromoionoforo azul de Nilo hiofilizado

Forma protonada (C-H¥) Forma desprotonada (C)
y L f
Ha H,C{H,C) 7 E
Azl
I
1 I
© | ©
s : : :
3 [ 8 [
] ! = I
%3] I %3] |
< 660 < 540
] I
425 Longituddeonda 725 425 Longituddeonda 725
(nm) (nm)
H* K* H* K*
Bajo K+ Alto K*

Figura 5. Cambio estructural del cromoionoforo I (ETH 5294) en diferentes estados de
protonacion (Arriba). El desplazamiento hipsocromico de la longitud de onda del optodo
desde aproximadamente 660 nm a 540 nm, ante la desprotonacién del ETH 5294 durante el
intercambio entre un ion potasio (K*) de la solucién muestra y un ion hidrogeno o protéon

(H") de la fase sensora del optodo (Abajo)
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El mecanismo del optodo se describe en la ecuacion 2, donde al formarse el complejo
valinomicina - ion potasio (K-I") en la fase sensora orgéanica provoca la desprotonacion del
cromoiondoforo ETH 5294 y la consecuente liberacion de un protoén al medio acuoso en

compensacion de la pérdida de un ion potasio.La constante de equilibrio del complejo
. .. . . + . ., .
valinomicina - ion potasio (KXI") se describe en la ecuacién 2, esta es determinada por las

concentraciones y actividades de los componentes activos de la fase sensora del optodo

(Akamatsu et al., 2017).

ay+ [C] [KIY]

KIt _
Ke' = ag+ [C—H*] [1] (2)

Donde:

K§I+ Constante de equilibrio del complejo ion6foro valinomicina - ion analito potasio.
au  Actividad del ion hidrogeno o proton en fase acuosa.

ax Actividad del ion analito potasio en fase acuosa.

(1] Concentracion en moles/kg del ionéforo valinomicina en la fase sensora.

[KI*] Concentracion en moles/kg del complejo valinomicina — potasio (KI”) en la fase

sensora.

[C] Concentracion en moles/kg del cromoionoforo ETH 5294 desprotonado en la fase

sensora.

[C-H'] Concentracion en moles/kg del cromoion6foro ETH 5294 protonado en la fase

sensora.

El parametro “a” es definido como la fraccion del cromoionéforo desprotonado. Este
parametro es calculado como el cociente de forma no protonada del cromoiono6foro sobre la
concentracion total del cromoionoforo y se describe en la ecuacion 3. También se describe
el parametro “1- o en la ecuacion 4 que se define la fraccidon de cromoiono6foro protonado.
Para un valor de a igual a 1, el cromoiondforo estard completamente desprotonado en
solucion de hidroxido de sodio de 10 mM (NaOH) y cuando a es 0, el cromoiono6foro estara

protonado completamente en el buffer usado como medio o en una solucion de acido
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clorhidrico 10 mM (HCI).

_ I
TN )
. __ [c-H"]
1—-a = C 4)
Donde:

[Cc] Concentracion total efectiva en moles/kg del cromoionéforo en la fase sensora.

El valor experimental de a se calcula segtn la ecuacion 6, donde las mediciones del
optodo a distintos estados de protonacion son hechas a un valor tedrico de 660 nm (Bamsey
et al., 2012), sin embargo, en condiciones reales, el maximo de longitud de onda suele no

ser exactamente 660 nm, sino a un valor cercano a esa longitud de onda.

La ecuacion 2 (ver pdg. 48) se puede reorganizar para calcular la constante de
equilibrio del complejo valinomicina - ion potasio (K§I+), asi entonces, la constante de
equilibrio se calcula a partir de las concentraciones del ionoforo (Ci), la sal lipofilica
intercambiadora de iones (Cs) y cromoionéforo (Cc) segln la ecuacion 6 (Capitan-Vallvey
etal., 2003). Usualmente, la actividad del ion potasio (ak+) se calcula como logaritmo segiin
la ecuacion 8. Este modelo logaritmico es representado con una curva sigmoide tipica para
optodos que se describe en la Figura 6, donde el logaritmo de la actividad del ion potasio

(Log ag+) es el eje X y la funcion 1-a es el eje Y (Ortufio et al., 2006).

= = 5
= 9cd ™ Ayer - Ac )

Donde:

Ac  Absorbancia a 660 nm del cromoion6foro ETH 5294 completamente desprotonado

en solucion NaOH 10 mM.

Anc”  Absorbancia a 660 nm del cromoion6foro ETH 5294 completamente protonado en

solucion buffer o HC1 10 mM.

A Absorbancia a 660 nm del cromoion6foro ETH 5294 en solucion problema.
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Figura 6. Modelo de la curva sigmoide para sensores Opticos, basado en el logaritmo de la

actividad de potasio (eje X) y la sefial “1- o (eje Y)

ag+ « [Cs]-(1-a)[Cc]

KKI+ —
€ ag+ (1-a) [Cf]- [Cs]+ (1-a)[Cc]

(6)

aH+ o [CS]_(I_(X) [CC] ) (7)

Log (ag+) = Log (Kgl’f (1-«) [Ci]-[Cs]+ (1-a)[Cc]

Donde:

Ci Concentracion total efectiva en moles/kg del ionoforo (I) en la fase sensora.

Cs Concentracion total efectiva en moles/kg del anion (R) del intercambiador de iones

de la fase sensora.

Cc Concentracion total efectiva en moles/kg del cromoiondforo (C) en la fase sensora.

La ecuacion 8 es ain muy compleja y se necesita simplificar, por lo tanto, se asumen
criterios como usar concentraciones molares iguales del iondforo, intercambiador de iones y
cromoionoforo, es decir C; = Cs = Cc. Entonces se obtiene un modelo mas reducido, descrito
en la ecuacion 9, en el cual la constante de equilibrio del complejo valinomicina - ion potasio
(K§I+) depende tinicamente de la actividad del hidrogeno (aH"), la actividad del ion potasio

(aK™") y el grado de desprotonacion del cromoionoforo ETH 5294 (w).
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(%) = ap & ®)

Los modelos de calibracién sigmoide pierden linealidad, especialmente en los
extremos superiores ¢ inferiores, entonces se propone un cambio a un modelo de calibracion
lineal (Kisiel et al., 2018). Para lograr esto, la ecuacion 8 se puede reorganizar aplicando
logaritmos y asi obtener un modelo de calibracion lineal tipo “Y = mX + b como se describe

en la ecuacion 9.

KK1+

Log (=) = 0.5 Logay+ + 0.5 Log = ©)

aH+

La ecuacion 10 muestra la forma simplificada del modelo de calibracion lineal de la
curva de calibracion del optodo selectivo a iones potasio (ISO). La variable independiente
es el logaritmo de la actividad del ion potasio (Log aK"), la variable dependiente es el
logaritmo de una funcion de a, algunos términos son constantes como la actividad del

hidrégeno (aH") debido al pH controlado del buffer de la solucion y la constante de equilibrio

del complejo valinomicina - ion potasio (K§I+) se puede determinar a través de un ajuste de
los datos experimentales por el método de aproximacion por minimos cuadrados (Lapresta

Fernandez, 2007).

Los cromoiondforos no pueden desprotonarse de manera completa, usualmente esto
se debe a un deficiente transporte de masas en la fase sensora del optodo, debido a que la
gradiente de concentracion del cromoionoforo es muy grande comparado con el
intercambiador de iones e impide el flujo de iones hacia el optodo. Esto hace que no pueda
desprotonarse completamente el cromoiono6foro y, por tanto, no sea posible obtener el valor
de la absorbancia correspondiente al cromoiondforo desprotonado (Ac) de la ecuacion 6 (ver
pag. 49). Para resolver esto se usa un a efectivo (0er), que se define como el grado de
protonacion maxima del cromoionoforo a un valor especifico de pH (Lapresta-Fernandez &
Capitan-Vallvey, 2011). De esta manera, el grado de protonacion del cromoiono6foro se calcula

segun la ecuacion 10.
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A-Ac Tampoén
1— o = 10
ef Agc—Ac Tampodn ( )
Donde:
AC Tampon Absorbancia a 660 nm del cromoiondforo ETH 5294 desprotonado a un valor

de pH controlado (solucion tampon).

2.6. Nano-optodo

Los nano-optodos selectivos a iones potasio (ISO) comparten algunas caracteristicas
con los bulk-optodos (C. H. Lee et al., 2017; L. Wang & Bakker, 2019). Las principales ventajas de
los nano-optodos pueden resumirse en una facil preparacion a partir de un proceso de
miniaturizacion de los bulk-optodos sin necesidad de purificacion adicional (Soda et al., 2018;
Xie & Bakker, 2017). Los nano-optodos no requieren el uso de solventes orgdnicos como THF
dado que son solubles en un medio acuoso debido a la accion del surfactante, constituyendo
una sintesis verde de nano-optodos (Yang et al., 2016). Ademas, los nano-optodos no
requieren controlar el pH del medio acuoso (Xie et al., 2014) y de mejorar la sensibilidad al
obtener limites de deteccidon mas bajos que sus contrapartes bulk-optodos (Nair & Alam,

2006).

Los nano-optodos se pueden sintetizar a partir de sonicacion, agitacion o
precipitacion de los bulk-optodos, con un elevado grado de monodispersidad (Xie & Bakker,
2017). El tamafio de las particulas del nano-optodo puede controlarse con diferentes

proporciones de surfactante (Ruedas-Rama & Hall, 2006; Stelmach et al., 2019).

La estructura del nano-optodo propuesto en esta investigacion se describe en la
Figura 7, donde los componentes del nano-optodo estan disueltos en THF y encapsulados
en una capa de Pluronic F-127, con capacidad de solubilizar y estabilizar el nano-optodo en

un medio acuoso (Grimaudo et al., 2018; Zarrintaj et al., 2018)-

La estructura de Pluronic F-127 esta formada por un copolimero tribloque con una
cadena hidrofobica central de poli 6xido de propileno de 56 unidades repetidas de longitud
(PPO, b en la figura 7) unida a dos cadenas hidrofilicas de polietilenglicol de 101 unidades
repetidas (PEG, a en la figura 7), su funcion es actuar como tensioactivo o surfactante para

prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas. El Pluronic F-127 forma una estructura
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micelar donde las cadenas de PPO hidrofébicas se proyectan al interior del nano-optodo
hacia la fase orgénica y los extremos hidrofilicos de PEG permanecen en contacto con el

medio acuoso permitiendo la disolucion del nano-optodo (Xie et al., 2013).

NN\ \N\NN
Pluronic F127

J

Nano-optodo

Figura 7. Estructuras de las micelas de las particulas de nano-optodos estabilizadas con el
surfactante Pluronic F-127, donde a = 101 y b = 56 son coeficientes del tamafio del

copolimero tribloque.

2.7. Sales de tetrafenil borato

El tetrafenilborato es ampliamente utilizado en quimica organometélica por su
elevada solubilidad en solvente organicos no polares como el THF y en quimica analitica
para la determinacion de potasio por andlisis gravimétrico y volumétrico (Nagorny et al.,
2020). Recientemente se ha utilizado los iones tetrafenilborato como extraer iones potasio
(K") y amonio (NH4"), principalmente para muestras solidas como minerales, formando un
precipitado en materiales erosionados de los minerales, también se ha propuesto su uso para
recuperar minerales radiactivos compuestos por radio-cesio (Scott & Reed, 1962). El ion
tetrafenil borato (TP4B~) mostro preferencia a acomplejarse con los iones potasio (K™),

incluso en presencia de otros aniones como cloruro (CI") (Dasgupta et al., 2021).

La estructura de K-TP4B muestra una forma cristalina, en la cual el K* se coordina
con el orbital m de cuatro anillos bencénicos, provenientes de moléculas adyacentes
formando una estructura llamada “n-cage”, que se muestra en la Figura 8 (Hoffmann &

Weiss, 1974).
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Figura 8. Estructura quimica a) 2D y b) 3D de 2 moléculas de tetrafenilborato de potasio (K-
TP4B), donde los anillos bencénicos estan de color rojo y la los orbitales del ion potasio son

de color amarillo.

Las sales de sodio de tetrafenilborato son muy soluble en agua (470 g/L), sin
embargo, la forma potasica de la sal es poco soluble en medio acuosa (1.8 x 107* g/L),
formando un precipitado blanco (Kirgintsev & Kozitskii, 1968). Si hay exceso de
tetrafenilborato de potasio se formara un precipitado de color blanco, también se puede
formar complejos tetrafenilborato con iones diferentes al K, como con iones de tamafio y

carga similar: NH4", Rb", Cs*, Ag"y TI".

La interaccion entre el ionoforo valinomicina y el ion amonio (NH*") que se muestra
en la Figura 9, forma un complejo enlazado por puentes de hidrogeno. Debido a que el ion
amonio no es simétrico, el complejo valinomicina-NH*" esta ligeramente distorsionado, mds
parecido a la simetria C3, donde tres hidrogenos del NH** estdn enlazados con tres atomos
de oxigenos de grupos éster (1.89, 1.89, 1,95 A), el ultimo hidrogeno forma 3 enlaces de
menor energia con otros tres grupos éster (2.43, 2.49, 2.28 A) (Dybal et al., 2008). Por ende,
la posicion del ion NH** dentro de la cavidad del iondforo valinomicina es excéntrica y la
formacion de complejos de valinomicina- NH*" es menos favorecido, en comparacion hacia
iones simétricos como potasio y sodio con mejores constantes de estabilidad (Rose &

Henkens, 1974).
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Figura 9. Estructura quimica del complejo valinomicina-NH*, representando los seis
enlaces entre hidrégenos y grupos carbonilo. Donde los atomos de carbono (verde), oxigeno

(naranja) y nitrégeno (celeste). Las distancias son mostradas en Angstrom (A).

2.8. Reversibilidad de los nano-optodos

Durante el desarrollo de sensores Opticos en la quimica analitica algunas
caracteristicas son deseables como la reversibilidad de la fase sensora organica del nano-
optodo, siendo aprovechable la reutilizacion del sensor para alargar la vida util de la fase

sensora del nano-optodo, asi mismo minimizar la cantidad de residuos quimicos.

Entonces se propuso que los iones potasio atrapados dentro del iondforo
valinomicina, después de realizada la medicion colorimétrica, podran migrar hacia el
exterior (fase acuosa) para formar un complejo blanco insoluble de tetrafenilborato de
potasio (TP4sB™- K*) segin la ecuacion 12, permitiendo al iondforo valinomicina quedar libre
y regenerar la protonacion del cromoionoforo I dentro de la fase sensora orgéanica, asi
manteniendo la electroneutralidad del sensor. Logrando asi que el sensor Optico (nano-
optodo) esté listo para realizar una medicion analitica, es decir lograr la reversibilidad

analitica.

[B(CeHs)4]™ + K" - K[B(CeHs)4] 4 (A1)

55



Ciertas condiciones pueden mejorar la separacion o la velocidad de precipitacion. La

1) 0 iones amonio (NH*") han mostrado que pueden ser de

presencia del ion aluminio (A
ayuda a causar la separacion del precipitado de tetrafenilborato de potasio (TP4B™- K')
(Crane, 1956). También la adicion de cloruro de plata (AgClz), aun en pequefias cantidades,
mejora la velocidad de sedimentacion del complejo tetrafenilborato de potasio (TPsB™- K)

(Riidorff & Zannier, 1952).
2.9. Teoria del color

La definicion de un método colorimétrico aplicado a una técnica analitica es aquella
capaz de detectar un analito objetivo, a través de una reaccion especifica, dando como
resultado un cambio en alguna propiedad colorimétrica, cambio de intensidad de color o

cambio de longitud de absorcion de la luz visible (Yu et al., 2019).

Fendémenos de interaccion de la radiacion electromagnética sobre los cuerpos
produce la absorcion, reflexion, dispersion y refraccion de la luz. Siendo estos los
responsables de todos los colores visibles al ojo humano. El color es una propiedad
extrinseca, dependiente de la fuente de luz expuesta y la capacidad de deteccion (Fernandes

et al., 2020).

Algunos modos de deteccion en la metodologia colorimétrica son la absorbancia, que
se fundamenta en la intensidad de la radiacion monocromatica absorbida por un compuesto
colorido, la transmitancia, que se basa en la intensidad de la radiacion monocromatica no
absorbida por un compuesto colorido y la reflectancia, basado en la medicién radiacion

monocromatica reflejada desde la superficie colorida.

Los espacios de color mas utilizados son CMYK (cian, magenta, amarillo y negro) o
RGB (rojo, verde y azul). El espacio de color HSV (Tono, Saturacién, Valor) o HSB (Tono,
Saturacion, Brillo) también se han usado para el analisis de colores digitales. Debido a la
gran variedad en dispositivos de captura de imagenes, diferentes marcas y clases de camaras
digitales, el color podria verse alterado y ser poco reproducible. En el espacio HSV se
propone un parametro llamado robustez, que es una funcion de las absorbancias y la
desviacion estandar, con ello se logra no depender de factores externos de iluminacion
(Cantrell et al., 2010). La Comision Internacional de Iluminacion (CIE) defini6 el espacio

de color CIE Lab y CIE XYZ, son todos derivados del espacio RGB, que se han utilizado en
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aplicaciones cuantitativas (Hirayama et al., 2000). El espacio de color CMYK tiene sefal de
0 a 100 % para cada color independiente, la combinacion de colores produce diferentes
colores, existen limitantes como no lograr el color negro en un espectro de color completo

(Lapresta-Fernandez & Capitan-Vallvey, 2008).

El espacio de color RGB emplea un rango de 0 a 255 (formato de 8 bits), este es un
sistema aditivo, es decir, se puede obtener otros colores partir de la combinacion de los tres
principales. El negro es representado como [R=0, G=0 y B=0] y el blanco como [R=225,
G=255 y B=255] (Lapresta-Fernandez & Capitan-Vallvey, 2008). Las coordenadas del
espacio de color RGB forman un cubo en un cuadrante del espacio cartesiano, donde cada

color es uniforme en todos los ejes como se muestra en la Figura 10.

fan (0, 255, 255) e (255,255,255)

sample (s)

blug (0,0,2553 magenta (255,0,255) [R,G,B]
| 34*'1 =
| zero intensity (z) :;“G'n;T“S'W ()
R, G, B $
, B&Elg 3
i e as b=f-z
reen (0,255,0) ellow (255, 255,0)
P y |b|/|bl=a a/b b

black (0,0,0) red (255,0,0)

Figura 10. (Derecha) Cuadrante de color para el sistema RGB. (Izquierda) Proyeccion del

vector muestra (s) en una coordenada (b"). (Saiz et al., 2023)

En el espacio RGB se obtienen 3 sefiales individuales provenientes de cada canal de
color. A través de un andlisis por cada color segln las intensidades individuales de color
RGB, el sistema de tres sefales es mas representativa de la muestra que la metodologia de
espectrometria de una sola sefial de absorbancia, por ende, los resultados obtenidos tienen

mejor sensibilidad y menores limites de deteccion (Yadav et al., 2022).

El color es dependiente de la iluminacion y la resolucion del instrumento de captura
del color. Entonces el color, puede ser facilmente alterado si no se controla ciertos
parametros. Para ello, se han disefiado implementos Opticos adicionales como lentes macro,

filtros, fibras dpticas o colimadores que se incorporan al dispositivo de captura de imagenes.

Todos los espacios de color brindan informacion relativa al color detectado, algunos

incluyen parametros como intensidad de color e iluminacidn, entonces puede ocurrir que los
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colores no sean equivalentes cuando se convierten en diferentes espacios de color o sean
detectados con diferentes dispositivos de captura, diferentes cdmaras, diferentes modelos o

marcas (Tiuftiakov et al., 2021).

Aunque existen ecuaciones que permiten interconvertir las sefiales entre distintos
espacios de color, hay informacion que se pierde y adiciona error a los resultados obtenidos.
También existen ecuaciones que correlacion las sefiales opticas (absorbancia) de los sensores
colorimétricos (optodos) con las sefiales del espacio de color RGB, pero estds ecuaciones no
toman en cuenta las variabilidades del color por la correccion gamma y la sensibilidad
espectral RGB (Soda & Bakker, 2021). Algunas relaciones entre la sefial/respuesta se han usado
para la correccion del color detectado y para mejorar la reproducibilidad de la sefial (Ahuja
et al., 2014; Tiuftiakov et al., 2021). Por lo tanto, se hace crucial escoger el adecuado espacio
de color para minimizar los errores y la variabilidad durante el proceso de deteccion del

color.
2.10. Métodos colorimétricos con sensores Opticos

En la quimica analitica, la necesidad de métodos colorimétricos cada vez mas rapidos
y precisos, ha ido en aumento, que se refleja en el incremento de las publicaciones en el
periodo 2000-2022 sobre analisis colorimétricos segiin se muestra en la Figura 11. Ademas,
la tendencia en la miniaturizacién de métodos cuantitativos es compatible con los métodos

colorimétricos aqui descritos (Tiuftiakov et al., 2021).

Documents by year
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Figura 11. Numero de publicaciones en el periodo 2000-2022 en la base de datos Scopus

con el término de busqueda “colorimetric analysis”. Derechos de autor Elsevier.
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La metodologia colorimétrica es la técnica de deteccion de analitos mas empleada,
basados en el cambio de intensidad del color o en el cambio en la longitud de onda de
absorcion de la luz de un cromoforo en presencia del analito objetivo (Jain et al., 2020). Esta
sefal optica es traducida como el grado de desprotonacion del cromoiondforo I segin la
variable “1-0”, el cual es usado como base para la cuantificacion de los analitos por los
sensores Opticos como los optodos. La obtencion de las sefiales 6pticas como la absorbancia
de luz en el rango visible se realiz6 cominmente por técnicas espectrofotométricas clasicas,
con elevada sensibilidad, respuesta rapida, facilidad de aplicacion y facil aplicacion a
distintos tipos de analitos. Este sistema de medicion también tiene limitantes en sistemas

poco homogéneos y es necesario controlar factores como el pH del medio.

Las bases historicas en el desarrollo de los analisis colorimétricos se inician en el afio
1852, afio en que se presento las bases de la 6ptica como la ley de Beer (Beer, 1852), luego
se desarrollaron equipamiento especializado en la medicion de color como los primeros
dispositivos colorimétricos durante el siglo XIX propuestos por Miiller (Miiller, 1853),

Dehm (Miiller, 1863) y Duboscq (Stock, 1994).
2.11. Captura de imagenes con camaras digitales

La cuantificacion del analito a partir de capturas de imagenes permite resolver la
informacion optica de la fase sensora del optodo a un sistema de tres dimensiones en el
espacio de color RGB con el filtro de color Bayer. Una limitante de los colores RGB es la
dependencia directa entre la deteccion del color y la resolucion espectral de la camara
fotografica (Christodouleas et al., 2015). El ruido Optico suele ser la variabilidad de color
entre pixeles vecinos, dependiendo de la homogeneidad del color de la muestra estudiada y
de la resolucion de la camara digital. La adecuada atenuacion del ruido optico es crucial en

la calidad de la imagen como sefial analitica. (Zieger et al., 2022).

Los datos obtenidos por la metodologia clasica de espectrofotometria UV-Vis son
coherentes con los datos a base de captura de imagenes en el espacio de color RGB (Soda et
al., 2019a). Se tom6 como longitudes de onda para el color rojo (R, red) a 660 nm, para el
color verde (G, green) a 520-555 nm y para el color azul (B, blue) a 460 nm (Elsabaa et al.,
2022). Es decir, se puede estimar el valor de a de la ecuacion 4 (ver pag. 49), a partir de la
intensidad de la luz, segin la ley de Beer-Lambert de la ecuacion 13, que relaciona la
absorcion de la luz y la intensidad de las sefiales en un medio especifico. A partir de las
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intensidades de color del cromoiondforo del optodo se puede calcular o seglin la ecuacion

13 (Soda & Bakker, 2021).

A= —logip;! (12)
log (V/1,,)

Sy
Donde:
I Intensidad de la luz final.
Io Intensidad de la luz inicial.
Inc Intensidad de la luz del cromoiondforo protonado.
Ic Intensidad de la luz del cromoiondforo desprotonado.

Se puede obtener el valor a directamente de los colores independientes del espacio
RGB. El cromoionéforo I no tiene una sefial del color azul (460nm) proporcional a su estado
de protonacion, por ende, se utiliza los colores rojo y verde (Tiuftiakov et al., 2021). Por ello

no se uso la sefial del color azul en la ecuacion 14 (Soda & Bakker, 2021).

ool
a= ﬁ (14)

Rp Gp
Donde:

R Intensidad de la luz del color rojo.

G Intensidad de la luz del color verde.

Gp Intensidad de la luz del cromoiondforo protonado del color verde.

Rp Intensidad de la luz del cromoionéforo protonado del color rojo.

Rp Intensidad de la luz del cromoiono6foro desprotonado del color rojo.
Gp Intensidad de la luz del cromoionodforo desprotonado del color verde.

60



[IP¥2]

En este trabajo se propuso una nueva ecuacion para el célculo de “o” como un
cociente o ratio entre las dos sefiales del cromoionoforo I (ETH 5294), los valores tedricos
de 540 nm a un estado desprotonado y a 660 nm para un estado protonado, los valores
experimentales pueden variar ligeramente. Estas sefiales pueden reemplazar a los colores
verde (520-555 nm) y rojo (600 nm) de la ecuacion 15, al ser cercanos, en una ecuacion
radiométrica dependiente de las sefales del cromoionoforo segun se muestra en la ecuacion

16.

El uso de una funcién radiométrica, que emplean un ratio entre sefales, para
cuantificar el analito, ha mostrado en metodos 6pticos la no dependencia de la intensidad de
la luz de fondo o de la sensibilidad espectral (Ye et al., 2007). En este caso el calculo de a
es dependiente de las absorbancias del cromoiono6foro a diferentes longitudes de onda de

intensidad de luz.

I x1
log( A540 HC A660/I )

HC As40 X lasso (15)

=
log (‘¢ As40 X IHC Ac60/
IHc As40 X Ic As60

Donde:

Iasso  Intensidad de la luz del cromoioné6foro a 540 nm.

Iasso  Intensidad de la luz del cromoion6foro a 660 nm.

Ihc as40 Intensidad de la luz del cromoiondforo protonado a 540 nm.
Ic as40 Intensidad de la luz del cromoionéforo desprotonado a 540 nm.
Inc ass0 Intensidad de la luz del cromoionoéforo protonado a 660 nm.

Ic as60  Intensidad de la luz del cromoiondforo desprotonado a 660 nm.

2.12. Métodos analiticos basados en la captura de imagenes

Los métodos analiticos colorimétricos son estudiados por su perfil de absorbancia en
el rango del espectro visible (400 -800 nm) y son una poderosa herramienta en el disefio de
nuevos sensores quimicos (Fernandes et al., 2020). Estas caracteristicas Opticas como el
cambio de la longitud de onda en la absorbancia de la luz es compatible con los optodos,
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capaces de cambiar la intensidad de color o la longitud de onda absorbida en forma

proporcional a la concentracion de un analito.

En la literatura, las metodologias colorimétricas se han utilizado con distintos
dispositivos para la deteccion de color, como los escéneres (Lapresta-Fernandez & Capitan-
Vallvey, 2008), analizadores digitales de color (Hirayama et al., 2000), camaras de teléfonos
inteligentes “‘smartphone” (Masawat et al., 2017), dispositivos con sensores CCD
(dispositivo de acoplamiento de carga) y CMOS (semiconductor de oxido de metal
complementario) (Ehgartner et al., 2014; Stromberg et al., 2009). La mayoria de los
dispositivos colorimétricos son portatiles y facil de usar, pero son sensibles a los cambios en
factores externos como la iluminacién o la estabilidad de la alimentacion eléctrica. La
homogeneidad en el proceso de medicion del color es crucial en la determinacion del analito,
por ende, se debe controlar las variables que alteren el color detectado por las camaras
digitales. Una deficiente iluminacion puede causar una reduccion en la amplitud de la sefal

y una respuesta no correlacionada a la concentracion del analito (Tiuftiakov et al., 2021).

La instrumentacion basica de un equipo de deteccion de color incluye una fuente de
radiacion en rango de luz visible que sea estable, un detector para la radiacion y filtros de
luz (monocromadores) en caso de ser necesario. En este trabajo se propone el uso de
dispositivo de captura de imagenes como cadmaras digitales portatiles (Christodouleas et al.,
2015) y de diodo emisor de luz (LED) como fuente de luz visible, permitiendo obtener
diferentes colores, es decir, diferentes longitudes de onda, segin la energia de la banda
prohibida del semiconductor, explicado como la diferencia de energia (Bui & Hauser, 2015;
DASGUPTA et al., 1993). Los diferentes colores son generalmente obtenidos a partir de la
combinacion de la emision de colores como rojo, verde y azul en diferentes proporciones
segun el espacio de color RGB. El uso de LED como herramienta en quimica analitica esta
reportado como parte de dispositivos mas pequefios, con capacidad de analisis portatiles

(Rios et al., 2009).

En los altimos 10 afios, las técnicas colorimétricas han ganado popularidad debido a
la tendencia de miniaturizacion de dispositivos analiticos y el avance en la tecnologia de
captura de imagenes como en la globalizacion del uso de celulares inteligentes o smartphone
(Fernandes et al., 2020). El aumento en la accesibilidad de estos dispositivos tecnoldgicos
son una herramienta ampliamente compatible en el andlisis colorimétrico, en el mismo

sentido, las tecnologias optoelectronicas como los diodos emisores de luz (LED) como
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fuente de luz estable, robusta y de bajo coste. El desarrollo de sensores colorimétricos como
los optodos con capacidad portatil para la medicién de color bajo condiciones controladas
(Stich et al., 2009) en la cuantificacion de analitos interesantes es aplicable en diversos
campos de la ciencia como bioanalitica (Kanchi et al., 2018), medicina o alimentos (Hatcher

et al., 2004).
2.13. Instrumentacion de dispositivos de captura de imagenes

La tecnologia en los dispositivos de captura de imagenes nos provee herramientas
utiles para la deteccion del color en sensores Opticos. Las caracteristicas de las camaras
digitales que actualmente existen en el mercado son adecuadas y con una buena resolucion
para la deteccion del color. Ademas, el acceso a internet en estos dispositivos permite el
intercambio de imagenes de forma casi inmediata, dado que se puede almacenar las imagenes
en la nube y esta puede ser analizada por especialistas, sin la necesidad de los requerimientos
de control durante el transporte de muestras al laboratorio. Este tipo de analisis es
especialmente 1til en caso de ser aplicado en zonas de escasos recursos o zonas alejadas de

centros urbanos.
2.13.1. Camaras digitales

Dispositivos de captura de imagenes como camaras digitales, cimaras web, escaneres
o teléfonos inteligentes presentan caracteristicas como facilidad de uso, capacidad de
portabilidad y la posibilidad de resultados instantdneos (Mei et al., 2016). El constante
avance en la tecnologia de estos dispositivos, como el aumento en la resolucion optica y
mayor capacidad de memoria interna, los convierte en herramientas potentes en
metodologias colorimétricas, Utiles en aplicaciones de analisis quimico en diversos campos
de la ciencia (McCracken & Yoon, 2016). También se han desarrollado metodologias
adecuadas, en plataforma smartphone, de facil acceso y aplicabilidad para su empleo por
personal no capacitado (Yadav et al., 2022). Debido a estas caracteristicas, la tecnologia
smartphone permite escalar las metodologias colorimétricas u otras sefiales Opticas de una
manera sencilla para la cuantificacion de un amplio espectro de analitos como cationes,

aniones y metales pesados (Kecili et al., 2021).

Las imégenes en un smartphone estan compuestas por pixeles, cada pixel contiene
toda la informacion relativa al color e iluminacion de esa area especifica. La cantidad de
pixeles puede ser usado en la determinacion del color pues es directamente proporcional a
la resolucion de cada imagen. La mayoria de las camaras digitales estan clasificadas como
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un dispositivo de carga acoplada (CCD), compuesta de un sustrato de silicio, con una matriz
de condensadores de tecnologia semiconductor metal-6xido (MOS) utilizado en camaras de
fotografia de gama profesional o con un semiconductor complementario metal-6xido
(CMOS) mas comun en camaras digitales de celulares y webcam (ERENAS RODRIGUEZ,
2011). Esta matriz de sensores MOS, tiene una disposicion de cuadricula de fotodiodos, cada
uno de estos es llamado pixel, los fotones de luz interactian con los fotodiodos durante un
tiempo de almacenamiento o tiempo de integracion, durante el cual se genera una carga
proporcional a la intensidad de luz recibida. En este trabajo se us6 un detector CCD con

filtro de Bayer, con filtros de color compatibles con el espacio RGB.

Un dispositivo externo como el amplificador de sefial o transistor MOS recibe la
carga de cada fotodiodo de la matriz y la transforma a una sefial eléctrica o voltaje
correspondiente a la sefial Optica recibida por cada pixel, donde el color percibido por cada
pixel es la intensidad aditiva de la combinacion de cada color individual (rojo, verde y azul).
Al ser un proceso eléctrico, puede ser reversibles, es decir, después de la descarga, el pixel
esta listo para detectar el color nuevamente. En el caso de un transistor CMOS, cada pixel
funciona de forma independiente entre si, es decir, cada pixel es capaz de emitir el color
verdadero. En resumen, un sensor Optico convierte la luz recibida en una sefial eléctrica,
utilizando un software de conversion analogico/digital generando una imagen de mapa de

bits.

El principio optico en la deteccion del color por las camaras digitales es la
reflectancia difusa. La reflectancia se da por la interaccion de la luz incidente sobre la
superficie de la muestra, en la cual, una parte penetra la superficie y se absorbe, mientras la
luz restante se refleja. La mayoria de los cuerpos absorben la luz en forma de radiaciéon y
son adecuados para el analisis por captura de imagenes. Se han reportado publicaciones que
correlacionan un cambio de color con reacciones quimicas que logran desarrollar curvas de
calibracion de analitos de interés a partir de las imagenes obtenidas de camaras digitales
(Benedetti et al., 2015; Luiz et al., 2015; Pessoa et al., 2017). Otro factor relevante es la
distancia focal, es decir, la distancia entre la camara digital y la superficie de la muestra
estudiada. El uso de un soporte para mantener inmoévil la cdmara digital evita errores durante

la captura de imagenes

En el caso de teléfonos inteligentes “smartphone” como herramienta de captura de

imagenes no se puede controlar algunos parametros como brillo o balances de blancos. Para
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contrarrestar estos efectos, se han usado aplicaciones que controlan esos parametros 6pticos,
por ejemplo. la aplicacion “Open Camera”, que controla el balance de blancos, ajuste de
sombras y estabilizacion de imagen automatica, de esa forma se pueden obtener imagenes

de buena calidad sin variabilidad entre las repeticiones.

Luego del proceso de captura de iméagenes digitales, la sefial colorimétrica se extrae
desde una region de interés (ROI) de la superficie de la muestra, previamente seleccionada
de cada imagen. Esta region seleccionada debe ser una superficie homogénea y difusa (no

brillosa) para la obtencion de un color representativo de la muestra original.
2.13.2.LED

El LED (light-emitting diode) usado es denominado como un dispositivo de montaje
en superficie (SMD). En esta, los diodos se colocan directamente sobre una placa de circuito
impreso (PCB), usualmente viene en trios de colores RGB y el color producido es una
combinacion de los colores individuales. Las especificaciones técnicas son variables
dependiendo del modelo. Los LEDs suelen ser bastantes pequefios, usualmente de 3 x 3 mm

y con una potencia optica de hasta 250 mW (Fernandes et al., 2020).

Los LEDs son una fuente de luz, siendo una herramienta capaz de controlar la
intensidad de la luz, con una luminosidad constante (W. Chen et al., 2019). Durante el
proceso de medicion, también debe considerarse la naturaleza de la muestra y reducir el
exceso de brillo reflejado desde la superficie de la muestra. Una técnica muy utilizada es
iluminar la muestra desde distintos angulos para reducir el ruido luminico durante la

deteccion del color (Albizu et al., 2020).
2.13.3. Transductor de senal

El transductor de sefial usado en este trabajo fue un ordenador de placa simple (SBC)
Raspberry Pi 4 B con una camara digital de 5 MP y una fuente de luz LED SMD 5050. El
ordenador Raspberry Pi utiliza un algoritmo programado en el lenguaje Python para la
deteccion del color del optodo, seglin el espacio de color RGB. La celda de medicidon consta
de una estructura cuadrada aislada de la luz ambiental, esta cuenta con conexiones tipo USB

para la alimentacion eléctrica y la fuente de luz LED.

El tratamiento de color se basa en de la digitalizacion de la imagen, teniendo en
cuenta factores como el brillo, el tono de color, el grado de transparencia y la intensidad o la

difusion de la luz reflejada sobre el color (Saranchina et al., 2021). Algunos requisitos para
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la captura de imagenes son: tener una distribucion del color homogénea en la superficie y
utilizar como principio una reaccion quimica completa, es decir, el color sea estable y no
cambie durante el paso del tiempo (Xing et al., 2020). En caso la muestra sea lo
suficientemente transparente, que el color del fondo pueda afectar el color detectado por la
camara digital, se deberd mantener un fondo de color blanco, debido a que el color blanco

no altera las condiciones de medicion (Kalinichev et al., 2019).

Algunos autores han reportado el uso de aplicaciones para teléfonos inteligentes para
el tratamiento de la informacion del color. La aplicacion mencionada es “Photometrix”
disponible en la tienda de aplicaciones digital, este software soporta el analisis de calibracion
lineal por el método de minimo cuadrados (PLS), ademas de tener la capacidad de extraer
las sefiales colorimétricas de las imagenes en el espacio de color RGB (Helfer et al., 2018;

Soares et al., 2020).
2.14. Técnicas de caracterizacion de los nano-optodos
2.14.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

El SEM es una técnica que escanea superficies de distintos tipos de materiales. Esta
técnica utiliza un haz de electrones de baja energia que se mueven sobre la superficie del
material para enfocar y escanear las muestras. La funcion principal del microscopio
electronico de barrido (SEM) es ampliar pequefias caracteristicas u objetos que de otro modo
serian invisibles para la vista humana. Lo hace mediante el uso de un haz de electrones en
lugar de la luz que se utiliza para formar imagenes en los microscopios de luz optica. Las
imagenes se obtienen escaneando un haz de electrones de alta energia sobre la superficie de
la muestra. En virtud de su longitud de onda més pequefia, los electrones pueden resolver
caracteristicas o detalles mas finos de los materiales en una medida mucho mayor en

comparacion con la luz optica (Ul-Hamid, 2018)

A diferencia del microscopio electronico de transmision (TEM) que utiliza electrones
transmitidos, el microscopio electronico de barrido (SEM) utiliza electrones emitidos segun
la Figura 12. El microscopio electrénico de barrido se basa en aplicar energia cinética para
producir sefales sobre la interaccion de los electrones superficiales del material estudiado.
Estos electrones son electrones secundarios, electrones retrodispersados y electrones
retrodispersados difractados que se usan para ver elementos cristalizados y fotones. Los
electrones secundarios y retrodispersados se usan para producir una imagen. Los electrones
secundarios emitidos por la muestra desempefian el papel principal de detectar la morfologia
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y la topografia de la muestra, mientras que los electrones retrodispersados muestran contraste

en la composicion de los elementos de la muestra (Mohammed & Abdullah, n.d.).

Las muestras destinadas al SEM han de cumplir dos condiciones: deben estar secas
y ser conductoras. El proceso de secado ha de llevarse a cabo preservando al méximo la
estructura original de la muestra. Para ello tenemos dos alternativas: usar el método clasico
de fijacion y deshidratacion quimica o utilizar el moderno método de fijacion fisica por
criofijacion que ya estd acoplado a uno de los microscopios. En ambos casos la muestra
necesita recubrirse después con un material que la haga conductora y permita su observacion

en el microscopio (Ul-Hamid, 2018).
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Figura 12. Esquema comparativo de técnicas de formacion de imagenes en (a) microscopios

electronicos de luz, (b) TEM y (c) SEM.

2.14.2. Dispersion dindmica de luz (DLS)

El DLS se basa en el hecho de que las nanoparticulas en dispersion coloidal se
mueven aleatoriamente debido al movimiento browniano, provocado por la dispersion de la
luz incidente. Cuando el tamafo de las nanoparticulas es inferior a 1/10 de la longitud de
onda de la luz incidente, se produce una dispersion elastica denominada dispersion de
Rayleigh. Por el contrario, cuando el tamafio de las nanoparticulas supera este umbral, se

produce una dispersion ineldstica y anisotropica, denominada dispersion de Mie. Esto se
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muestra a detalle en la Figura 13.
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Figura 13. Esquema comparativo de la dispersion de Rayleigh y Mie, segin el tamafio de la

particula.

El DLS utiliza un haz de luz suave en lugar de un haz de electrones de alta energia
para interactuar con las particulas. Debido a ello, el DLS se puede usar para medir los radios
hidrodindmicos (Rh) de las particulas coloidales suspendidas con un amplio rango de
tamafos. El radio hidrodindmico se define como el radio de la hipotética esfera dura que se
difunde con la misma velocidad que las particulas ensayadas bajo DLS. En realidad, las
particulas dispersas estan hidratadas o solvatadas junto con su corona y a menudo no son
completamente esféricas. La composicion de la corona, especialmente la corona blanda, es
dinamicay fluctia con el tiempo segun la fuerza idnica, los tipos de moléculas mas pequeias
y mas grandes presentes en el medio ambiente y la naturaleza de los solventes. Para calcular

kg T

el radio hidrodinamico (Rh) se usa la ecuacion de Stokes-Einstein D = p—— En este

nRp

modelo, las particulas dentro del liquido se consideran esferas duras e insolubles, D es el
coeficiente de difusion traslacional de particulas, kg es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura del liquido, n es la viscosidad dindmica del liquido y Rn es el radio

hidrodindmico de la particula.
2.14.3. Efecto Tyndall

El efecto Tyndall es una caracteristica de nanoparticulas en suspension o coloides,
en la que “la luz azul de longitud de onda corta se dispersa con mas fuerza que la luz roja de

longitud de onda larga” (Encyclopaedia Britannica Inc., 2021). El efecto Tyndall se produce
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a partir de particulas de tamafio similar a la longitud de onda de la luz. El fisico John Tyndall

(1820 — 1893) estudio el fenomeno extensamente.

Cuando un haz de luz relativamente angosto como el laser atraviesa una solucién
coloidal, las nanoparticulas presentes desvian la luz y se muestran pequefias y brillantes

manchitas de luz llamadas orbes. Este fendmeno no es apreciable en soluciones verdaderas.
2.15. Validacioén analitica

La validacion de un método analitico es el proceso de verificar los requisitos
necesarios para un correcto funcionamiento de los dispositivos analiticos segtn el alcance
de su aplicacion, en términos de un buen desempefio e idoneidad, segin normas
internacionales que regulan a los laboratorios de servicios a nivel mundial como las normas
ISO/IEC 17025. Especificamente, el apartado 5.4.2 de la ISO/IEC 17025 define la necesidad
de validar un método: “El laboratorio debe utilizar los métodos de ensayo o de calibracion
que sean apropiados para los ensayos o las calibraciones que realiza” (Norma Técnica
Peruana, 2017). Un esquema del proceso de validacion de un método analitico se muestra
en la Figura 14. El proceso de validacion debe ser 1o mas amplio posible, es decir, se debe
probar la mayor cantidad posible de requisitos segun la aplicacion de la metodologia

(Magnusson, 2014)

Es importante validar un método analitico, no solo para obtener resultados fiables en
diversas areas de la vida humana (Magnusson, 2014), sino también para detectar algun
compuesto contaminante en ensayos previos a la salida del mercado de un producto
alimentario, incluyendo diversos campos de accién como agricola, medioambiental, clinico,

construccion, entre otros.

Otro punto resaltante de la validacion analitica es la adecuada toma de decisiones,
por ejemplo, un resultado proveniente de un método no validado podria provocar el retiro
incorrecto de un lote de productos del mercado y las consecuencias en términos econdémicos
y legales. Cuando un resultado es poco confiable, el cliente no sera capaz de tomar buenas
decisiones a partir de estos. Mdas aun, si la metodologia disefiada es novedosa, el método
debe validarse para un uso adecuado, es decir, sin errores. Por ende, no solo es importante
desarrollar un método analitico de facil uso y de bajo costo, también es importante

comprobar la capacidad de la metodologia durante el proceso de validacion analitica.

69



Establecer la
necesidad de
validacion

Definir los
requisitos para la
validacion

|

Identificar el
analito y el
método

Validar el Optimizacion
método del método

J y

NO
¢ El método e5
valido?

¢El método e5
valido?

El método no se

Utilizar el sl
puede validar

método

Figura 14. Proceso de validacion de un método, iniciando con la necesidad de cuantificar un
analito, pasando por la validacidon y optimizacion, hasta la aplicacion de la metodologia

validada.

2.16. Estadistica
2.16.1. Estadistica descriptiva

La estadistica descriptiva es la rama de la estadistica que resume la informacion de

forma clara y sencilla.
e Medidas de tendencia central

Los estadisticos de tendencia central son valores que describen el comportamiento
de un grupo de datos y los resumen en un valor inico para un tipo especifico de distribucion
de datos. Las medidas de tendencia central mas comunes son la media aritmética o

comunmente llamado promedio, la mediana y la moda.

La media aritmética (X) es un valor que describe el promedio de los datos, es
calculada de la sumatoria de todos los datos dividido entre el nimero de datos (n). La media
aritmética es el estadistico mas usado y es util para grupos grandes, grupos mayores a treinta

datos y cuando la distribucién de datos es normal o paramétrica, definido como una
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distribucion que sigue la curva de Gauss.

. . , . _ yx
Media aritmética X= =

La mediana es un valor que divide el grupo de datos en dos partes iguales, los datos
deben ordenarse en forma ascendente, este estadistico es util para datos con distribucién no
normal. En el caso de un grupo con numero de datos pares, se escoge los dos datos centrales
y se calcula la media aritmética, en el caso de un grupo con nimero de datos impares, se

escoge el dato central. Otra forma de calcular la mediana es con el uso de percentil 50 (Pso).

La moda es el valor mas repetido del grupo de datos, independientemente de la
posicion que ocupe dentro de la serie de datos, dependiendo la distribucion de datos puede

existir mas de un valor de moda.

e Medidas de dispersion

Los estadisticos de dispersion son valores que describen la extension en un grupo de
datos, es decir, que tan alejados o cercanos estan los datos de un mismo grupo, estos
estadisticos son complementarios a las medidas de tendencia central. Las medidas de

dispersion mas usadas son la varianza y desviacion estandar.

La varianza (c?) es una medida de dispersion que se calcula la distancia entre un
grupo de datos y la media aritmética del grupo. La varianza es un valor cuadratico, esto se

hace para volver todos los valores al positivo.

2 Z(Xi—)_()z
- n

Varianza o

La desviacion estandar (o) es la medida de dispersion mas empleada y se calcula a
partir de la raiz cuadrada de la varianza. La desviacion estandar es 1til porque estd en las
mismas unidades de los datos. Otro estadistico util es la desviacion estandar relativa (RSD)
que se calcula con la conversion de la desviacion estandar a porcentajes, este estadistico es

util cuando el grupo de datos es muy disperso o relativamente pequefio.

Un parametro de control para la validacion analitica es el RSD teorico planteado por
Horwitz, en el cual se define una tolerancia méxima a la concentracion de un analito,

dependiente unicamente de su propia concentracion (Horwitz & Albert, 2006).

o , I(xi — %)?
Desviacion estandar o = / (ln )
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ox100

Desviacion estandar relativa RSD =

RSD Horwitz RSDyorwitz = 21-0.5logC

2.16.2. Estadistica inferencial

La estadistica inferencial es un conjunto de procesos por los cuales se logra deducir
informacion de un grupo de datos a partir de su estadistica descriptiva. La estadistica
inferencial aplicada a la validacion analitica es el contraste de hipotesis, en el cual se plantea
una hipdtesis afirmativa o nula para comprobar los requisitos de validacion y una hipotesis
negativa o alterna en caso no se cumpla la hipétesis inicial. Los resultados dependen de la
calidad de los datos de estadistica descriptiva, 6sea deben ser lo mas representativo posible

al grupo de datos original.

Los criterios de aceptacion de la hipdtesis nula dependen de ciertos intervalos de
confianza, superior e inferior, definidos previamente al analisis estadistico. Este criterio de
aceptacion se suele expresar en forma de porcentaje en el nivel de confianza, usualmente se
usa un valor minimo de 95 %, como 0.05 (Seoane et al., 2007). Es decir, si el resultado del
p-value > 0.05 la prueba estadistica es mayor al nivel de confianza establecido (95 %), se
dara como aceptara la hipdtesis nula, en caso contrario, cuando el valor de p-value < 0.05 es

menor o igual al nivel de confianza establecido se rechazara la hipotesis nula.
2.16.3. Grafico de control

Los pardmetros estadisticos de la validacion se comparan con un valor de referencia
para evaluar la trazabilidad de la medicion de los resultados. Los graficos o cartas de control
son herramientas utiles para comparar la desviacion entre los datos de un mismo grupo. Los
mas usados son los graficos de control de Stewart, en el cual se evalua si un grupo de datos
0 un proceso estd dentro de unos valores restringidos previamente definidos, dichos datos se

grafican en una tabla control para evaluarse estadisticamente (Koutras et al., 2007).

Los parametros de una validacion analitica que pueden evaluarse con graficas de
control son la precision, la veracidad y la estabilidad. En la evaluacion de la precision se
toman valores repetidos de una concentracion conocida del analito, este grupo de datos es
graficado y se contrasta la desviacion estandar del grupo de datos o alguno de sus derivados

contra un valor de tolerancia maxima. En la evaluacion de la veracidad los datos seran
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confrontados con un valor de referencia o valor cominmente verdadero (VCV), la
estimacion del valor de referencia puede ser tomado de un valor de un método certificado,
ya sea realizado por el mismo laboratorio o externamente, también puede ser tomado por la

recuperacion de concentracion en muestras fortificadas

Los criterios de aceptacion utilizados para aceptar o rechazar las hipotesis de la
validacion analitica son estimados previamente y suele utilizarse el mismo nivel de
aceptacion planteado en la estadistica inferencial, es decir, un 95 % de nivel de confianza

durante la validacion.
2.16.4. Analisis de regresion lineal

Un analisis de regresion es un andlisis de correlacion entre dos variables para generar
una ecuacion capaz de relacionar las variables de sefial y respuesta. La regresion es un
modelo para predecir el comportamiento de un sistema de medicion y es usado en validacion
analitica para describir un modelo de calibraciéon de un instrumento de medicion para la

cuantificacion de un analito.

Seglin el tipo de relacion entre la sefial y respuesta, la mas comin es la regresion
lineal simple, una respuesta (denominada Y) y una sefal predictora (denominada X). La
ecuacion de calibracion describe como cambia la variable respuesta Y segiin cambios de la
variable sefial X y predecir el valor de la variable respuesta a partir de cualquier sefial en un

rango de repuesta, segun la calibracion.

La metodologia para calcular la ecuacion es la regresion lineal, es la de minimos
cuadrados ordinarios (OLS), la ecuacion se enfoca en minimizar la suma al cuadrado de las
distancias entre los puntos de valores experimentales y los valores tedricos. El valor de
distancia entre ambos puntos es llamado residuales, estas tienden a cero segun el ajuste del
modelo, algunos requisitos para una correcta calibracion son: deben ser aleatorios, es decir

no deben presentar una tendencia estadistica y también presentar una distribucién normal.

El modelo de regresion lineal esta descrito en una ecuacion tipo “Y = mX +b”, donde
las variables X e Y son valores de senal y respuesta respectivamente. Adicionalmente, las
variables de la ecuacion son la pendiente (m) como el grado de inclinacion de la linea de

calibracion y la intercesion (b) es el punto de cruce con el eje Y.
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2.17. Herramientas estadisticas para la validacion
2.17.1. Prueba de normalidad

La distribucion normal es una distribucion de datos con forma de campana de Gauss,
en el medio se tiene la mayor probabilidad de concentracion de los datos y esta va
disminuyendo a ambos lados segun la desviacion estandar del grupo. En una distribucion de
datos normal como en la Figura 15, se estima que aproximadamente el 95 % de los datos
estan en un rango de dos desviaciones estandar de la media aritmética y aproximadamente

un 99.7 % de los datos estan contenidos en tres desviaciones estandar.

Figura 15. Histograma de una distribucion normal, en el eje X se muestra la distribucion de

datos seglin su desviacion estandar.

La prueba de Anderson-Darling es la mas usada para determinar la naturaleza normal
de la distribucion de un grupo de datos. En esta evaluacion se compara una funcion de
distribucion experimental acumulada con una distribucion normal esperada de referencia,
cuando las distribuciones son estadisticamente iguales se concluye que la distribucion de
datos estudiada es normal y es compatible con las pruebas paramétricas, en caso contrario

se debera utilizar las pruebas no paramétricas para realizar la validacion analitica.

En este trabajo nos centraremos en herramientas estadisticas para la validacion
analitica de un grupo de datos (concentracion de analitos) con distribucion normal, por ende,

todas las siguientes pruebas mostradas son aplicables a datos paramétricos o normales.

El estadistico Anderson-Darling establece que tan normal es distribucion de un grupo

de datos, cuando mayor sea el valor del p-value asociado a la prueba de normalizada, la
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distribucion de datos sera estadisticamente mas similar a una distribucion normal. Si se ha
establecido un nivel de confianza del 95 % para la validacion analitica, en caso de obtener
un p-value > 0.05 se acepta la hipotesis de distribuciéon normal y se pueden aplicar las

pruebas paramétricas.
2.17.2. Prueba de t-student

La prueba estadistica de t de | muestra consiste en comparar la media aritmética de
un grupo de datos versus un valor de referencia, cuando no se conoce la desviacion estandar
tipica del grupo de datos estudiado. Esta prueba es util para comprobar la veracidad y
selectividad en la validacion analitica, debido a que se puede comparar la media aritmética
de la concentracion del analito obtenida en la validacion analitica con un material de
referencia (un patrén primario del analito estudiado, un analisis externo por un laboratorio
acreditado, etc.), también se puede utilizar para comprobar los cambios antes y después de
un proceso (la adicién de un interferente), dado que la hipotesis es planteada como la
igualdad estadistica del grupo de datos experimental contra un valor de referencia o valor

verdadero llamado media hipotética.
Para la prueba de t de 1 muestra, las hipotesis son las siguientes:
e Hipotesis nula (Ho): p =po La media (p) es igual a 1a media hipotética (po).

e Hipotesis alternativa (Hi): p # o La media (p) es diferente a la media hipotética
(1o)-

La prueba estadistica de t de 2 muestras consiste en comparar la media aritmética de
dos grupos de datos, cuando no se conoce la desviacion estandar tipica de los grupos de datos
estudiados. Esta prueba es util para verificar la precision en la validacion analitica, debido a
que se puede comparar las medias aritméticas de las concentraciones de un mismo analito
obtenidas de la validacion analitica, provenientes de diferentes fuentes, por ejemplo:
diferentes analistas, diferentes equipos de medicion o diferentes métodos de analisis. Dado
que la hipotesis es planteada como la diferencia estadistica de valores de los dos grupos es

igual a cero llamado diferencia hipotética.
Para la prueba de t de 2 muestras, las hipdtesis son las siguientes:

e Hipotesis nula (Ho): p1 - p2 = 0o La diferencia entre las medias (1 - p2) es igual

a la diferencia hipotética (o).
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e Hipdtesis alternativa (H1): 1 - po # do La diferencia entre las medias (1 - p2)

no es igual a la diferencia hipotética (o).

Los resultados son mostrados en un rango de valores segun el nivel de aceptacion,
normalmente 95 %, en los cuales deben contener a la media aritmética del grupo de datos y

el p-value obtenido debe ser mayor a 0.05 para dar por aceptado la hipotesis nula.

Una forma simplificada de interpretar los resultados es con un grafico de cajas se
presenta en la Figura 16, en el cual se muestra un resumen de la distribucion de datos en
cuatro partes equitativas, la caja el 50 % de valores centrales y cada cola el 25 % de valores
superiores e inferiores, donde la mitad de la caja representa la media aritmética. Los datos
asimétricos, datos fuera del nivel de confianza, deben ser excluidos y el tratamiento

estadistico debera ser nuevamente analizado.

R I

Figura 16. Grafica de distribucion de datos individuales (derecha) y grafico de caja

(izquierda).

2.17.3. Prueba de igualdad de varianzas

La prueba estadistica de prueba de igualdad de varianzas consiste en comparar las
desviaciones estandar o algun derivado como la varianza o el RSD entre dos o mas grupos
de datos. En casos especificos para dos grupos de datos, se usa la prueba F de Fisher y en

casos de tres 0 mds grupos, se usa la prueba de Bartlett.

Esta prueba es util para comprobar la precision en la validacion analitica, debido a
que se puede comprobar la desviacion estandar de los resultados obtenidos en la validacion
analitica por diferentes fuentes, por ejemplo: diferentes analistas, diferentes equipos de
medicion o diferentes métodos de andlisis, dado que la hipotesis es planteada como el
cociente o ratio estadistico de las desviaciones estdndar de ambos grupos es igual a uno,

llamado relacion hipotética.
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Para la prueba de igualdad de varianzas las hipotesis son las siguientes:

e Hipdtesis nula (Ho): 61/62=...=01/on=K=1 La relacion entre la desviacion
estandar del primer grupo (c1) y la desviacion estandar del segundo grupo (o2) o

grupo de n datos (on) es igual a la relacion hipotética (K)

e Hipotesis alternativa (Hi): 61/02=...=0c1/on#K#1 La relacion entre la
desviacion estandar del primer grupo (c1) y la desviacion estandar del segundo grupo

(02) o grupo de n datos (o,) no es igual a la relacion hipotética (K).

La prueba de igual de varianzas es aplicable a diferentes cantidades de grupos de
datos. La prueba F y la prueba Bartlett son sensibles a cualquier variacion en la normalidad
de los datos, es decir, cualquier dato atipico puede alterar el estadistico obtenido, debido a
ello, existen dos variaciones a la prueba de varianzas, el método de Bonett y el método de
Levene. La prueba de Bonett es independiente del tipo de distribucion en los datos y la
prueba de Levene es mas exacta cuando existe asimetria en la distribucion o la dispersion de

los valores es elevada, 0sea tiene mas datos en los externos inferior o superior.

Cuando se calcula la desviacion estandar, los resultados de desviacion se presentan
como un intervalo de confianza o intervalo Bonferroni segin un factor especifico a un nivel
de confianza previamente determinado, usualmente al 95 %. La interpretacion de estos
resultados consiste en buscar algiin solapamiento entre la distribucion de datos de los grupos,
si existe algin solapamiento se concluye que las desviaciones no son estadisticamente

diferentes entre si, por ende, se acepta la hipotesis nula.

Los resultados son mostrados en un rango de valores segtin el nivel de aceptacion,
normalmente 95 %, en los cuales deben contener a la media aritmética del grupo de datos y
el p-value obtenido debe ser mayor a 0.05 para dar por aceptado la hipdtesis nula, en esta
prueba estadistica se suele comparar los p-value obtenidos para la prueba de homogeneidad
de varianza o prueba F para el método Bonett y Levene. Para esta prueba estadistica también
es util usar el grafico de cajas con el intervalo de confianza de Bonferroni para comparar la

dispersion entre grupos de datos.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia experimental de este capitulo abarca un 70 % de desarrollo
experimental del proyecto. Los pasos experimentales de la metodologia se presentan en la

Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de la metodologia experimental aplicada durante en el desarrollo,

caracterizacion, optimizacion y validacion del bulk-optodo y nano-optodo.

Desarrollo de los optodos

eSintesis del bulk-optodo: basado en ionoforo Valinomicina.

e*Miniaturizacion del nano-optodo: formacion de micelas estructurales de
Pluronic F-127.

Caracterizacion de los optodos

eCaracterizacion del bulk-optodo por las tecnicas espectroscopetricas UV-Vis.

e Caracterizacion del nano-optodo por las tecnicas microscopicas como SEM
(Scanning Electron Microscopy) y tecnica para medir el tamafio DLS (Dynamic
Light Scattering).

eVerificacidon del Efecto Tyndall en las micelas.

Optimizacion de los optodos

*Optimizacion de los bulk-optodos.

eComposicion: lonoforo (Valinomicina), Intercambiador de lones (K-TCPB) vy
Cromoionoforo (CHI).

eCalibracion lineal y rango de trabajo.

*pH y concentracién del buffer.
*Optimizacion de los nano-optodos.

eConcentracién del surfactante.

Validacion de los optodos

eDeterminar los parametros analiticos.
eSelectividad: Efecto de los interferentes Na*, Li*, Ca?*, Mg?*.
eSensilibilidad: Limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC).
ePrecision: Intraensayo e interensayo.

eVeracidad: Comparacion analitica con metodo de referencia, Absorcion
Atomica (AA) y electrodo selectivo a iones (ISE).

eTiempo de respuesta: estabilidad de la sefial analitica.

Aplicacion de los optodos

eAplicaciéon de los nano-optodos en muestras de suelos agricolas reales.

eEfecto de la ilumacion: Dependencia de la iluminacion en la cuantificacién de
color.

eReversibilidad de los nano-optodos: Reutilizacion de los nano-optodos.
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3.1. Reactivos y materiales

Todos los reactivos de partida se describen en la Tabla 6. Estos se usaron para la

sintesis de la fase sensora del bulk-optodo y nano-optodo selectivo a iones potasio (ISO).

Estos reactivos se pueden encontrar en el catdlogo de Sigma Aldrich y son importados por

Quimica Service SRL. Todas las soluciones se prepararon utilizando agua ultrapura, que se

obtuvo mediante un sistema de purificacion de agua de 6smosis inversa Millipore Tipo 1

(18,2 mS/cm). Los reactivos de partida se usaron como llegaron y sin pretratamiento previo.

Tabla 6. Reactivos quimicos de partida empleados para la sintesis del bulk-optodo y nano-

optodo selectivo a iones potasio (ISO).

Pureza

iones

Plastificante

Cromoiono6foro

Solvente orgéanico

Tampon

Precursor del
cromoionoforo

Surfactante

Reactivo
Funcion Compuesto
, Ionéforo de potasio I
Ion6foro . .
Valinomicina
Membrana Cloruro de polivinilo de alto peso
olimérica molecular
P PVC
Tetrakis (4-clorofenil) borato de
Intercambiador de potasio

Tetrakis [3,5-bis (trifluorometil) fenil]
borato de sodio

Bis (2-etilhexil) sebacato
DOS

Cromoionéforo I
3 — Octadecanoilimino — 7 -
(dietilamino) - 1,2 - benzofenoxacina, 9
-(Dietilamino) — 5 -

(octadecanoilimino) — 5 H — benzo [a]

fenoxacina

Azul de Nilo liofilizado
ETH 5294

Tetrahidrofurano
THF

Tris(hidroximetil)aminometano
TRIS

Acetato de sodio trihidrato
Cloruro de azul de Nilo
Cloruro de estearoilo
Pluronic F-127

> 98 % (TLC)

Grado ACS

>98.0 %

>95.0%

>97.0%

Grado ACS

>99.9 %

Grado ACS

95 %
97 %
Grado ACS
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3.2. Preparacion del optodo
3.2.1. Sintesis de la fase sensora del bulk-optodo

Para la sintesis del bulk-optodo selectivo a iones potasio (ISO) se planted un
procedimiento inicial que se optimiz6 en pasos posteriores. Primero se sintetiz6 un bulk-
optodo selectivo a iones potasio (ISO) que se deposito en una placa de vidrio y se sec6 hasta

la completa fijacion.

Un esquema de la sintesis de la fase sensora del bulk-optodo se presenta en la Figura
17. Esta sintesis se realizo con 2.7 mg del ionéforo de potasio I: Valinomicina (2.4 pmol),
1.2 mg del intercambiador de iones, la sal lipofilica tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio
(2.4 umol) y 1.4 mg de cromoiondforo I: ETH 5294 (2.4 umol) y con 160 mg del plastificante
DOS y 80 mg de PVC. Todos los componentes se disolvieron en 1.0 mL de THF. La mezcla
de componentes del optodo se le denomin6 cocktail para potasio. La fijacion del bulk-optodo
en la placa de vidrio de 20 mm x 20 mm con 0.25 mm de espesor se realizé con 20 pL del
coctel y se mantuvo en un ambiente saturado de THF hasta completa evaporacion del
solvente (Seiler & Simon, 1992). El producto obtenido es una fase sensora de color rojizo o bulk-

optodo util para la medicion directa.

80



1.2 mg
Tetrakis (4-clorofenil)
borato de potasio
K-TCPB
(2.4 pmol)

X

1.4 mg
.2‘7 me COCKTAIL para Cromoioncforo
Valinomicina potasio en 1.0 mL de ETH-5294
(2.4 pmol) THE CHI
(2.4 pmol)

L

SOPORTE
160 mg DOS
80 mg PVC

L

BULK-OPTODO }

Figura 17. Diagrama experimental de la sintesis de la fase sensora del bulk-optodo.

3.2.2. Sintesis de la fase sensora del nano-optodo

Un esquema de la sintesis del nano-optodo se resume en la Figura 18. Esta sintesis
se llevd por un proceso de miniaturizacion del bulk-optodo a nano-optodo. Se utilizé una
alicuota de 20 pL del cocktail del bulk-optodo en 2,0 mL de agua ultrapura y 20 mg de
Pluronic F-127. Luego sé sonico a 30 °C en un bafio maria a una potencia de 70 % de 40
kHz por 60 minutos o hasta una completa disolucion de la fase sensora (Xie et al., 2013). En
caso de presencia de particulas insolubles es necesario la purificacion del nano-optodo a
través de la completa eliminacion del solvente THF purgandolo con aire comprimido hasta
obtener un liquido transparente, seguido de un proceso de centrifugado para eliminar los

restos de polimero desprendidos durante la sintesis (Xie & Bakker, 2017).
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COCKTAIL para S‘fg’SJREE
potasio en 1.0 mL ) M
de THE Pluronic F-127
1.0 %
( ]
L

Sonicar a 70 % de
40 kHz por 1 hora en
bafio maria a 30 °C

Y

(NANO-OPTODO)

Figura 18. Diagrama experimental de la sintesis de la fase sensora del nano-optodo.

3.3. Caracterizacion del bulk-optodo y nano-optodo

La caracterizacion del bulk-optodo y nano-optodo se realizd aprovechando los
perfiles de absorcion del cromoiondéforo ETH 5294 con picos méaximos de longitudes de
onda cercanos a 540 nm para el estado desprotonado del cromoiondforo y picos cercanos a
600 nm y 660 nm para el estado protonado del cromoiondforo (Seiler et al., 1991). En un
analisis de barrido desde 400 nm a 800 nm se evalu6 el desplazamiento hipsocrémico
producido por la desprotonacion del cromoiondforo ETH 5294 desde longitud de onda
aproximado desde 660 nm a 540 nm con un punto isosbéstico cercano a 580 nm (Bamsey et

al., 2012; De Orbe-Paya et al., 2007).

Durante la caracterizacion estructural, los nano-optodos se sometieron a técnicas de
dispersion dindmica de luz (DLS) para estimar las dimensiones de las micelas de Pluronic
F-127- Algunas publicaciones con micelas de similares concentraciones, alrededor de 1.0
%, exhibieron un didmetro promedio entre 40 nm a 100 nm (Xie & Bakker, 2017). También, los
sensores se caracterizaron por la técnica de Microscopia electronica de barrido (SEM) para
comprobar la forma de la superficie del material y obtener el radio hidrodindmico de las
micelas del nano-optodo. Finalmente, se efectud la comprobacion del efecto de Tyndall con
el uso de un rayo laser para evaluar la difraccion de la luz en soluciones coloidales como los

nano-optodos.
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3.4. Metodologia analitica

La metodologia analitica es un proceso de investigacion en el cual se verifico la
optimizacion y la validacion de las partes del desarrollo de bulk-optodo y nano-optodo que
se presenta en forma resumida en la 7abla 7. Inicialmente, se determind el proceso de
medicion del bulk-optodo y nano-optodo. Explicado como una secuencia de operaciones
especificas para llevar a cabo un anélisis quimico, este proceso es sistematico y secuencial.
También se realiz6 un proceso de optimizacion, en el cual se analiz6 los factores que afectan
al resultado, en este caso, los factores cruciales que afectan directamente el cambio de color
a la fase sensora del optodo. Este andlisis consiste en estudiar el efecto de la realizacion de
algun cambio especifico sobre las variables experimentales. Ademas, se evaluaron los
resultados obtenidos a través de criterios de aceptacion previamente definidos. Este proceso

es secuencial y esta basado en el disefio experimental.

Tabla 7. Resumen de la metodologia experimental aplicada en la optimizacion y validacion

del bulk-optodo y nano-optodo.

Optimizacion Validacion

Composicion del optodo Selectividad

s |ondforo Interferentes: MNa¥, LiY, a2ty hg?t
*|mtercambiador deiones
s Cromoionoforo -
Sensibilidad
Limite de deteccidn (LD}
. o Limite de cuantificacidn (LC)
Calibracion
s hodelo sigmoide Precision

s odelo lineal
odelo linea *Repetibilidad

Aditivos *Reproducikilidad

sPolimero - plastificante Veracidad

* Abhsorcion Atdmica
Estabilizacion

*oH Estabili
abilidad
s Concentracion del buffer
* Syrfactante Tiempo de respuesta
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Finalmente, se realiz6 un proceso de validacion analitica sobre la metodologia
optimizada basado en normativas internacionales. La selectividad del bulk-optodo y nano-
optodo se realizo frente a otros posibles iones interferentes como iones sodio (Na®), litio
(Li"), calcio (Ca™) y magnesio (Mg*?). La sensibilidad se resolvio al calcular el limite de
deteccion (LD) como la minima concentracion detectable y el limite de cuantificacion (LC)
como la minima concentracién medible a niveles de precision aceptable. La precision en la
medicion efectuada se analizd en condiciones de repetibilidad, sin cambios durante la
medicion y en condiciones de reproducibilidad, con algunos cambios durante la medicion.
La veracidad de los resultados de los nano-optodos es la comprobacion de la idoneidad de

la metodologia analitica por comparacion con una metodologia de referencia.
3.4.1. Proceso de medicion del bulk-optodo

El proceso de calibracion del bulk-optodo se realizé con soluciones estandares de
potasio entre 1.0 M y 10°® M preparadas en solucién tampén de TRIS 20 mM a pH 7.00,
valor escogido debido a ser un valor de pH neutro y ser menor al valor del pKa del
cromoiondforo ETH 5294 de 8.00 (Xie et al., 2016). Luego se sumergi6 el bulk-optodo en
la solucion estandar o solucion problema a fin de analizar el cambio de color estable de la
fase sensora del bulk-optodo. El cambio y la estabilizacion del color es rapida, usualmente
toma entre dos o tres minutos. La calibracién se efectu6 a una longitud de onda cercana a
660 nm como longitud de onda tedrica, correspondiente con el pico absorbancia del estado
desprotonado del cromoiondforo 1. Luego se puso la solucién de calibracion con el bulk-
optodo sumergido en la celda de lectura de cuarzo de 10 mm para la medicidon en un equipo

de espectroscopia de UV-VIS en un rango de lectura desde 400 nm a 800 nm.

La fuente de potasio usada es la sal de cloruro de potasio (KCI). Se prepard una
solucion madre de 1.0 M. Las soluciones estandar de calibracion de concentraciones de 1.0
M, 10" M, 102 M, 103 M, 10* M, 10°> M y 10" M de potasio se prepararon a partir de una

solucion de la solucion madre.

Nota: El bulk-optodo es reversible, es decir pueden volver a usarse, para ello se necesitan
que los iones potasio (K*) retenidos en el interior de la fase sensora del bulk-optodo sean
expulsados. Después de su uso el sensor se trato con dcido clorhidrico al 10 mM (HCI),

luego del cual el color azul inicial regreso para la siguiente medicion.
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3.4.2. Proceso de medicion del nano-optodo

El proceso de calibracion del nano-optodo se realizd con soluciones estandares de
potasio entre 1.0 M y 10 M. Entonces se mezcld 2.0 mL del nano-optodo con 0.5 mL de la
solucion de calibracion preparada en buffer TRIS 20 mM de pH 7.00 o en una proporcion
[4:1] para el nano-optodo y muestra. Luego se midi6 la absorbancia a longitudes de onda de
660 nm o al valor de maxima absorbancia experimental cercano a 660 nm en la celda de
lectura de 10 mm de cuarzo para la medicidon en un equipo de espectroscopia de UV-VIS en

el rango desde 400 a 800 nm.
3.4.3. Optimizacion del bulk-optodo y nano-optodo

La optimizacion se repite tanto para el bulk-optodo como para el nano-optodo, este
se realizo sobre la propuesta inicial descrita en 3.2.1 Sintesis de la fase sensora del bulk-
optodo y 3.2.2 Sintesis de la fase sensora del nano-optodo. El proceso de optimizacion se
realiz6 a través del disefio experimental sobre las variables criticas, es decir, sobre variables
especificas de la metodologia analitica que afectan directamente al desempefio final del

S€nsor.

Todos los tests de optimizacion de esta seccion se llevaron a cabo de manera
ordenada y se aplicaron los cambios de orden superior e inferior sobre las variables, ademas
se evaluaron los resultados obtenidos a través de criterios de aceptacion previamente
definidos. La optimizacion se efectud sobre una variable cada vez, para que los resultados
obtenidos sean proporcionales a esa variable especifica. Los resultados fueron realizados por

triplicado para obtener valores de desviacion estdndar en la medicion.
e Optimizacion de la calibracion del modelo sigmoide y del modelo lineal

El proceso de optimizacion de la calibracion sigmoide se describe en la Tabla 8§,
donde se analizo la correlacion entre la actividad del ion potasio (aK*) como variable
independiente en el rango de concentraciones desde 1.0 M hasta 10° M de potasio en el eje
X y el grado de desprotonacion del cromoionoforo I o ETH 5294 (1-a) como variable

dependiente en el eje Y.

85



Tabla 8. Propuesta de optimizacion de la curva de calibracion del bulk-optodo selectivo a

iones potasio (ISO), variando la sefial de respuesta del eje Y.

Calibracion
Optimizacion
. Criterio d
Fie X Fie Y i er10" e
aceptacion
1 Actividad de 1-o fo
2 iones potasio A 600/ A 660 Coe men‘Fe’: de
Propuesta correlacion
3 entre A sq0/ A g0
N % (r)>0.95
4 10 MalO M A540/A6()()

Todas las mediciones durante la optimizacion se realizaron a las mismas condiciones
de medicién en una solucion tampoén TRIS 20 mM a pH 7.00. Primero se tomo la absorbancia
a 660 nm o a la longitud de onda correspondiente al pico representativo a 660 nm de la fase
sensora del optodo a diferentes grados de protonacion del cromoiondéforo ETH 5294.
También se analizaron las absorbancias a diferentes longitudes de onda como los picos
aproximados a 540 nm para la forma completamente desprotonada del cromoiono6foro y a
los picos aproximados de 600 nm y 660 nm para la forma completamente protonada del
cromoiondforo (Seiler et al., 1991). Luego, se determiné la linealidad de la respuesta del
optodo a diferentes condiciones de “1-a” para un rango de concentracion de potasio. El
criterio de aceptacion de la calibracion del optodo se estim6 obteniendo un valor superior a
0.95 de coeficiente de determinacion (r?) a un nivel de aceptacion del 95 % (Van Loco et al.,
2002). En caso que el modelo de calibracion sigmoide no cumpla con los requeridos de
linealidad, se plane6 la transformacion desde un modelo sigmoide a un modelo lineal segun

la ecuacion 10 (ver pag. 51).
e Optimizacion de la composicion del bulk-optodo y nano-optodo

La optimizacion de la composicion del optodo se hizo a través de variar la proporcion
del iondforo valinomicina, intercambiador de iones, tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio
y del cromoionéforo ETH 5294 para obtener una mejor respuesta y mayor selectividad de la
fase sensora del optodo a iones potasio, traducido como una mayor amplitud en el cambio

de color de la fase sensora del optodo.
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El equilibrio i6nico dentro de la fase sensora del optodo se debe mantener constante
durante el analisis (Du & Xie, 2017), debido a ello, las concentraciones del ionoforo,
intercambiador de iones y cromoiondforo son iguales, es decir C; = Cs = Cc. La propuesta
inicial contempla concentraciones de 2.4 uM del iondforo valinomicina, intercambiador de
iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y cromoiondéforo ETH 5294, durante la

optimizacion se vari6 en proporciones sobre la composicion inicial segun la Tabla 9.

Tabla 9. Propuesta de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio
(ISO), variando la proporciéon de las concentraciones del iondforo valinomicina,

intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y cromoion6foro ETH 5294.

Int i
Proporcion | Tondforo " erca'mblador de Cromoionéforo
iones
Optimizacion Tetrakis (4- Criterio de
[1:S:C] |Valinomicina| clorofenil) borato ETH 5294 aceptacion
de potasio
Propuesta Concentracion (p.mol‘L'l)
1 1:1:1 2.43 2.42 2.40
Variacion del
., 2 2:1:1 4.86 2.42 2.40
ionoforo
3 3:1:1 7.29 2.42 2.40
Comparacion
Variacion del 1 L:1:1 243 242 2.40 grafica con la
intercambiador de | 2 2:2:1 4.86 4.84 2.40 curva
iones 3| 331 7.29 7.26 2.40 sigmoide
tedrica
1 1:1:1 2.43 2.42 2.40
Variacion del
., 2 2:2:2 4.86 4.84 4.80
cromoion6foro
3 3:3:3 7.29 7.26 7.20

Los valores de constante de equilibrio del complejo ion potasio-valinomicina, K§I+
se determinaron con los datos experimentales por el ajuste de minimos cuadrados para la
zona central de la curva sigmoide de la actividad del ion potasio (aK") y “1 - o™ (Capitan-
Vallvey et al., 2002). El criterio de aceptacion de la optimizacidn de la calibracion se evalu6d
por comparacion grafica con la curva sigmoide tedrica del optodo segun la ecuacion 9 (ver
pag. 51).

e Optimizacion de la proporcion del polimero

El polimero PVC y el plastificante DOS son los componentes estructurales del bulk-
optodo, que dan soporte a los componentes activos del optodo para que interactie

directamente el analito como el iondforo. El soporte estructural también actua como barrera
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lipofilica e impiden la disolucion de los componentes activos del optodo al medio acuoso de

la solucién problema.

El policloruro de vinilo (PVC) es el polimero mas usado, por las excelentes
propiedades inertes frente a medios abrasivos, es estable y de bajo costo. El uso de aditivos
como estabilizantes o plastificantes puede modificar las propiedades fisicas del material
como la rigidez o flexibilidad del polimero para diversas aplicaciones. La homogeneidad
estructural de la superficie de la fase sensora del optodo se evalué a una concentracion
intermedia de 10~ M de potasio. La proporcion inicial contempld cantidades de 80 mg de
PVC. Durante la optimizacién se modificaron las proporciones de polimero PVC y del
plastificante DOS segun la Tabla 10. La proporcion idonea entre el plastificante y el

polimero PVC se mantuvo en 2:1 para aplicaciones en optodos (Lapresta Fernandez, 2007).

Tabla 10. Propuesta de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio

(ISO), variando la proporcion del polimero PVC y plastificante DOS.

Polimero Plastificante
Optimizacion PVC DOS Criterio de aceptacion
Cantidad (mg)
1 40 80 Evaluar la
Propuesta 2 80 160 homogeneidad de la
3 120 240 fase sensora del
4 160 320 optodo

e Optimizacion de la proporcion del plastificante

El plastificante DOS disminuye la viscosidad del polimero y aumenta la
homogeneidad de la fase sensora del optodo, en consecuencia, mejora la transferencia de
iones potasio (K") desde la solucion analito a la fase sensora del optodo (Konstantin N.,
2013). La homogeneidad estructural de la superficie de la fase sensora del optodo se evaluo
a una concentracion intermedia de 10~ M de potasio. La proporcion inicial del plastificante
se propuso en 160 mg de DOS y 80 mg de PVC. Las propuestas de variantes de la cantidad
de plastificante DOS y PVC, que se testearon con fines de optimizacion, se presentan en la

Tabla 11.
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Tabla 11. Propuestas de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio

(ISO), variando el contenido masico del plastificante DOS y del polimero PVC.

Polimero Plastificante
Optimizacion PVC DOS Criterio de aceptacion
Cantidad (mg)

1 80 80

2| 80 120 | Evalu.‘j lj ]
Propuesta 3 80 160 ogogenrfl ?a del a

4 20 200 se sensora de

optodo
5 80 240

e Optimizacién del valor de pH y de la concentracion del buffer

Para seleccionar el valor de pH de trabajo adecuado se puede partir del valor tedrico
de pKa del cromoionoforo ETH 5294 de 8.00 (Xie et al., 2016). El buffer
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) tiene un pKa de 8.06 (Buckenmaier et al., 2003), con
una capacidad amortiguadora de pH entre 7.0 y 9.2 al adicionar soluciones diluidas de acido
clorhidrico (HCI). Otro buffer util es el acetato de sodio (CH3COONa) con un pKa de 4.75
(Kuo et al., 2016), con una capacidad amortiguadora de pH entre 5.0 y 6.8 al adicionar
soluciones diluidas de acido acético (CH3COOH). Los diferentes valores del pH del buffer
con una concentracion de 20 mM se muestran en la Tabla 12, donde la constante de
equilibrio del optodo (K§I+) para cada valor de pH se determind a partir de la curva sigmoide
de la actividad del ion potasio (aK") y de “I-a”. También se evalud la concentracion del
buffer para el valor de pH previamente optimizado. Los valores de pH del buffer y de las
concentraciones del buffer evaluadas con fines de optimizacion se muestran en las Tabla 13

v Tabla 14, respectivamente.

Tabla 12. Propuestas de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio

(ISO), variando el valor de pH del buffer.
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Optimizaciéon |Valor de pH Buffer Criterio de aceptacion

1 pH35.0 |Acetato de sodio 20 mM
2 pH 6.0 Acido acetico
Eval 1 1
Propuesta 3 pH 7.0 valuar e s.esgo.de as
TRIS 20 mM curvas sigmoides
4 pHS.0 Acido clorhidrico
5 pH9.0

Tabla 13. Propuestas de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio

(ISO), variando la concentracion del buffer.

Concentracion
Optimizacia . .,
ptimizacion | Valor de pH del buffer (M) Criterio de aceptacion
1 7 0.10 ., ,
Comparacion grafica
Propuesta 2 / 0.20 con la curva sigmoidal
’ 3 7 0.30 te(')ricagm
4 7 0.40

Para una concentracion del buffer muy baja (<0.10 M), la capacidad amortiguadora
del buffer fue insuficiente para tamponar el pH de la solucion problema de iones potasio y
para concentraciones elevadas del buffer (>0.40M), el nivel de ruido analito se incremento

y produjo interferencia en las mediciones para las concentraciones de iones potasio.
e Optimizacion de la cantidad del surfactante

El surfactante Pluronic F-127 es un compuesto anfifilico o anfipatico con dos
extremos hidrofilicos de polietilenglicol (PEG) y una zona central hidrofébica de poli 6xido
de propileno (PPO) en su estructura quimica. La parte hidrofébica es capaz de encapsular a
los componentes organicos del optodo disueltos en THF y formar interfases organicas en

medios acuosos formando una emulsion debido a la parte hidrofilica del surfactante.

La formacion del nano-optodo se realizé por métodos de dispersion del bulk-optodo
mediante generadores de ultrasonido de alta energia (Pratap-Singh et al., 123 C.E.). La
formaciéon de una emulsion conformada de micelas esféricas estd estabilizada por el
surfactante Pluronic F-127 para prevenir la aglomeracion (Sahu et al., 2011). La cantidad
del surfactante Pluronic F-127 esté relacionado con el tamafio de las micelas. Los tamaiios

promedio obtenidos por estos procedimientos son entre 40 nm y 100 nm (Xie & Bakker, 2017).
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La cantidad inicial propuesta de surfactante Pluronic F-127 fue de 10 mg para formar el

nano-optodo y las variaciones de la cantidad de surfactante se muestran en la Tabla 15.

Tabla 14. Propuestas de optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio

(ISO), variando la cantidad del surfactante Pluronic F-127.

, Cantidad de
. . ., |Cantidad de ) .. .,
Optimizacion Pluronic F-127 | Criterio de aceptacion
optodo (uL)
(mg)
! 10 Evaluar la dispersion y
2 20 N
Propuesta 3 20 30 el tamafio del nano-
4 40 optodo

3.4.4. Validacién de la metodologia analitica

La wvalidacion analitica del optodo se desarrolld segin guias normativas
internacionales (Eurolab Espafia Eurachem, 2016) y se aplico sobre la metodologia

previamente optimizada.
e Selectividad

La selectividad analitica de un sensor quimico es la capacidad de no alterar la sefial
de respuesta de un analito especifico en presencia de otros analitos independientes conocidos
como interferentes (Comité conjunto para las guias en metrologia, 2012). Una caracteristica
importante de los optodos es una elevada selectividad analitica a sus respectivos iones

objetivos (Dekina et al., 2018; H. Li et al., 2017; MacKinnon, 2003; Mistlberger et al., 2014).

La estequiometria del complejo ion-iondforo valinomicina es dependiente del
tamaflo y valencia de los iones sodio (Na), litio (Li"), calcio (Ca*?) y magnesio (Mg*?)
(Dybal et al., 2009, 2010; Ehala et al., 2009). La evaluacion de la selectividad se describe en
la Tabla 15, en la cual se afiadio la concentracion de interferentes como los iones sodio (Na*),
litio (Li"), calcio (Ca*?) y magnesio (Mg*?) a una solucién estandar de potasio y se comprobd
que la sefal de respuesta a iones potasio (K*) no varie significativamente. También se probo
la selectividad a iones plata (Ag") debido a que durante el proceso de reversibilidad se agregd

cloruro de plata (AgCl). Se consider6 como criterio de aceptacion no sobrepasar la
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variabilidad teorica a cada nivel de concentracion de potasio establecida por el RSDuorwitz.

Los principales interferentes que se analizaron para este optodo selectivos a iones
potasio (ISO) fueron los iones alcalinos y alcalinos térreos, debido a que pertenecen a la
misma familia quimica del potasio y pueden competir por los sitios de complejacion con el
ion6foro valinomicina. Ciertas caracteristicas pueden afectar la respuesta del optodo en
presencia de iones interferentes diferentes al ion potasio objetivo, por lo que se mantuvieron
constantes los parametros analiticos como la fuerza idnica del medio, la concentracion del

buffer tampon y el valor del pH del buffer.

Tabla 15. Validacion metodologica de la selectividad del optodo selectivo a diferentes

concentraciones de iones potasio (ISO) frente a otros cationes interferentes.

Selectividad
Validacion Ion Concentracion de potasio { Criterio de
Interferente interferente (J +) (M) aceptacion
Na'
Lit RSD
Ca®? Horwitz
a
para:
+2 4 2
Propuesta . 1+\/IgL.+ 10 10 1.0 107 = + 8%
Ca”-M 1.0 =+2%
Ag+

En la Tabla 16 se presenta la evaluacion metodoldgica de la selectividad del optodo

a iones potasio mediante el calculo de la constante de formacion del complejo ion

interferente y del ionéforo valinomicina (KMi~X"), donde el metal interferente (M;)
representa a los iones sodio (Na™), litio (Li"), calcio (Ca*?) y magnesio (Mg™?) para todo el

rango de trabajo previamente establecido. Esta constante de formacion de complejo frente a

opt

iones interferentes es llamada, coeficiente de selectividad (kK+_]

), donde J son los

interferentes como iones sodio (Na), litio (Li"), calcio (Ca*?) y magnesio (Mg™?). Este

coeficiente de selectividad se usé para evaluar el grado de desviacion de la concentracion de
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potasio en presencia de los iones interferentes. Este coeficiente se calculd por la distancia
horizontal o sesgo entre las curvas sigmoides de K e interferente a un nivel de a = 0.5 (Morf
et al., 1990; Phichi et al., 2020). La interpretacion de una constante de selectividad igual a
1.0 de una concentracion de iones interferentes es que da una sefial analitica equivalente a
un 10 % de la concentracion de potasio y para valores de coeficiente de selectividad mayores
a 1.0, la interferencia es menor. Por ende, el criterio de aceptacion es que los coeficientes de
selectividad de los interferentes sean mayores a 1.0 en todo el rango de concentraciones

potasio del bulk-optodo y nano-optodo.

Tabla 16. Validacion metodologica de la selectividad del optodo selectivo a iones potasio

(ISO) frente a otros cationes interferentes.

S Selectividad
Validacion — - — -
Interferente| Concentracion del interferente (M) Criterio de aceptacion

1 * . .
5 Ni Sesgo de las curvas sigmoides a a = 0.5

Propuesta 3 CLIQ 10°10°10%10° 102 10" 1.0 Rango de bulk-optodo: 10%- 1 M

a oy

4 M2 Rango de nano-optodo: 10™- 1 M

e Sensibilidad

La sensibilidad analitica de un sensor quimico es la relacion entre un pequeiio cambio
de concentracion del analito y su correspondiente variacion de la sefial analitica. Un requisito
de la sensibilidad es que esta relacion debe ser lo suficientemente grande para no confundirse
con el ruido analitico (Comité conjunto para las guias en metrologia, 2012). La estimacion
de la sensibilidad analitica se realiz6 a partir de la desviacion estandar de muestras blanco o
estandares de muy baja concentracion de potasio. La evaluacion de la sensibilidad incluy6
la estimacion del limite de deteccion (LD) definido como la menor cantidad de analito
potasio, cuya sefial puede distinguirse del ruido analitico. También se determino el limite de
cuantificacion (LC) definido como la menor cantidad de potasio con niveles de precision
aceptables para poder distinguirse de los blancos analiticos. E1 LD y LC se calcularon segin

se presenta en la Tabla 17.

Tabla 17. Estimacion del limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) del optodo

selectivo a iones potasio (ISO).
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Validacién Sensibilidad

Criterio de aceptacion

Un nivel de concentracion o ) Limite de deteccion
cercano al blanco reactivo | 10 repetlmones y estimar la (LD)
10° M (bulk-optodo) y 10 desviacion estan(.llar (o) de LD=3xo
4 la concentracion de — T
M (nano-optodo) de potasio Limite de cuantificacion
potasio (LC)
LC=10xo

e Precision

La precision analitica durante la medicion de un analito objetivo se puede definir por
la capacidad de repetibilidad y reproducibilidad del sistema de medicioén. Las condiciones
de repetibilidad de medicion son: el mismo procedimiento de medida, los mismos analistas,
las mismas condiciones de operacion y lugar de trabajo, en un periodo de tiempo corto y las
condiciones de reproducibilidad de medicidon son: un diferente procedimiento de medida,
diferentes analistas, diferentes condiciones de operacion y lugar de trabajo, en dias diferentes
de medicion (Comité conjunto para las guias en metrologia, 2012). La verificacion de la
repetibilidad y reproducibilidad del optodo selectivo a iones potasio (ISO) se describe en la
Tabla 18, en la cual, las mediciones de repetibilidad se hicieron sobre un mismo optodo y
las mediciones de reproducibilidad fueron sobre diferentes optodos. Ademas, el criterio de
aceptacion se verifico a partir del célculo de la desviacion estandar relativa (RSD) de las
mediciones del optodo a tres niveles de concentracion de potasio y se compararon con el

valor de RSD Horwitz teoricos (Horwitz & Albert, 2006).

Tabla 18. Validacion metodologica de la precision de repetibilidad y reproducibilidad del
optodo selectivo a iones potasio (ISO) para tres niveles de concentracion de potasio de 1.0

M, 10° My 10 M para el bulk-optodo y de 1.0 M, 102 M y 10"* M para el nano-optodo.
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Precision
Validacion | Repetibilidad ~ Reproducibilidad
Mismo analista  Diferente analista

Criterio de aceptacion

Tres niveles de concentracidon ., ,
La desviacion estandar

Bulk-optodo [ 1.0 M, 10> My 10 M de potasio | relativa (RSD) no debe
ser mayor al RSD de

Nano-optodo | 1.0 M, 102 My 10 M de potasio Horwitz

e Veracidad

La veracidad analitica se describe como la proximidad entre el promedio de los
resultados obtenidos por un sistema de medicion y un valor de referencia obtenido por otro

método analitico (Comité conjunto para las guias en metrologia, 2012).

La veracidad analitica del optodo selectivo a iones potasio (ISO) se comprobo por
comparacion de los resultados analiticos del optodo con una metodologia de referencia. Los
métodos de referencia mas usados son la espectroscopia de absorcion atomica (AA) o
espectroscopia de plasma de acoplamiento inductivo con emisidon optico o masas (ICP-OES

/ ICP-MS), el analisis de la veracidad se describe en la Tabla 19.

Tabla 19. Validacion metodoldgica de la veracidad del optodo selectivo a iones potasio (ISO)
por comparacion con la espectroscopia de absorcion atdmica (AA) y el electrodo selectivo a

iones (ISE).

Veracidad
Validacion
Inicial Criterio de aceptacion
Método de referencia:
Espectroscopia de absorcion El valor de las
Concentracién atbmica (AA) concen’tracwnes de ambos
3 Electrodo selectivo a iones (ISE) métodos debe ser
10° M de iy .
i estadisticamente iguales en
potasio Meétodo propuesto: una prueba de t-student de dos
Optodo selectivo a iones potasio colas
(ISO)
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e Tiempo de respuesta

El tiempo de estabilizacion es el tiempo maximo de contacto entre el optodo y una
solucion de potasio, durante el cual, el color de la fase sensora se mantiene estable. Para el
bulk-optodo se calcul6 la variabilidad de la sefial analitica por un intervalo de tiempo de
hasta 2 horas después de desarrollado el color, no se analizé el cambio en la sefial analitica
por mas tiempo, debido a la poca homogeneidad de la fase sensora del bulk-optodo como se
explico anteriormente, debido a la solubilidad parcial del soporte polimérico PVC con el
plastificante DOS en el medio acuoso de la muestra problema. Para el nano-optodo se calculd
la variabilidad de la sefal analitica por un intervalo de tiempo de hasta 48 horas después de
desarrollado el color. La ampliacion en la estabilidad de la sefial analitica se explico por la
elevada homogeneidad de la fase sensora del nano-optodo, debido a no tener un soporte
polimérico plastificado y al estabilizador de superficie pluronic F-127, responsable de

contener y aislar a la fase orgédnica del nano-optodo del medio acuoso.

El tiempo necesario hasta la estabilizacion de la sefial analitica del optodo se estimé
por mediciones periddicas del mismo optodo segin la Tabla 21. Este procedimiento es
necesario para estimar el tiempo en el cual aparecen los errores aleatorios en la medicion del
optodo. Los efectos externos como la humedad de la fase sensora del optodo, la temperatura
del ambiente y fuentes de luz externa pueden producir la descomposicion de los

componentes activos del optodo.

Tabla 20. Validacion metodolédgica del tiempo de respuesta del optodo selectivo a iones

potasio (ISO) por mediciones a diferentes intervalos de tiempo.
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Tiempo de vida

Validacion

Tiempo Unidades Crlterlo.(,le
aceptacion
Bulk-optodo: 15 minutos
Lom, 10°my| 30 El valor
“ 1 absoluto de
10" M de .,
] 2 concentracion
potasio
Propuesta 3 no supere la
Nano-optodo: =
> 6 horas maxima
LOM, 10" My [ ¢ tolerancia del
10* M de 24 RSDyorwitz
potasio 48

El criterio de aceptacion se evalud a partir de la variacion de la sefial analitica a través
del tiempo para tres niveles de concentracion de potasio de 1.0 M, 10 M y 10 M para el
bulk-optodo y de 1.0 M, 102 M y 10* M para el nano-optodo. Para cada nivel de
concentracion de potasio se establecid un rango de aceptacion segun la tolerancia del
RSDHorwitz, entonces, cuando una medicion a un tiempo determinado no cumpla con este
criterio de aceptacion, se alcanzd el tiempo de vida maxima del optodo para dicha

concentracion de potasio.
3.5. Aplicabilidad a sistemas portatiles basado en captura de imagenes

En este trabajo se desarrollé de un sensor Optico (optodo) basado en el iondéforo
valinomicina y el cromoiono6foro ETH5294 para aplicarse en la medicion del analito ion
potasio con un sistema de deteccion del color de la fase sensora del optodo a partir de la
captura de imagenes con una cdmara digital de 5 megapixeles (MP) y para el procesamiento
de sefial en un espacio de color RGB, usando un transductor de sefal tipo ordenador de placa
simple (SBC) Raspberry Pi 4 B. El esquema del dispositivo de captura de imagenes se
presenta en la Figura 19, siendo compatible con la mayoria de las camaras que actualmente
existen en el mercado, capaces de obtener el cambio de color relativo segtn el grado de
desprotonacion del cromoiondforo I a partir de las sefales del color en el espacio RGB de la

fase sensora del optodo.

Los equipos de captura de imagen como camaras fotograficas, camaras de teléfonos
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inteligentes o smartphone no tienen la capacidad de controlar parametros como la intensidad
en la luz de fondo y ajustes en el lente de la cdmara como la sensibilidad espectral y las
correcciones gamma (Fernandes et al., 2020). También las especificaciones técnicas de las
camaras digitales no son iguales entre diferentes modelos y fabricantes, entonces el uso de
camaras digitales puede generar poca reproducibilidad en la deteccion del color (Tiuftiakov
et al., 2021). Para solventar esta limitante, en este trabajo se planted un sistema de deteccion
de color que no dependa de los parametros externos, entonces se propuso un sistema de
correccion de color a partir de dos patrones de color, uno de color negro equivalente a (0,0,0)
en el espacio de color RGB y otro de color blanco de (255,255,255) en el espacio RGB. Este
ajuste vectorial del color permite corregir la variabilidad en la deteccion del color de la fase
sensora del optodo, logrando asi, un sistema de medicion de color independiente de factores

externos como la luz o la resolucidn de la camara.

.‘ RGE Camara

(sensor)

Optodo Procesamiento
+ de sefal
Muestra Raspberry Pi

Figura 19. Diagrama de dispositivo de captura de imagenes por una camara digital de 5 MP

(sensor) y el procesamiento de la sefial con un ordenador de placa simple (SBC) Raspberry

Pi 4 B y una fuente de luz LED SMD 5050.

El proceso de captura de imagenes, conversion a imagenes digitales y deteccion del
color se realizo por un proceso simple y rapido. Algunos pardmetros se controlaron como
las fuentes de luz externas para minimizar la variabilidad durante el proceso de medicion (G.
Chen et al., 2019), también se us6 una celda de medicion cerrada para aislar a las muestras

de los factores externos que pueden alterar los resultados analiticos. La eficacia del nuevo
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sistema de medicioén por camaras digitales se puede evaluar mediante la comparacion entre
las curvas de calibracion sigmoide obtenidas mediante la metodologia clésica de
espectrofotometria UV-Vis y mediante los colores obtenidos de las imagenes RGB por el

tratamiento de sefial con el Raspberry Pi.

Se puede usar la ecuacion 11 (ver pag. 52) para calcular el grado de desprotonacion
del cromoiondforo del optodo “a” para obtener la concentracion del analito objetivo. Esta
ecuacion es derivada de la ley de Lambert-Beer, donde la sefial colorimétrica es tomada de
los valores de color del espacio RGB. Para el calculo de “a” se forzo estados de protonacion
del cromoionéforo I (ETH 5294), para la completa protonacioén se utilizo HCI 10 mM y para
la desprotonacion se utilizé buffer TRIS 0.2 M pH 7.0. Durante el tratamiento de la sefial, la
sefal Optica pasa por una transformacion de la informacidn, inicialmente la sefial es el color
de la fase sensora del optodo proporcional a la concentracion del analito objetivo, el
transductor de sefial modifica la informacion a un lenguaje facilmente entendible, como el
espacio de color RGB y luego con el uso de la ecuacion 15 (ver pag. 60), se obtiene un valor

“o”, esta sefial es facilmente comparable entre sistemas de medicion.
3.5.1. Proceso de captura de iméagenes

Las condiciones de captura de imagenes fueron usando un ordenador de placa simple
(SBC) Raspberry Pi 4 B (Raspberry Pi Foundation, Cambridge, England, United Kingdom)
con una camara digital de 5 MP a unos 10 cm de distancia en forma perpendicular de la zona
de ubicacion de la muestra y una fuente de luz LED SMD 5050 de 7.5 watts de potencia y
585 limenes de intensidad de luz para el color blanco, ubicados alrededor de la muestra en

forma de cuadrado a unos 8 cm de distancia de la camara digital.

Durante las primeras experiencias se observd que los colores en el espacio RGB son
altamente sensibles a la iluminacion, por ende, para disminuir la variabilidad en la sefal, se
controld la intensidad de la luz de la fuente LED y ademas se calibro el color con dos
estandares de color negro de valor (0,0,0) y color blanco de valor (255,255,255) en el espacio
RGB. El proceso de calibracion de color se realizé con dos estdndares de color, primero se
utilizo una superficie de color negro (RGB =0,0,0), se desplazé los valores experimentales
obtenidos hasta obtener los valores de referencia. Luego se utilizo una superficie de color
blanco (RGB = 255,255,255), se normalizo los valores experimentales obtenidos hasta

obtener los valores de referencia, segtin la ecuacion 17.
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255

RGB correcipo = (RGB gxp — Cnegro) (16)

C Blanco— C Negro
Donde:

Color correcipo RgB  Valor de color en el espacio RGB corregido (real).
Colorexp rge  Valor de color en el espacio RGB inicial (experimental).

Color Bianco Valor de color blanco en el espacio RGB inicial (experimental).

Color Negro Valor de color negro en el espacio RGB inicial (experimental).

3.5.2. Cuantificacion de potasio en suelos

Inicialmente se realizo un proceso de calibracion similar a la seccion 3.4.2 Proceso de
medicion del nano-optodo. El proceso de medicion del nano-optodo se realizé con 2.0 mL
del nano-optodo y 0.5 mL de la solucion problema en buffer TRIS 20 mM de pH 7.00. Luego
con el uso del dispositivo de medicion Raspberry pi se tom6 una fotografia a los 15 minutos
de inicio el contacto del nano-optodo con la muestra, se us6 un area aproximada de 50 x 50

pixeles (equivalente a un cuadrado de 0.42 cm?) para calcular el color promedio en el espacio

de color RGB.

El proceso de calibracion del nano-optodo se realizd con soluciones estandares de
potasio en un intervalo entre 10" My 10 M. Para la cuantificacion de las muestras de suelos
contenidas en las disoluciones acuosas de buffer TRIS 20 mM de pH 7.0, se mezcl6 2.0 mL
del nano-optodo con 0.5 mL de la muestra en buffer TRIS 20 mM de pH 7.00 o en una
proporcion [4:1] para el nano-optodo y muestra. Luego se midio el color en el espacio RGB
a través de la captura de imagen con la camara digital. Entonces se midid los colores
individuales rojo, verde y azul del espacio RGB y se calcul6 la variable “o” de la ecuacion
15 (ver pdg. 60) para realizar la curva de calibracion lineal en todo el rango de trabajo de

potasio.
3.5.3. Efecto del color de la fuente de luz

Se ha mencionado anteriormente la dependencia de la iluminacion en las propiedades
colorimétricas (H. Li et al., 2013), por ende, durante el proceso de captura de color de

imagenes digitales se mantuvo controlado la fuente de luz LED.

En un proceso de medicion portatil, es complicado controlar factores externos como
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la luz ambiental, entonces se probo la variabilidad del color en sefial RGB bajo distintos
tipos de fuente de luz LED. Los colores estudiados son descritos en la Tabla 21 y las
caracteristicas fueron obtenidas de la ficha técnica de las luces LED. Se realizo curva de
calibracion de K para el nano-optodo siguiendo los pasos descritos en 3.4.2 3.4.2. Proceso
de medicion del nano-optodo y se realizé las mediciones con el dispositivo de captura de

imagenes Raspberry-pi.

Tabla 21. Caracteristicas técnicas de las luces LED SMD-5050.

Intesidad de

luminosidad
Color A (nm) Senial RGB Mili-candela
(mcd)
Rojo (R) | 620-625nm  (255,0,0) 160-280
Verde (G) | 520-525nm  (0,255,0) 450-756
Azul (B) | 460-465nm  (0,0,255) 115-208

Blanco |3 LEDs RGB (255,255,255) -
Amarillo | 590-595nm  (255,255,0) -
Magenta | 395-400 nm  (255,0,255) -

3.5.4. Reversibilidad de la fase sensora del nano-optodo

Debido a la naturaleza estructural del nano-optodo, la solucion acuosa que contiene
los iones potasio y las micelas de la fase sensora orgénica estan en una misma fase acuosa.
Su separacion fisica-quimica es complicada y no ha sido estudiada. Entonces se planteo el
uso de un compuesto quimico para la precipitacion de los iones potasio, permitiendo la
liberacion del ionoforo valinomicina y su posterior reutilizacion del nano-optodo. La
formacion de un complejo de potasio de mayor estabilidad que el complejo valinomicina-
potasio ha sido estudiado. La literatura ha mostrado que el ion tetrafenilborato (TP4B") es
capaz de enlazarse a iones potasio y formar un precipitado blanco insoluble, incluso a
concentraciones relativamente bajas (10* M) (Crane, 1956). El proceso de precipitacion es
optimizado incluyendo un agente precipitante como cloruro plata (AgCls) para lograr una
mejor separacion del precipitado y para eliminar el exceso de iones tetrafenilborato. Por
ende, se propuso un proceso de formacion de un precipitado y separacion fisica mostrado en
la Figura 20, partiendo del nano-optodo (2 mL) en contacto con la solucién acuosa que
contiene potasio (0.5 mL). Las condiciones de medicion deben ser controladas después del

proceso de recuperacion del nano-optodo, como el valor del pH= 7.0, que son verificados.
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El control de pH se realiz6 con ayuda del buffer TRIS. Asi mismo, el volumen total debe ser
igual antes y después del proceso de reversibilidad, dado que las propiedades colorimétricas
son dependientes del volumen final (2.5 mL). La adicién de los agentes precipitantes
aumenta el volumen final y los procesos de centrifugacion y sonicacion por ultrasonido
puede disminuir el volumen, entonces se debe agregar agua ultrapura (H>Oup) 0 evaporar el

liquido hasta recuperar el volumen final.

Nano-optodo
NO (2 mL)
Muestra K* (0.5 mL)

l

Agregar NaTP,B
0.5mL-1.0M
Sonicar

(Hay
precipitado?

!

Agregar AgCl;
Si 05mL-1.0M
i .
v Sonicar
Centrifugar
8000 RPM
5 min

(Valor de pH
7.0?

NO?
Agregar 50 L
buffer TRIS 1M

pH 7.0

Si

El nano-optodo esta
listo para reutilizarse

Figura 20. Diagrama experimental del testeo del proceso de reversibilidad del nano-optodo.

3.6. Muestreo y extraccion de potasio de los suelos

El muestreo se realizé durante las fechas 29-30/07/2023. Se tomaron muestras de
suelos en 2 ubicaciones diferentes (2 granjas) mostradas en la Tabla 22 y la Figura 21. Las

granjas se eligieron por el facil acceso a la ubicacion y disponibilidad de la informacién
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brindada por los duefios, incluyendo muestreo, tipo de cultivo y practicas agricolas. Las
muestras fueron obtenidas en la etapa reproductiva del cultivo, correspondiente al

crecimiento y maduracion del producto alimentario.

Nota: Los suelos de las granjas no son homogéneas, las zonas de muestreo elegidas fueron

en las cuales la planta estaba completamente desarrollada.

Tabla 22. Caracterizacion fisica de las granjas usadas para los muestreos de suelos.

T fi T 1 Ti
Granja Amano -y calidad Coordenadas extura del Tipo 'de Cultivo Tratamiento Rendimiento
(hectareas) suelo  practica
Fundo El Lat. -11.4773  Franco . Pesticidaly Aprox. 10-
Tambo >7 Canta | o 766343 Arenoso rado Brocoli 1 14/ha
San Franco

Fundg 2.8 Buena Lat. -11.4875 Arcillo  Barrena Alfalfa  Estiercol Aprox. 20t/ha|
Tunapis Long. -76.6591

Ventura Arenoso

Fundo Tambo\Canta

P

IT':lotswa"mbo Llodge Can

Figura 21. Mapas de las zonas agricolas de a) Fundo El Tambo y b) Fundo Tunapis.

El muestreo se realizd segun indicaciones de Estdndares de Calidad Ambiental
(ECA) (Ministerio del Ambiente -Peru, 2014), en el cual se tom6 dos profundidades
diferentes de las muestras de suelos (horizontes) de las muestras de cada granja. Uno a 0-30
cm y el otro a 30-60 cm de profundidad como se muestra en la Figura 22. Se tomaron 5
puntos de muestreo en cada ubicacion para cada profundidad, separadas aproximadamente

1 m, formando una equis (cuatro esquinas mas un punto central) y se mezclaron para formar
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una muestra uniforme a la profundidad dada. Las muestras se tomaron usando una barrena
y se mezclaron antes de transferirlas a una bolsa de pléstico, se etiquetaron y se guardaron

en una bolsa portatil para preservar las muestras hasta llegar al laboratorio de analisis (UNI).

Figura 22. Ubicaciones de muestreo en granjas locales del Canta-Lima.

Las muestras de suelos se secaron a una temperatura de 75 °C, segtin Figura 23, hasta
peso constante (minimo por 24 horas), luego se extrajo manualmente objetos extrafios como
piedras (gravas), residuos de raices o materia orgénica. Finalmente, las muestras se molieron

con un mortero de porcelana y se tamizo con el tamiz malla N° 100 (ASTM E11) de 203
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mm (8 in) de didmetro con una malla de acero inoxidable con aberturas de 150 um.

La extraccion de los iones potasio, se realizd en una proporcion de 1:5, es decir, se
peso 20 g de muestras preparadas y se afiadio 100 mL de buffer TRIS 20 mM de pH 7.0 en
frascos de tapa, se mezcld en un agitador magnético a 800 RPM durante 24 horas, se
transvaso el liquido sobrenadante a tubos de centrifuga de 50 mL y sé centrifugo a 4000
RPM por 20 minutos. El liquido sobrenadante contiene los iones de potasio, se filtr6 al vacio
con un filtro Whatman N.° 42, algunas particulas probablemente seran lo suficientemente
pequeiias que pasaran al filtro, entonces se filtro a través de un filtro de nailon de 0.45 pm.

Estos extractos fueron estables por 48 horas, después de ese tiempo se requirid una filtracion

adicional.

Nota: Los extractos deben almacenarse refrigerados antes de su uso en ambientes de 4° C

de temperatura.

100 mL de buffer
TRIS 20 mM de
pH7.0

J

20 g de suelo
seco y tamizado

!

Agitador magnético a
800 RPM durante 24
horas

i

Centrifugar a 4000
RPM por 20 minutos

i

Filtrar en vacio con

Whatman N.° 42 |———Si hay particulas insolubles

Filtrar en filtro de nailon
de 0.45 pm.
Almacenar a 4°C la
disolucion acuosa
con iones potasio
y
T Refiltrar despues de 48
horas

Figura 23. Diagrama experimental de la extraccion de iones potasio para los suelos.
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3.7. Diagrama de Gantt

INICIO PORCENTAJE NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC

DURACION

ACTIVIDAD DEL COMPLETAD 19 19 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 22 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23 23
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 2627 28 29 30 3l 32 33 34 35 36 37 38

PLAN DEL PLAN

Revision o,
Bibliogrifica ! 38 8%
Muestreo 1 2 100%
Caracterizacion 4 5 100%
de los suelos °
Sintesis de la 18 5 100%
membrana
Caracterizacion N
de la membrana 2 8 100%
Optimizacion
24 8 1009
metodologica 00%
Vallds;u‘:lon 30 6 100%
analitica
Comparacién
con método 30 2 0%
estindar
Desarrollar
2 o,
sistema portatil 3 5 100%
Muestreo suelos 36 1 100%
Anlisis 36 1 100%
Reversibilidad 36 2 80%
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Sintesis del bulk-optodo y nano-optodo

La propuesta inicial de la sintesis de la fase sensora del optodo selectivo a iones
potasio (ISO) se realiz6 en colaboracion con el Dr. Aleksander Radu de la universidad Keele
del Reino Unido en la Escuela de Quimica y Ciencias Fisicas como parte del proyecto
colaborativo n°227-2018-FONDECYT. Las primeras experiencias del desarrollo del optodo
se sintetizaron siguiendo los pasos descritos en la seccion 3.2.1 Sintesis de la fase sensora

del bulk-optodo.

Los bulk-optodos depositados en placas de vidrio obtenidos se muestran en la Figura
24, donde el color rojo de la fase sensora es representativo de la forma desprotonada del
cromoiondforo ETH 5294. Antes de las mediciones, el bulk-optodo se sumergio en solucion
de acido clorhidrico 10 mM (HCl) por 2 minutos para forzar la manera protonada del

cromoion6foro ETH 5294, representada por el color azul de la fase sensora.

Figura 24. Cambio de color de la fase sensora del bulk-optodo selectivo a iones potasio (ISO)
asociado al grado de desprotonacioén del cromoionoforo ETH 5294. Forma protonada del

optodo de color azul (izquierda). Forma desprotonada del optodo de color rojo (derecha).

Los nano-optodos fueron sintetizados a partir de un proceso de miniaturizacion de
los bulk-optodos, por lo tanto, estos mantienen algunas propiedades analiticas que sus
respectivos bulk-optodos. La proporcion del optodo en concentraciones de ionoforo,
intercambiador de iones y cromoionéforo son iguales en el bulk-optodo y en el nano-optodo,

pero las demaés variables son diferentes y se analizaron mas adelante en este capitulo.
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El proceso de miniaturizacion usado fue la dispersion de alta energia como los
generadores de ultrasonido, la metodologia fue descrita en 3.2.2 Sintesis de la fase sensora
del nano-optodo, donde una alicuota de 20 pL del cocktail del optodo disuelto en THF fue
suspendido en 2 mL del buffer TRIS 20 mM de pH 7.00 con 20 mg del surfactante Pluronic
F-127 y sé sénico a 30 °C en un bafio maria a una potencia de 70 % de 40 kHz por 60 minutos
o hasta una completa disolucion de la fase sensora. Los nano-optodos preparados se
presentan en la Figura 25, donde se muestra la solubilizacion del bulk-optodo en un medio

acuoso por la formacion de micelas de tamafio nanométrico.

Figura 25. Proceso de miniaturizacion del bulk-optodo fijado en un soporte polimérico a un

nano-optodo soluble en medio acuoso. Los cambios de color son similares a su contraparte

bulk.

4.2. Caracterizacion del bulk-optodo y nano-optodo
4.2.1. Caracterizacion por UV-VIS

El proceso de caracterizacion de los bulk-optodos y nano-optodo selectivos a iones
(ISO) se realiz6 segin la seccion 3.3 Caracterizacion del bulk-optodo y nano-optodo. El
perfil de absorcion de la luz en el rango del espectro visible entre 400 nm y 800 nm del bulk-

optodo se muestra en la Figura 26 y del nano-optodo en la Figura 27.

Los resultados de las Figuras 26 y 27 mostraron picos de absorcion a longitudes de
onda de cercanos a 540 nm, siendo 529 nm el pico maximo experimental correspondiente a
la absorcion de la forma desprotonada del cromoionoforo ETH 5294 (C) y longitudes de
onda cercanos a 600 nm y 660 nm, siendo 615 nm y 667 nm los picos maximos

experimentales para la forma protonada del cromoiondforo ETH 5294 (C-H"). También se
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muestran los perfiles de las soluciones de buffer TRIS 20 mM de pH 7.0 y de hidroxido de
sodio 10 mM. Estos resultados coinciden con referencias del comportamiento acido-base del

cromoionoforo ETH 5294 (Seiler et al., 1991), (Firooz et al., 2012).

0.40 —— TRISpH 7.0
—_— S
0.30 ST,
=
e -
5 —_— 1O*M
£ a
S 020 —_— M
=]
= 102
010 1077
1M
000 Ra0H 10 mbd
400 500 500 700 00

Lonitud de onda {(nmy}

Figura 26. Espectro de absorcion molecular UV-vis de los bulk-optodos selectivos a iones

potasio (ISO) para diferentes concentraciones desde 1.0 M a 10 M de potasio.
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Figura 27. Espectro de absorcion molecular UV-vis de los nano-optodos selectivos a iones

potasio (ISO) para diferentes concentraciones desde 1.0 M a 10* M de potasio.
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Un tipo de caracterizacion especifico para sensores colorimétricos como el optodo
en nanomateriales inmiscibles en agua es la estimacion del valor de disociacion acida (pKa)
del cromoionoforo hidrofobo, descrito como el correcto proceso de desprotonacion del
cromoionoforo. En este caso el valor de referencia del cromoiondéforo ETH 5294
(cromoionoforo I) es de 8.0 (Xie et al., 2016). Los valores experimentales obtenidos fueron
de pKa = 7.27 para el bulk-optodo y de pKa = 7.46 para el nano-optodo. La constante de
disociacion mas pequefia en el nano-optodo se deba posiblemente a que en este caso se
requiera menor concentracion de iones hidrogenos para protonarlo, al presentarse mejor

contacto entre nanoparticulas y a la mayor polaridad de la membrana pluronic F-127 sobre

la membrana PVC-DOS (Xie et al., 2016)
4.2.2. Caracterizacion por DLS

Las medidas de caracterizaciéon del DLS de los nano-optodos se realizaron en el
Grupo de Investigacion en Sintesis de Materiales Avanzados - GISMA- Universidad

Nacional de Ingenieria en colaboracion con el Dr. Hugo Alarcon.

Las condiciones de medicion se establecieron en el equipo de medicion DLS de
marca Brookhaven Instruments con una temperatura de medicion de 25.0 °C, debido a que
los nano-optodos estan suspendidos en agua, se uso el indice de refraccion de fluidos de 1.33
en un angulo de 90.0 grados, ademds con un indice de refraccion real para el material de
pluronic F-127 y un indice de refraccion imaginario de 0.00, valor usado para muestras
poliméricas. Adicionalmente, se tomd en cuenta el valor de la concentracion micelar critica
(CMC) del pluronic F-127 es 0.1 % a 30 °C (Vélez Martinez, 2015), siendo esta la minima
concentracion necesaria del surfactante pluronic F-127 para la generacion de las micelas. La
Figura 28 muestra los resultados de DLS de los nano-optodos a partir de 10 mg del
surfactante pluronic F-127 en 2 mL de agua ultrapura (0.5 % p/p), que arrojo picos de
tamafios de micelas promedio de 87.0 nm (A) y cuando se adicion6 20 pL de cocktail del
optodo se obtuvieron picos de tamafios promedio de micelas de 412.4 nm (B). También se
testearon nano-optodos preparados con 20 mg del surfactante pluronic F-127 en 2 mL de
agua ultrapura (1.0 % p/p) donde se reportaron picos de tamafios de micelas promedio de
82.2 nm (C) y cuando se adiciond 20 pL de cocktail del optodo se obtuvo picos de tamafos

de micelas promedio de 181.7 nm (D).
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Figura 28. Perfil de distribucion de tamano de los nano-optodos para 0.5 % de pluronic F-
127 en presencia del optodo (A), en ausencia del optodo (B), 1.0 % de pluronic F-127 en
presencia del optodo (C) y en ausencia del optodo (D).

Los resultados mostraron que, para concentraciones superiores a la concentracion
micelar critica, los nano-optodos son estables en el tiempo y las micelas no tienden a
segregar. A una concentracion del surfactante de 1.0 % de pluronic F-127 se obtuvieron
particulas menores a 100 nm para la micela hueca, es decir, sin optodo. Las micelas crecen
en tamafio mayores a 100 nm, cuando se anadi6 los componentes del optodo hasta un tamafio

de 181.7 nm.
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4.2.3. Caracterizacion por SEM

Las medidas de caracterizacion del SEM de los nano-optodos se realizaron en el
Instituto de quimica de la Universidad Estatal Paulista Campus de Aranquara — IQ UNESP

en colaboracion con la Dra. Maria del Pilar Taboada.
Los experimentos SEM se realizaron con las siguientes condiciones de medicion:
e Equipo de medicion: Scanning electron microscope (SEM) JEOL a 7500 F

e Técnica: Analisis de espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS) por
medicion combinada de FEG — SEM con un rayo de electrones de 20 kV con un

aumento en el lente de x 30 000

Debido a que la naturaleza no conductora del nano-optodo, se necesitd recubrir con
capa conductora al nano-optodo. En este caso se aplico una capa de carbono sobre las nano-

optodos previamente secados. Esto explica las zonas oscuras en las mediciones realizadas.

La Figura 29 muestra los resultados de SEM de los nano-optodos a partir de 10 mg
del surfactante pluronic F-127 en 2 mL de agua ultrapura (0.5 % p/p) en presencia de 20 pL
de cocktail del optodo. También se testearon muestras de nano-optodos preparados con 20
mg del surfactante pluronic F-127 en 2 mL de agua ultrapura (1.0 % p/p) en presencia de 20
puL de cocktail del optodo. Las imagenes SEM muestran que a una proporcion de 0.5 % de
surfactante pluronic F-127 los nano-optodos fueron escasos y en tamafios menores a 100 nm
y para una proporcion de 1.0 % de surfactante pluronic F-127 los nano-optodos fueron faciles
de observar y se encontrd nano-optodos de tamafio promedio a 100 nm. En ambos casos las
micelas pasaron por un proceso de secado previo a la medicion de resultados. Esto ocasiond

que los nano-optodos se aglomeren (Figura 29).
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- 100nm IQ-UNESP 5/18/2022
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Figura 29. Iméagenes de SEM para los nano-optodos para 0.5 % de pluronic F-127 en
presencia del optodo (A) y 1.0 % de pluronic F-127 en presencia del optodo (B).

4.2.4. Comprobacion del efecto Tyndall

El efecto Tyndall en soluciones coloidales es un fendmeno ampliamente estudiado
que provoca la desviacion de la luz en soluciones con micelas de tamafio nanométrico.
Experimentalmente, se usé un rayo laser, debido a que es una fuente de luz con un ancho
bastante estrecho y similar a la longitud de onda en el rango visible (400 -800 nm). Este haz
del laser no puede verse directamente en el aire y en soluciones ideales. La dispersion de la
luz por las particulas coloidales, conocida como efecto Tyndall, permite ver el rayo de luz
que atraviesa la solucion del nano-optodo y se muestran la presencia de nanoparticulas que
reflejan la luz como particulas luminosas conocidas como orbes como se muestra en la

Figura 30.

113



Figura 30. Comprobacion del efecto Tyndall en soluciones de nano-optodo. En presencia de

una fuente de luz (Izquierda). En presencia de un rayo laser (Derecha).

4.3. Optimizacion de la composicion del bulk-optodo y nano-optodo

La optimizacién de la composicion del optodo selectivo a iones potasio (ISO) se
realizd6 con las propuestas de la Tabla 9 (ver pdag. 87) La proporcion del ionodforo
valinomicina, intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y
cromoiondforo ETH 5294 se mantuvo constante tanto en el bulk-optodo cuanto en el nano-
optodo. La composicion correcta de los componentes activos del optodo es proporcional al
desempefio del optodo, dicha proporcion estd relacionada con una mejor respuesta y una

mayor selectividad de la fase sensora a iones potasio frente a otros iones interferentes.

Durante los ensayos preliminares se logroé obtener ciertas restricciones en las
relaciones entre las concentraciones de los componentes activos del optodo como la
concentracion del ion6foro (Cy), del intercambiador de iones (Cs) y el cromoionoforo (Cc).
Especificamente que la concentracion del iondforo tiene que ser igual o mayor a la del
intercambiador de iones y esta tiene que ser igual o mayor a la del cromoiondforo, esto se
resumen en la siguiente expresion C; > Cs > Cc. Este requisito ha sido profundamente
analizado y es necesario para obtener una fase sensora homogénea y mantener la
electroneutralidad dentro de la fase sensora del optodo para obtener una sefial analitica capaz

de cumplir los procesos de optimizacion y validacion.

En la optimizacion se mantuvo igual las concentraciones de los tres componentes

activos del optodo, es decir C; = Cs = Cc. Esta igualdad en las concentraciones de los tres
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componentes permitid la simplificacion de un modelo de calibracion sigmoide y lineal,
donde las curvas de calibrado que se muestran en todo el proceso de optimizacién fueron
realizadas utilizando las ecuaciones 9 y 10 (ver pag. 51) para el modelo sigmoide y lineal
respectivamente. La metodologia optimizada del optodo utiliz6 concentraciones de los
componentes activos del optodo de 2.43 uM para el iondforo valinomicina, de 2.42 pM para
el intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y de 2.40 uM para el

cromoionoforo ETH 5294.

Los resultados de la curva sigmoide de la variacion de la concentracion del iondforo
valinomicina se muestran en la Figura 31. Cuando la cantidad del ion6foro valinomicina fue
aumentando, se encontrd un exceso del ion6foro en la fase sensora del optodo con respecto
a los demas componentes. Esto produjo el ingreso de iones potasio dentro del optodo para
formar complejos del ionoforo valinomicina y ion potasio (K-I") y esto conllevo a un exceso
de protones liberados a partir de la desprotonacion cromoionoéforo en forma protonada (C-
H"). Esto ocasioné que se alcance la forma desprotonada del cromoiondforo ETH 5294 (C)
(a=1) a menores concentraciones de potasio con respecto a la proporcion [1:1:1] y el grado
de desprotonacion “1-o” llego al valor de “0” del eje Y a menores concentraciones de iones

potasio con respecto a la proporcion [1:1:1].
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Figura 31. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para diferentes proporciones del

ionoforo valinomicina del bulk-optodo (Arriba) y del nano-optodo (Abajo).

Los resultados de la curva sigmoide de la variacion del intercambiador de iones
tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio se muestra en la Figura 32. Cuando la cantidad del
intercambiador de iones fue aumentando con respecto al cromoiondforo, presentd un exceso
de iones positivos que ingresan a la fase sensora del optodo con respecto al iondforo
valinomicina. Entonces parte del cromoiondéforo permanecera en forma basica (C) para

contrarrestar el exceso de cargas positivas. Este comportamiento se verificd al alcanzar el
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valor de 1 para “1-a” del eje Y a actividades de iones potasio (ax) mas altas y disminuir el
rango de trabajo del potasio, es decir tiene un menor alcance en la sensibilidad analitica a

bajas concentraciones de potasio.
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Figura 32. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para diferentes proporciones del
ionoforo valinomicina e intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio del

bulk-optodo (Arriba) y del nano-optodo (Abajo).
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La curva de calibracion sigmoide se desplazé hacia la derecha, segun la cantidad del
ion6foro valinomicina aumentd. Por ende, se vari6 el rango de trabajo del optodo,
alcanzando para el bulk-optodo un valor de hasta 107 M de potasio y para el nano-optodo
hasta 10 M de potasio, considerando una proporcion del ionoforo: intercambiador de iones:
cromoiondforo de [3:1:1]. Para mayores proporciones de [4:1:1] y [5:1:1] se observo una
incompleta solubilizacién durante el proceso de sintesis, por lo que no se realizaron los fests
de calibracion para dichas concentraciones, debido a que las particulas insolubles interfieren

con la interaccion del paso de luz durante la medicion analitica en el espectrometro UV-Vis.

Los resultados de la curva sigmoide de la variacion del cromoionéforo ETH 5294 se
presentan en la Figura 33. Cuando se aument6 la cantidad del cromoionéforo ETH 5294,
hubo una parte del cromoion6foro que permanecié en modo protonado, debido a que las
cargas negativas no fueron suficientes para contrarrestar las cargas positivas del
intercambiador de iones. Esto se comprobo6 al alcanzar el valor de 1 para “1-0” del eje Y a
menores actividades de iones potasio (ak) y el valor de 0 para “1-o” del eje Y a mayores
actividades de iones potasio (ak). En este caso, el incremento de los componentes activos
del optodo, en una misma proporcion, no cambian significativamente la curva de calibracion

sigmoide en todo el rango de concentraciones de potasio.
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Figura 33. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para un aumento del cromoion6foro

ETH 5294 del bulk-optodo (Arriba) y del nano-optodo (Abajo).

4.4. Optimizacion de la metodologia analitica del bulk-optodo y nano-optodo

Todos los ensayos experimentales realizados durante la optimizacion de esta seccion
se hicieron para el bulk-optodo y estos ensayos se repitieron para el nano-optodo. La
composicion quimica del nano-optodo no vari6 con respecto al bulk-optodo, debido a que

mantiene la misma proporcion de ion6foro, intercambiador de iones y cromoionéforo.

Los nano-optodos tienen caracteristicas diferentes que el bulk-optodo como:
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¢ No necesitan un solvente organico como el THF, debido a que son solubles en medio

acuoso.

e No necesitan un soporte polimérico, por ende, el uso de polimero como PVC y

plastificante como DOS no son necesarios.

e No es dependiente de soluciones tampén como buffer de TRIS, debido a que el
surfactante tribloque Pluronic F-127 es capaz de aislar al optodo del medio acuoso y
formar micelas conteniendo en su interior los componentes organicos del nano-

optodo.

4.4.1. Optimizacion de la calibracion del modelo sigmoide y modelo lineal del bulk-

optodo y nano-optodo

La respuesta analitica del bulk-optodo y nano-optodo son descritos inicialmente por
el modelo sigmoide, debido a la limitada linealidad se planted optimizar la calibracion a un
modelo lineal para extender el rango de trabajo de potasio. Los resultados experimentales
mostraron que el modelo de calibracion sigmoide pierde linealidad en los extremos de la
curva de calibrado, debido a eso, se justifico un cambio del modelo de calibracion lineal en
todo el rango de concentracion de la curva de calibrado. La variacidon consistié en la
aplicacion de logaritmo al eje Y, es decir, la variable dependiente de la curva de calibracion
para el modelo sigmoide es el grado de desprotonacion del cromoionoforo ETH 5294 (o) y
se cambid a logaritmo de una funcion de a como [Log(%/1-«)] segin la ecuacion 10 (ver pag.
51). Por lo tanto, durante la calibracion lineal del bulk-optodo para el ion potasio se alcanzo
el rango de concentraciones desde 10 M hasta 1.0 M y para el nano-optodo se alcanzo el
rango de concentraciones desde 10* M hasta 1.0 M. En ambos optodos se establecié como
eje Y, la variable dependiente, una funcion del logaritmo de a y en el eje X, la variable

independiente, el logaritmo de la actividad del ion potasio (Log ax ™).

La optimizacion de la calibracion sigmoide incluyo las propuestas se presenta en la
Tabla 8 (ver pag. 86) y luego el mejor resultado obtenido fue “l1-0”, entonces este se
transformo al sistema de calibracion lineal. La propuesta de optimizacion se evalud en la
Figura 34 para el bulk-optodo y en la Figura 35 para el nano-optodo, en esta se propuso
cambios sobre el eje Y basado en las absorbancias a longitudes de onda de 529 nm, 615 nm
y 667 nm del optodo, valores propuestos del perfil de absorbancias del cromoionéforo ETH

5294.
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Figura 34. Curvas de calibracion del modelo sigmoide del bulk-optodo para diferentes
valores del eje Y. Las propuestas para ejes Y se analizaron a diferentes longitudes de onda
de absorbancia del optodo (Arriba). Graficas de calibracion para cada propuesta, donde las
lineas punteadas representan los intervalos de confianza (IC) e intervalos de prediccion (IP)

a un nivel de confianza del 95 % (Abajo).
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Figura 35. Curvas de calibracion del modelo sigmoide del nano-optodo para diferentes
valores del eje Y. Las propuestas para ejes Y se analizaron a diferentes longitudes de onda
de absorbancia del optodo (Arriba). Graficas de calibracion para cada propuesta, donde las
lineas punteadas representan los intervalos de confianza (IC) e intervalos de prediccion (IP)

a un nivel de confianza del 95 % (Abajo).
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Los resultados mostraron que la propuesta del eje Y de “1-0” se usaron para la
calibracion del modelo sigmoide segun la ecuacion 9 y posterior conversion a un modelo de

calibracion lineal segun la ecuacion 10 (ver pag. 51).

La propuesta inicial fue de “l-a” para el eje Y, en este caso se obtuvo el mejor
coeficiente de determinacion r? = 0.9548 y para el nano-optodo se obtuvo un coeficiente de
determinacion 12 = 0.9629. Para la calibracion sigmoide todos los coeficientes de correlacion
de estas propuestas fueron menores al requisito minimo de 0.995 (Van Loco et al., 2002),
por lo tanto, se consider6 necesario la conversion al modelo lineal, debido a la insuficiente

correlacion entre la sefial de absorbancia y la actividad de los iones potasio.

En la Figura 36 se muestra el cambio de color de la fase sensora del bulk-optodo y
del nano-optodo para la propuesta de eje Y de “l-a”, desde azul a rojo, directamente
proporcional al aumento de la concentracion de potasio en la solucion. Adicionalmente, se
muestra las fases sensoras tratadas en soluciones de hidroxido de sodio al 10 mM (NaOH) y

buffer TRIS pH 7.0 a 20 mM.

TRIS NaOH Potassium concentration (M)
Buffer 1 M
2omm|10M 10° | 10* | 10° | 102 | 10"

@ >
Lk

Figura 36. Cambio de color de la fase sensora del bulk-optodos (Arriba) y nano-optodos

(Abajo) desde azul a rojo proporcional al aumento de la concentracion de potasio.

En la Tabla 23 y la Tabla 24 se muestran las absorbancias del bulk-optodo y nano-
optodo respectivamente para las longitudes de onda de 529 nm, 615 nm y 667 nm. Donde la
actividad del ion potasio (ak”) se calculd segun la ecuacién de Debye-Hiickel (Lei et al.,
2020; Reis, 2021), la actividad del hidrogeno (an™) fue tomada como un valor constante

debido al pH controlado por el buffer TRIS 20 mM de pH 7.00 y la constaste de equilibrio

123



del complejo ion potasio-valinomicina Log (K§I+) se calculo de la ecuacion 7 (ver pag. 50)

(Capitan-Vallvey et al., 2003).

Tabla 23. Valores de absorbancia del bulk-optodo para las longitudes de onda de 529 nm,
615 nm y 667 nm a diferentes niveles de concentracion de potasio, también se calculo el
grado de desprotonacion del cromoion6foro I como 1-a y la concentracion de potasio como

el logaritmo de la actividad del potasio (Log ak").

Concentracion N
de K" (M) Logag [ Asonm Aeisom A e67nm l-o
NaOH 10 mM 0.392 0.154 0.069
1 0.00 0.386 0.200 0.085 0.053
0.1 -1.00 0.377 0.185 0.106 0.120
0.01 -2.00 0.362 0.249 0.165 0.314
0.001 -3.00 0.296 0.347 0.259 0.625
0.0001 -4.00 0.225 0.402 0.327 0.847
0.00001 -5.00 0.188 0.425 0.359 0.985
0.000001 -6.00 0.183 0.431 0.370 0.991
TRIS pH 7.0 0.158 0.439 0.373

Los resultados de calibracion para los bulk-optodos mostraron un rango de
concentracion de desde 10° M a 1.0 M de potasio y los resultados de calibracién para los
nano-optodos mostraron un rango de concentracion de desde 10* M a 1.0 M de potasio. El
rango de calibracion del nano-optodo fue mas estrecho en comparacion del bulk-optodo
respectivo, esto se explicé debido a que el mecanismo de deteccion de iones potasio es
diferente al del nano-optodo (Soda et al., 2019a). El mecanismo de deteccion del bulk-optodo
se explico por un equilibrio dindmico del intercambio de iones entre el ion potasio (K™) del
analito y el ion hidrogeno (H") de la desprotonacién del cromoionoforo I (ETH-5294)

durante la formacion del complejo ionéforo valinomicina y iones potasio.
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Tabla 24. Valores de absorbancia del nano-optodo para las longitudes de onda de 529 nm,
615 nm y 667 nm a diferentes niveles de concentracion de potasio, también se calcul6 el
grado de desprotonacion del cromoiondforo como 1-a y la concentracion de potasio como

el logaritmo de la actividad del potasio (Log ak").

Concentracion .
de K" (M) Logag [ Aswnm Aeisom A e67nm l-a
NaOH 10 mM 0.227 0.130 0.103
| 0.00 0.177 0.173 0.150 0.489
0.1 -1.00 0.157 0.195 0.166 0.650
0.01 -2.00 0.153 0.201 0.175 0.745
0.001 -3.00 0.151 0.204 0.183 0.829
0.0001 -4.00 0.150 0.204 0.189 0.886
TRIS pH 7.0 0.141 0.220 0.200

En la Figura 37 se muestran la curva de calibracion del modelo sigmoide optimizado
de la ecuacion 9 (ver pag. 51) tanto para el bulk-optodo y nano-optodo donde el RSDhorwitz
para casa concentracion es representado por las barras verticales. El modelo de calibracion
sigmoide se optimizo a un modelo de calibracion lineal segln la ecuacion 10 (ver pag. 51).
Este nuevo modelo lineal se presenta en la Figura 38. Donde la linealidad del bulk-optodo
en un rango de trabajo de concentracion desde 1.0 M a 10°® M de potasio obtuvo un
coeficiente de determinacion (r?) de 0.9945 (99.4 %) y la linealidad del nano-optodo
selectivo a iones potasio (ISO) en un rango de trabajo de concentracion desde 1.0 M a 10
M de potasio reporto un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9953 (99.5 %). En la Tabla
25 se realizo un andlisis de varianza para ambos modelos de calibracion lineal, se obtuvo un
p-value = 0.00, con los cual se rechaza la hipdtesis nula: los coeficientes de la ecuacion
(pendiente e interseco) son iguales a cero, por ende, se comprueba que el valor de la
pendiente y el valor del intercepto son estadisticamente diferentes del valor de cero. Tanto
para el bulk-optodo y nano-optodo se verifico la linealidad, debido a que los coeficientes de

determinacion (r?) fueron mayores al criterio de aceptacion de 0.99 (Van Loco et al., 2002).
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Figura 37. Curva de calibracion sigmoide del bulk-optodo y nano-optodo a partir del
logaritmo de la actividad del ion potasio (Log ak") y de (1-a)), donde las barras representan
el RSDnorwitz de los datos experimentales para cada concentracién de potasio y las lineas

discontinuas representan los modelos de calibracion sigmoide tedricos.
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Figura 38. Curva de calibracion lineal del bulk-optodo y nano-optodo a partir del logaritmo
de la actividad del ion potasio (Log ak ") y del Log [0/1-0], donde las barras representan el
RSDhorwitz de los datos experimentales para cada concentracion y las lineas discontinuas

representan los modelos de calibracion lineal teoricos.
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En el caso del nano-optodo este mecanismo se explicd por el desplazamiento del
equilibrio hacia la formacion del complejo ion6foro valinomicina y iones potasio, es decir,
los iones potasio no lograron retornan a la solucion original y quedaron atrapados en el
interior del nano-optodo. Esto ocasion6 un cambio en la composicion de iones potasio de la
solucion problema, por el cual el analito se consumi6 en su totalidad durante el proceso de
deteccion de este. Este mecanismo de deteccion es llamado modo exhaustivo de medicion

(Soda et al., 2019).

Tabla 25. Anadlisis de regresion: Log K vs Log (a/1-a) para bulk-optodo (izquierda) y para

el nano-optodo (derecha)

La ecuacién de regresion es
Log (e/1-a) = 1.378 + 0.5490 Log K

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadradoiajustado)

La ecuacién de regresion es
Log (o/1-c = - 0.01162 + 0.2235 Log K

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadradofajustado)

0.0067727 00.45% 00,342

Andlisis de Varianza

0.0279603 00,532 00,383

Andlisis de Varianza

Fuente GL S0 M F P Fuente GL SC hC F P
Regresign 1 843879 343870 201,10 0.000 Regresign 1 0499682 0499682 63916 0.000
Errar 5 0.0d4682 0.00936 Errar 3 0.002345 0.000782

Total 6 848561 Total 4 0.502027

La Figura 39 y Figura 40 se muestran los analisis de regresion lineal de la
concentracion de potasio como Log K* (Eje X) y una funciéon de a como Log (a/1-a) (Eje
Y) para el bulk-optodo y nano-optodo respectivamente, calculado a partir de las absorbancias
obtenidas de la espectroscopia UV-Vis, incluyendo las ecuaciones de calibracion, los
coeficientes de regresion mayores al 95 %, con los intervalos de confianza (IC) del modelo
de calibracion lineal del bulk-optodo y nano-optodo respectivamente. Donde todas las
concentraciones de potasio, puntos de calibracidn, estan dentro del limite de confianza al 95

%. Ademas, el andlisis de normalidad de los residuales, dsea, el sesgo entre la concentracion
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de potasio real y tedrica estd aleatoriamente distribuida en la grafica de probabilidad de
normalidad con valores por arriba y debajo de la linea de tendencia en ambos sensores

opticos, bulk-optodo y nano-optodo.
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Figura 39. Grafica del modelo de calibracion lineal del bulk-optodo y el andlisis de

normalidad de los residuales por la metodologia espectroscopica UV-Vis.
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Figura 40. Grafica del modelo de calibracion lineal del nano-optodo y el analisis de

normalidad de los residuales por la metodologia espectroscépica UV-Vis.

La menor capacidad de deteccion en el caso del nano-optodo se explicod por la
alteracion del equilibrio en la formaciéon del complejo valinomicina — potasio, es decir, los
iones potasio no lograron retornan a la solucion y se quedaron atrapados en el interior de las
micelas del nano-optodo. Por lo cual, la capacidad de carga en el interior del nano-optodo
de iones potasio descendid progresivamente durante el proceso de deteccion. Este

mecanismo de deteccion es llamado modo exhaustivo de medicion (Soda et al., 2019).
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4.4.2. Optimizacion de la proporcion del polimero y plastificante

La optimizacion de la proporcion del polimero PVC y plastificante DOS en la
composicion del bulk-optodo se realizo con las propuestas de la Tabla 10y la Tabla 11 (ver
padg. 88). La proporcion entre el polimero y plastificante estd relacionada con una buena
homogeneidad de la fase sensora del optodo y con un tiempo de respuesta rapido, siendo el
cambio de color de la fase sensora del optodo desde un color azul (sin potasio) a un color

rojo (en presencia de potasio).

Experimentalmente, se observa que en la Tabla 26 que para una proporcion de [1:2]
de polimero PVC y plastificante DOS se logrd una buena fijacion sobre el soporte de vidrio

y visualmente las fases sensoras del optodo son homogéneas.

Tabla 26. Caracteristica de la fase sensora del bulk-optodo para diferentes cantidades de

polimero PVC y plastificante DOS, manteniendo la misma proporcion [1:2].

NaOH HC1

-3 +
10 mM jomm 10" MdeK

Propuesta Composicion

PVC 40 mg

DOS 80 mg

PVC 80 mg

DOS 160 mg

PVC 120 mg

DOS 240 mg

PVC 160 mg

DOS 320 mg

Experimentalmente, se probaron los bulk-optodos a diferentes proporciones del
polimero PVC y plastificante DOS, especificamente a proporciones de [1:1], [1:1.5], [1:2],
[1:2.5] y [1:3] segun la Tabla 27. Los optodos se sintetizaron con 80 mg de PVC y con
diferentes cantidades del plastificante DOS, estos presentaron diferentes grados de densidad
y homogeneidad de la fase sensora del optodo, por ende, la intensidad de los colores del

optodo se vari6 segln la proporcion de polimero y plastificante.
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Tabla 27. Fase sensora del optodo para diferentes proporciones del polimero y plastificante,

desde proporciones de [1:1] a [1:3].

NaOH HCl1

-3 +
10 mM jomm 107MdeK

Propuesta Composicion

PVC 80 mg

DOS 80 mg

PVC 80 mg

DOS 120 mg

PVC 80 mg

DOS 160 mg

PVC 80 mg

DOS 200 mg

PVC 80 mg

DOS 240 mg

Para una cantidad de plastificante DOS de 80 mg (49.2 % peso/peso) y 120 mg (59.2
% peso/peso) se observo que la fase sensora del optodo era muy densa, impidiendo que la
membrana se expanda de forma homogénea en la superficie de vidrio, en este caso el espesor
de la membrana del optodo fue muy grueso, provocando tiempos de respuesta largos. A lo
largo del proceso de medicion, el optodo no se adhirié bien al soporte y la membrana se
disolvié parcialmente al contacto con la solucion problema, lo que ocasiono bordes
irregulares en el optodo. Entonces se concluyd que la cantidad del plastificante fue
deficiente. Para una cantidad de plastificante DOS de 160 mg (66.0 % peso/peso) y 200 mg
(70.8 % peso/peso) la membrana se esparcido de manera regular y la transicion del cambio
de color del optodo fue directamente proporcional a la concentracion de potasio. Finalmente,
para una cantidad de plastificante DOS de 240 mg (74.4 % peso/peso) la fase sensora resultd
con una densidad muy baja y no se logr6é formar una membrana homogénea, ademas la sefial
analitica no fue estable en el tiempo y fue cambiando hacia un color rojo para un mismo

optodo a través del tiempo.
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4.4.3. Optimizacion del valor de pH y concentracion del buffer

Las optimizaciones anteriores estuvieron relacionadas con la eficiencia y el
desempefio del optodo. El valor del pH del buffer del optodo estd relacionado con el
equilibrio de la reaccion de desprotonacion del cromoiondforo ETH 5294, esto influye en el
rango del trabajo del optodo, por ende, en su sensibilidad analitica y en sus limites de

deteccion (LD) y cuantificacion (LC).

Las curvas sigmoides se realizaron segun la Tabla 12 (ver pag. 89). El bulk-optodo
y nano-optodo se analizaron para pH acidos entre 5.0 a 7.0 con el buffer acetato de sodio 20
mM con acido acético para modificar el valor de pH y para pH alcalinos entre 7.0 a 9.0 con
el buffer TRIS 20 mM con acido clorhidrico para variar el valor de pH. Estos distintos
valores de pH se evaluaron segun la comparacion de sus curvas sigmoides, donde el eje X
fue la actividad del ion potasio (aK") y el eje Y fue “1-0”. Los resultados se muestran en la
Figura 41, donde el bulk-optodo tiene diferentes respuestas a diferentes valores de pH del
buffer del optodo. Cuando el pH del buffer fue aumentando, la curva sigmoide se fue
desplazando a la izquierda, debido a que se desplazo el equilibrio de la desprotonacion del
cromoionoforo ETH 5294 controlada por el pH de la solucion. Este comportamiento fue
similar en ambos buffers usados como TRIS (pH 7.0 —9.0) y acetato de sodio (pH 5.0 — 6.0).
Entonces el valor del pH 6ptimo se escogid segun el rango de trabajo del optodo necesario,
en este trabajo, se escogid el valor de pH 7.0 para un rango de actividad del ion potasio (aK™")

desde 10°M a 1.0 M.

En el caso del nano-optodo, la variabilidad de pH no refleja un efecto directo sobre
las curvas sigmoides, sin embargo, un factor mas determinante fue el tipo de buffer entre
TRIS (pH 7.0 — 9.0) y acetato de sodio (pH 5.0 — 6.0). Para el buffer TRIS se obtuvo una
curva sigmoide con una mejor pendiente, comparado con la curva sigmoide con el buffer
acetato de sodio. También para el buffer TRIS alcanz6 un mayor porcentaje de

desprotonacion del cromoiondforo ETH 5294 segtin aumento las concentraciones de potasio.
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Figura 41. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para distintos valores de pH para el

bulk-optodo (Arriba) y para el nano-optodo (Abajo).

No se probaron valores de pH extremos, como pH menores a 4.2, debido a que los
carbonatos presentes en la solucion acuosa se disociarian a iones bicarbonato (HCO3") y
iones protones (H"), entonces la liberacion de protones del cromoiondforo seria dificil de
controlar durante el andlisis de los iones potasio. También a pH mayores de 10.0 la

concentracion elevada de iones hidroxilo (OH") del medio acuoso, haria que el buffer no
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logre tamponar apropiadamente a la solucion problema.

En la Figura 42 se muestran las curvas de calibracién del modelo sigmoide para
distintas concentraciones del tampon buffer a pH constante. Para concentraciones de buffer
de 10 mM de TRIS a pH 7.0, la capacidad de tampon del buffer fue insuficiente y la sefial
analitica no llego a estabilizarse con el tiempo. Para concentraciones de 20 mM y 30 mM
hubo una buena capacidad amortiguadora y no se mostré variabilidad en las curvas
sigmoides estudiadas. Finalmente, para una concentracion de 40 mM y 50 mM la capacidad
amortiguadora fue excesiva y se observé una sefal analitica inestable a través del tiempo por
mucho ruido analitico, especialmente para concentraciones bajas de potasio. Esta tendencia
es mas pronunciada en el nano-optodo, donde para 50 mM de buffer TRIS a pH 7.0 el mayor

grado de desprotonacion “1-a” es bajo, con valores menores de 0.30 para “1-a”.
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Figura 42. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para distintas concentraciones del
tampon buffer a pH constante en la solucion problema en contacto con el bulk-optodo

(arriba) y del nano-optodo (debajo).

4.4.4. Optimizacion de la cantidad del surfactante

El surfactante Pluronic F-127 fue el responsable de la miniaturizacion de los bulk-

optodos durante la sintesis de los nano-optodos. La cantidad del surfactante adecuada brind6
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estabilidad al nano-optodo. Las cantidades del surfactante Pluronic F-127 que se testearon
en la preparacion del nano-optodo se muestran en la Tabla 14 (ver pdg. 91). Los resultados
de la Tabla 28 mostraron que para cantidades de 10 mg (0.5 % peso/peso) y 20 mg (1.0 %)
del surfactante pluronic F-127, la solucion del nano-optodo fue trasparente después del
tratamiento de sonicacion a temperatura ambiente, indicativo que los componentes activos
del nano-optodo fueron completamente solubilizados. Asi mismo, para cantidades de 30 mg
(1.5 %), 40 mg (2.0 %) y 50 mg (2.5 %) del surfactante, la solucion del nano-optodo no fue
trasparente después del tratamiento de sonicacion a temperatura ambiente y se observo
particulas blancas insolubles, residuos de pluronic F-127 no solubilizado. Por lo tanto, se
necesité un paso adicional de purificacion. Con este objeto, se centrifugé a 6000 RPM por
10 minutos para separar las particulas insolubles del exceso de pluronic F-127 y después de
separar las fases, se uso el sobrenadante segiin la metodologia analitica. En resumen, se
escogiod para la optimizacion de la metodologia un porcentaje de pluronic F-127 entre 0.5 a

1.0 % (peso/peso), por no necesitar un paso extra de purificacion.

En la Figura 43 se muestran las curvas sigmoides a diferentes cantidades de
surfactante pluronic F-127, donde se observd que existen diferencias significativas
especialmente en los extremos del Log aK", la concentracion optima de pluronic F-127 fue
10 Mm, debido a que logré6 un grado de desprotonacion (1-a) mas alto a menores

concentraciones de K*.

Tabla 28. Nano-optodos a diferentes cantidades de surfactante pluronic F-127.

Propuesta 1 2 3 4
Cantidad del surfactante (mg) 30 40

Nano-optodo
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Figura 43. Curvas de calibracion del modelo sigmoide para distintas concentraciones del

surfactante Pluronic F-127 en la solucion problema en contacto con el nano-optodo.

4.5. Validacion

Todos los ensayos experimentales realizados durante la validacion de esta seccion se
hicieron para el bulk-optodo y el nano-optodo. Esto debido a que el desempeiio de ambos
optodos es diferente, en términos de selectividad, sensibilidad, precision y veracidad, debido

probablemente a un diferente mecanismo de cuantificacion de iones potasio.
4.5.1. Normalidad de los datos

El anélisis estadistico de la normalidad de los datos experimentales necesita un grupo
grande de datos. En esta seccion se usaron los valores provenientes del andlisis de precision,
especificamente de la repetibilidad a varias concentraciones de potasio. Los valores incluyen
un amplio rango de concentracion de potasio para el bulk-optodo y nano-optodo. Los
graficos de la Figura 44 son un resumen de la informacion estadistica, incluyendo los valores
de p-value > 0.05 de la prueba Anderson-Darling, tanto para el bulk-optodo y nano-optodo
en todo el rango de concentraciones de potasio. Como se observa de la Figura 44, los
resultados del optodo como concentracion de iones potasio tienen una distribucion normal

y, por tanto, se pueden utilizar métodos estadisticos paramétricos para la validacion analitica.
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Figura 44. Distribucion estadistica de los resultados de concentracion de potasio obtenidos
por el bulk-optodo a 10 M (a), 10 M (b), 1.0 M (c) y por el nano-optodo a 10" M (d), 10-
2 M (e), 1.0 M (), incluyendo el histograma y la prueba de normalidad Anderson-Darling.

4.5.2. Selectividad

El andlisis de selectividad se realiz6 segtn la Tabla 15 (ver pag. 92), donde se evalud
el impacto directo sobre la sefial de respuesta del optodo para iones potasio en presencia de
otros iones interferentes de metales alcalinos y alcalinotérreos. En la Tabla 16 (ver pag. 93)
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se presenta la evaluacion de la respuesta del iondforo valinomicina a formar complejos
estables con otros iones interferentes diferentes al ion potasio, por comparacion de las curvas
sigmoides para cada ion individualmente. Los resultados de la Figura 45 muestran las curvas
sigmoides de los iones sodio (Na*), litio (Li"), calcio (Ca*") y magnesio (Mg?"). Estas curvas
describen el comportamiento del optodo en presencia de estos iones y su interaccion en la

formacion de complejos con el ion6foro valinomicina.

La interpretacion de los coeficientes de selectividad fue determinada por el sesgo de
las curvas sigmoides a “1-a.= 0.5”, esta distancia entre las curvas sigmoides fue interpretada
como el coeficiente de selectividad del optodo sobre ese ion interferente, donde a valores de
sesgo mas grande se obtuvieron mejores selectividades o menores interferencias en la

cuantificacion de iones potasio por parte del optodo. Los valores obtenidos de la Tabla 29

de coeficiente de selectividad para el bulk-optodo fueron de 1.79 para el ion sodio (k;ﬁtNaJ,),

opt

icri+)> de 2.09 para el ion calcio (k;ﬁtCazJ,) y 2.20 para el ion

3.45 para el ion litio (k

opt

magnesio (kKJ,Mg2+

). Los valores de coeficiente de selectividad para el nano-optodo fueron

de 3.04 para el ion sodio (k;EtNaJr), 3.21 para el ion litio (k;ﬁiﬁ), de 4.01 para el ion calcio

opt

(kolot 2+) y 4.20 para el ion magnesio (K,

1Hea g2+). Los resultados mas bajos para el Na" en
ambos sensores fueron coherentes para la interaccion entre el ion6foro valinomicina y iones
de carga +1 debido a que el radio 16nico del sodio es similar al radio i6nico del potasio, por
ello, la interaccion estérica es similar y por ello, se obtuvo coeficiente de selectividad mas
bajos. Para iones de carga +2 como el ion calcio o magnesio, estos formaron complejos no
tan estables, es decir, no interfieren con la cuantificacion de los iones potasio por el ion6foro
valinomicina. Esto explica que los coeficientes de selectividad de estos iones de carga +2

sean mas altos que los obtenidos en presencia de iones de carga +1, como se muestra en la

Tabla 29 (Bamsey et al., 2012).
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Figura 45. Curvas de respuesta del modelo sigmoide para el ion analito potasio y distintos

iones interferentes para el bulk-optodo (Arriba) y para el nano-optodo (Abajo).
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Tabla 29. Valores de coeficiente de selectividad del bulk-optodo y nano-optodo para potasio

basado en la formacion de complejos del iondforo valinomicina frente a iones interferentes.

Log K" - j+
j = interferente Na' Li’ Ca*"’ Mg
Bulk optodo 1.79 3.45 2.09 2.20
Nano optodo 3.04 3.21 4.01 4.20

En el andlisis estadistico de “prueba t-student de una muestra” correspondiente a la

Tabla 31 se propuso como una hipotesis nula: los coeficientes de selectividad = 1 y como

hipdtesis alterna: los coeficientes de selectividad > 1, donde se espera que el valor de p-value

para todos los interferentes de ambos optodos sea menor al nivel de significancia del 95 %

(< 0.05), caso contrario se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna. Como se

observa de la Tabla 31 el coeficiente p-value es menor que 0.05 en todos los casos, por lo

que los resultados obtenidos estadisticamente son aceptables. En resumen, para los cuatro

principales interferentes parecidos al ion potasio (K) como el ion sodio (Na"), litio (Li"),

calcio (Ca®") y magnesio (Mg?") se determiné un coeficiente de selectividad mayor a 1.0, es

decir, el impacto de una concentracion de interferente equivalente a la concentracion de

potasio aporta menos de un 10 % de error a la concentracion final de potasio.
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Tabla 30. Prueba estadistica de t-student de 1 muestra para los coeficientes de selectividad
de los interferentes, donde la una hipotesis nula es igual a 1, a un nivel de confianza del 95

%.

Prueba

Estadisticas descriptivas _ _
Hipotesis nula  Hoip =1
Error Limite P )
ectindar inferior Hipdtesis alterna Hy po» 1
de |3 de 95%

, : Muestra Valor T Valor p
Muestra N Media DeswEst.  media para p

Ma+ BO 15,29  Q.002

Na+BO 3 1.7900  0.0895 00517 1.6391

Ma+NO 3 30400 01520 00978 2.7838 Ma+ MO 2323 0.001
Li+BO 3 34500 01725  0.0996 3,150 Li+ BO 2460 0.001
Li+ MO 3 32100 01603 Q0927 2.9304 Li+ MO 2985 0.0Mm
Caz+BO 3 2.0900 01045 00603 1.9138

Caz+ MO 3 4010 0200 0116 367 Caz+BO 1807 0.002
Mg+ BO 3 22000 01100 00635 20146 Caz+NO 2600  0.001
Mgz+ MO 3 4200 0210 0121 3846 Mg2+ BO 1850 0.0M

Mg2+ MO 2639 Q.00

Los resultados del porcentaje de recuperacion de la concentracion de potasio en
presencia de los iones interferentes se presentan en la 7abla 31. En esta tabla se describio el
comportamiento del nano-optodo ante la presencia de tres niveles de potasio (10, 102y 1.0
M), en los cuales se afiadi6 tres niveles de interferentes (104, 102 y 1.0 M) de iones sodio
(Na"), litio (Li"), calcio (Ca®") y magnesio (Mg*"). Se estudi6 la desviacion de la sefial de
respuesta del nano-optodo ante la presencia de interferentes, debido a que existe una
competencia en la capacidad de acomplejamiento al iondforo valinomicina. Como se
observa de la Tabla 31, los porcentajes de recuperacion de la concentracion de iones potasio
fueron aceptables para el nano-optodo, tomando en cuenta la tolerancia maxima permitida
por el RSD Horwitz cuando la concentracion del interferente no sea superior de potasio. En los
casos de 10 M de potasio en presencia de 10 de interferente se obtuvo una recuperacion
de 115.1 % para sodio y 111.2 % para litio. En el caso de estudio, donde se adiciono los
cuatro iones interferentes juntos se produjo un efecto aditivo alcanzando hasta 116.0 % de
potasio cuantificado, siendo el exceso por el efecto de error positivo de los interferentes.
Este comportamiento se puede explicar por la acumulacion de las interferencias individuales
de los iones, adicionalmente por el efecto matriz y el aumento de la fuerza i6nica debido a
la acumulacién de aniones como cloruros, nitratos y sulfatos como contraiones de los

interferentes (Chiu et al., 2010).
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En el caso del nano-optodo, el interferente no afecta el porcentaje de recuperacion
del analito, es decir, el porcentaje de recuperacion de potasio es relativamente igual a
cualquier proporcion de interferente (100%). Esto se debe a que el nano-optodo esta aislado
dentro de la fase orgénica del optodo, dentro de la micela y el excedente del interferente se
queda fuera de la micela, en la fase acuosa y no interactia con la fase sensora del nano-

optodo.

Tabla 31. Porcentajes de recuperacion para tres niveles de concentracion de potasio
obtenidos por el nano-optodo ante la presencia de tres niveles de concentracion de los

interferentes Na®, Li*. Ca®". Mg?".

+ Na'-Li"-Ca™-
Na* Li" Ca® Mg 2 N

Concentracion de Interferente (M)

10* 107 1.0 [10* 107 1.0 10* 107 1.0|10* 107 1.0]10* 107 1.0

103.1 115.1 - [102.1 111.2 - |100.6 104.0 - |100.6 103.6 - [116.0
Concentracion|

de potasio | 102
™M)

100.2 101.9 109.2(100.1 101.6 106.2|100.0 100.5 103.5(100.0 100.4 102.8/100.8 111.0

recuperacion
(%)

Porcentaje de

100.1 100.3 101.0{100.1 100.2 100.7]100.0 100.1 100.3]100.0 100.1 100.3/100.5 101.8 105.7

En el andlisis estadistico de “ANOVA de un factor” de la Tabla 32 se propuso como
una hipdtesis nula: los porcentajes de recuperacion del nano-optodo en presencia de
interferentes son iguales y la hipotesis alterna: los porcentajes de recuperacion de potasio
son diferentes, donde el p-value para todos los interferentes de ambos optodos es menor al
nivel de significancia del 95 % (< 0.05). Caso contrario se rechaza y se acepta la hipotesis
alterna, es decir, al menos una concentracion de potasio es diferente al resto, por la presencia

de interferentes.
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Tabla 32. Prueba de “ANOVA de un factor” para el nano-optodo, donde la hipotesis nula es
todos los valores de porcentaje de recuperacion de concentracion de potasio en presencia de

interferentes son iguales, a un nivel de confianza al 95 %.

Método
Hipdtesis nula Todas las medias soniguales
Hipdtesis alterna Mo todas las medias soniguales

Mivel de significanciao = 0.05

Se presupuso igualdad de varionzas para el andlisis

Analisis de Varianza

Fuente GL 5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 14 8773 8,66 236 0024
Error 30 797.9 26,60

Total 44 1675.2

Medias

Factor N Media Desv.Est. |1C de 95%

0A-4 K- 1054 Na™+ 103.10 516 (97.02;, 109.18)

0r-4 K- 1054 Lin+ 102.10 511 (95,02, 108 18)
! )
{

0r-4 K-104-4 Cand+ 100,60 503 {94.52; 106.68
an-4 K- 1044 Mg™2+
04-4 K-10%-4 4 jones

3

3

3

3 100.60 503 (94,52 106.68)
3 116.00 580 (109.92; 122.08)
0r-2 K-104-2MNa™+ 3 101.89 509 {9581, 107.97)
0r-2 K-104-2 Lin+ 3 101.56 5.08 {9548 107.64)
0r-2 K-104-2 Ca™2+ 3 100.51 5.03 {94.43 106.58)
0r-2 K-104-2 Mg*2+ 3 10041 5.02 (94,33 106.49)
0r-2K-104-24 iones 3 110.97 5.55 (104.89; 117.05)
0k-1.0Na*+ 3 100.99 5.05
Ok-1.0L"+ 3
0K-1.0Ca"2+ 3
0OK-1.0Mg*2+ 3
1.0K-1.0400nes 3

84,91, 107.07)
100,66 203 (94,58 106,74

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1 !
1 {
1 100,31 502 (94,23 106,39
1 {

{

. 100,31 502
105.72 5.29

84.23 106,39

)
)
)
99.64 111.80)

Dreswbst. ogrupada = 515716

En la Figura 46 se muestran los valores de porcentaje de recuperacion de la
concentracion de potasio en el nano-optodo en presencia de los interferentes Na*, Li*, Ca®",
Mg?*. En el caso del nano-optodo, para los interferentes individuales, los intervalos
estuvieron dentro del rango 90 % a 110 %, excepto para los casos en los cuales, los cuatro
interferentes estan juntos, para la concentracién de 10, 10-2 y 1.0 M los valores de
porcentaje de recuperacion fueron 116.0, 110.9 y 105.7 % respectivamente. En resumen, la
presencia de los interferentes juntos, obtuvieron valores de recuperacion de potasio alejados

del 100 %, debido al aumento de la fuerza idnica en la matriz, que perjudica el
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acomplejamiento con la valinomicina.

Gréfica de caja de 10~-4 K - 10; 10~-4 K - 10; ...

125

Datos

Figura 46. Grafica de barras de los porcentajes de recuperacion de concentracion de potasio
en presencia de interferentes Na*, Li*, Ca** Mg?’, donde la barra representa la desviacion

estandar relativa (5 %).

4.5.3. Sensibilidad

El célculo de la sensibilidad del bulk-optodo y del nano-optodo se realiz6 segin la
Tabla 17 (ver pag. 93). Los valores se obtuvieron de una serie de 10 repeticiones de una
concentracion de potasio correspondiente al limite inferior de concentracién de potasio,
llamado como blanco fortificado de potasio, que para el bulk-optodo corresponde a 10* M

y para el nano-optodo 10 M de potasio.

Los resultados obtenidos se efectuaron en el mismo dia, para probar la estabilidad de
las mediciones y estos se presentan en la 7Tabla 33, obteniendo un valor de desviacion
estandar 6 = 1.05 x 10”7 para el bulk-optodo y ¢ = 1.01 x 10~ para el nano-optodo. A partir
de la desviacion estandar de la concentracion de potasio se calculo el limite de deteccion de
potasio, LD = 0.31 uM (3.15 x 107 M) y el limite de cuantificaciéon, LC = 1.05 uM (1.05 x
10% M) para el bulk-optodo y el limite de deteccion de potasio, LD = 30.3 pM (3.03 x 107
M) y el limite de cuantificacion, LC = 101 uM (1.01 x 10 M) para el nano-optodo segun la

metodologia propuesta.
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Tabla 33. Estimacion del limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) a partir

de la desviacion estandar de un blanco fortificado de 10 M de potasio para el bulk-optodo

y de 10* M de potasio para el nano-optodo.

LD = 10c

Bulk Nano
optodo optodo
Nun.le.ro de Blanco fortificado
mediciones
1 1.24x10°  1.02x10™
2 1.08x10°  1.00x10™
3 1.20x10°  1.14x10™
4 1.05x10°  1.20x10™
5 1.14x10°  1.09x10™
6 1.12x10%  0.90x10™
7 0.94x10°  1.15x10™
8 1.09x10°  1.20x10™
9 0.95x10°  1.00x10™
10 1.23x10%  1.00x10™
Desviacion estandar - 5
©) 1.05x107  1.01x10
Desviacion estandar
relativa (RSD) 9.52 9.43
Limite de deteccion
(LD) 3.15x107  3.03x10°
LD =30
Limite de
cuantificacion (LC)  1.05x10°  1.01x10™

4.5.4. Precision

La repetibilidad y reproducibilidad del optodo se analiz6 seglin la Tabla 18 (ver pag.

94). A partir de la estimacion de la desviacion estandar relativa (RSD) a varios niveles de

concentracion de potasio en condiciones de repetibilidad (mediciones realizas por el mismo
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analista) y condiciones de reproducibilidad (mediciones realizas por diferentes analistas). La
desviacion estandar en condiciones de repetibilidad y reproducibilidad del optodo fue

verificada por la comparacion con el RSDworwit, @ varios niveles de concentracion de potasio.

Para el bulk-optodo a una concentracion media de 10~ M de potasio (BO-Media) se
obtuvo un valor fuera de rango de tolerancia (RSDuorwirtz = 4.0 %) y para 1.0 M de potasio
en el bulk-optodo (BO-Alta) se obtuvo 7 valores fuera del rango de tolerancia (RSDHorwirtz =
2.0 %). Es claro que a mayores concentraciones de potasio se pierde la repetibilidad de
mediciones en el bulk-optodo. En el caso del nano-optodo solamente para la concentracion
alta de 1.0 M de potasio (NO-Alta) se reporté un valor fuera del rango de tolerancia
(RSDHorwirtz = 2.0 %). Esto no afecta las aplicaciones en suelos pues normalmente las

concentraciones de K* no sobrepasan 102 M.

Para la estimacion de la repetibilidad se procedio a un andlisis intra-ensayo (solo un
analista) con diez mediciones seguidas para cada nivel de concentraciéon de 1.0 M, 10° M y
10° M de potasio para el bulk-optodo y 1.0 M, 102 M y 10* M de potasio para el nano-
optodo. Para la estimacion de la reproducibilidad se procedid a un andlisis inter-ensayo
(diferentes analistas) con cinco mediciones seguidas para tres diferentes analistas para las
mismas concentraciones de potasio en el andlisis de repetibilidad para ambos optodos. Para
el bulk-optodo a una concentracion alta de 1.0 M de potasio (BO-Alta) se obtuvieron cuatro
valores fuera de rango de tolerancia (RSDuorwirtz = 2.0 %), donde A1, A2. A3 corresponden
a los resultados obtenidos por diferentes analistas. Para las concentraciones de 10~ y 10,
los resultados obtenidos por el bulk-optodo son aceptables. Sin embargo, para el caso del

nano-optodo todos los resultados fueron aceptables.

La estimacion del RSD; (repetibilidad) para el bulk-optodo y nano-optodo se
presentan en la Tabla 34 y los graficos de control del RSD; se muestran en la Figura 47. La
estimacion del RSDr (reproducibilidad) para el bulk-optodo y nano-optodo se muestran en
la Tabla 35 y los graficos de control del RSDr se presentan en la Figura 48. Los limites de
tolerancia teorica del RSDHorwitz s€ hacen mas estrictos al aumentar la concentracion del
analito. En contraposicion, los resultados experimentales mostraron una tendencia para el
bulk-optodo a aumentar la variabilidad en la concentracion de potasio a una concentracion

elevada de 1M.
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Tabla 34. Analisis de la repetibilidad en las mediciones del optodo a varios niveles de

concentracion de iones potasio para el bulk-optodo (Arriba) y para el nano-optodo (Abajo).

Mediciones repetidas para el bulk-optodo RSD

. P dio [ RSD: .
de potasio (M) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 romedio " | Horwitz

Concentracion

107 0.96x10° 1.03x10°® 1.06x10® 0.99x10° 0.96x10°° 0.89x10°° 1.08x10°® 1.05x10 0.98x10°° 0.96x10°°| 1.00x10*| 5.66 | 16.00
107 1.01x10” 0.93x10 1.03x10° 0.99x10” 0.96x10° 0.96x107 0.98x10 1.02x10° 0.97x10° 0.98x10°[ 0.98x10°| 2.99 | 5.66
1.00 1.02 1.01 098 096 094 097 094 094 09 098 097 |3.04| 200

Concentracién Mediciones repetidas para el nano-optodo RSD
. Promedio | RSDr B
de potasio (M) 1 ) 3 4 5 6 7 3 9 10 Horwitz

10+ 0.92x10* 0.96x10™ 0.96x10 0.97x10 0.94x10™* 0.94x10™* 0.98x10™ 0.96x10 0.97x10* 0.98x10*| 0.96x10*| 1.91 | 8.00
1072 0.99x107 1.01x107 1.02x10? 1.01x107 0.99x107 1.00x10? 0.96x10 0.98x107 0.99x10 1.01x10°*[ 1.00x107| 1.82 [ 4.00
1.00 1.01 1.00 1.00 1.2 099 098 098 1.01 1.00 1.01 100 | 1.26 | 2.00

Tabla 35. Analisis de la reproducibilidad en las mediciones del optodo a varios niveles de

concentracion de iones potasio para el bulk-optodo (Arriba) y para el nano-optodo (Abajo).

C tracio Mediciones repetidas para el bulk-optodo RSD
oneen .ac10n Analista Promedio| RSDg .
de potasio (M) 1 2 3 4 5 Horwitz

Al [1.05x10° 0.99x10° 0.98x10° 0.99x10 1.03x10°%] 1.01x10°
10° A2 1.03x10° 1.00x10°° 0.98x10° 0.91x10° 0.93x10°[ 0.97x10°| 7.06 [ 16.00
A3 10.87x10 0.86x10° 0.97x10° 1.02x10° 0.97x10°%{ 0.94x10°
Al ]1.05x10™ 1.03x10™ 0.97x10™* 0.99x10™ 1.02x10{ 1.01x10™
10° A2 |1.03x10™ 1.02x107 0.99x10™ 0.95x10™ 1.00x10™| 1.00x10™| 4.55 [ 5.66
A3 [0.94x10™ 0.93x10™* 0.94x10™* 1.01x10™* 1.06x10™*| 0.98x10*
Al 1.00 1.01 1.00 097 1.00 1.00
1.00 A2 1.00 1.02 1.04 1.00 1.02 1.02 | 222 | 2.00
A3 1.02 1.01 1.01 099 097 1.00

Concentraciéon Mediciones repetidas para el nano-optodo RSD

. i P dio| RSD, .
de potasio (M) Analista 1 ) 3 4 5 romedio ® |Horwitz

Al 1.02x10* 0.99x10™ 0.93x10* 0.96x10™ 0.94x10*{ 0.97x10™
10* A2 10.94x10™ 0.96x10™ 1.00x10™* 0.99x10™ 0.99x10*{ 0.97x10*| 3.48 [ 8.00
A3 10.99x10™ 1.04x10* 1.02x10™ 0.97x10™ 0.99x10°| 1.00x10™
Al [1.01x10? 1.00x107 1.02x107 1.03x107 0.98x10?[ 1.01x10™
107 A2 |1.00x107 0.99x1072 0.99x107 1.01x107 1.01x107[ 1.00x107%| 2.01 [ 4.00
A3 10.96x107 1.01x10? 1.00x107 1.01x107 1.02x10°| 1.00x10™
Al 0.98 1.01 1.01 .02 0.99 1.00
1.00 A2 1.01 1.01 0.99 1.00 1.01 1.00 | 142 | 2.00
A3 0.99 .00 0.99 1.02 1.01 1.00
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Figura 47. Repetibilidad analitica de las mediciones a tres niveles de concentracion de
potasio. Repetibilidad del bulk-optodo a 10° M (a), 10> M (b) y 1.0 M (c) de potasio.
Repetibilidad del nano-optodo a 10 M (d), 102 M (e) y 1.0 M (f) de potasio, donde las

lineas punteadas horizontales representan los limites superiores e inferiores segin el

RSDorwitz para cada nivel de concentracioén de potasio y los valores de cuadros coloreados

se escapan de los limites de tolerancia.
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Figura 48. Reproducibilidad analitica de las mediciones a tres niveles de concentracion de
potasio. Reproducibilidad del bulk-optodo a 10° M (a), 10> M (b) y 1.0 M (c) de potasio.
Reproducibilidad del nano-optodo a 104 M (d), 102 M (e) y 1.0 M (f) de potasio, donde las
lineas punteadas representan los limites superiores e inferiores segin el RSDHorwitz y los

valores de cuadros coloreados se escapan de los limites de tolerancia.

En el andlisis estadistico de “ANOVA de un factor” de la Tabla 36 se propuso una
como hipoétesis nula: los porcentajes de recuperacion de potasio del bulk-optodo y nano-
optodo bajo condiciones de repetibilidad son iguales y la hipdtesis alterna: los porcentajes

de recuperacion de potasio no son iguales, donde el p-value para los tres niveles de
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concentracion de potasio fueron menores al nivel de significancia al 95 % (< 0.05). Caso
contrario se rechaza, al menos una concentracion de potasio es diferente al resto de su grupo

en condiciones de repetibilidad.

Tabla 36. Prueba de ANOVA de un factor para el bulk-optodo y nano-optodo, donde la
hipdtesis nula es todos los valores de porcentaje de recuperacion de concentracion de potasio

en condiciones de repetibilidad son iguales, a un nivel de confianza al 95 %.

Método
Hipdtesis nula Todas las rmedias son iguales
Hipatesis alterna Mo todas las medias son iguales

Mivel de significancia o= 0.03

52 BFESLBLED [FUaldad de varianas pard of andiisis,

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 5 139.5 27.M 272 0.029
Error 54 554.0 1026

Total 50 603.5

Medias

Factor M Media DeswEst.  IC de 95%

BO Baja 10 9967 .89 (97.0d 10170
BO hedia 10 93.460 3102 (96,429 100.497)
BO Alka 10 96,910 2,888 (94,879 93.9417)
MO Baja 10 95,970 1.877 (93,939 93.001T)
MO kedia 10 99,640 1.856 (97602 101.671)
MO Alka 10 100.040 1,382 (95,002 102.071)

Cresw et agrupada = 320290

La Figura 49 muestra el grafico de barras, incluyendo la media aritmética y la
dispersion de la recuperacion de potasio en condiciones de repetibilidad, considerando el
mismo analista, mismo equipo de medicién, mismos reactivos y en un tiempo de analisis

corto. Los resultados tienen una media entre el 95 % a 105 % para todas las concentraciones.
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Figura 49. Grafica de cajas de la variabilidad en condiciones de repetibilidad a tres niveles

de concentracion de potasio para el bulk-optodo y nano-optodo.

En el analisis estadistico de “ANOVA de un factor” de la Tabla 37, que corresponde
a los resultados obtenidos por 3 analistas diferentes, Se propuso como una hipotesis nula:
los porcentajes de recuperacion de potasio del bulk-optodo y nano-optodo bajo condiciones
de reproducibilidad son iguales y como hipdtesis alterna: los porcentajes de recuperacion de
potasio no son iguales. Si el p-value es menor que 0.05 se acepta el resultado. Caso contrario
no se acepta. Para los tres niveles de concentracion de potasio en el bulk-optodo y nano-
optodo se obtuvieron valores de p-value igual a 0.069 y 0.095, respectivamente. Entonces,
se acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipdtesis alterna, es decir, que todas las
concentraciones de potasio son estadisticamente iguales, bajo condiciones de

reproducibilidad.
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Tabla 37. Prueba de ANOVA de un factor para el bulk-optodo y nano-optodo, donde la

hipdtesis nula es todos los valores de porcentaje de recuperacion de concentracion de potasio

en condiciones de reproducibilidad son iguales, a un nivel de confianza al 95 %.

Analisis de Varianza

Método

Hipdtesis nula
Hipdtesis alterna

Todas las rmedias son iguales
Mo todas las medias soniguales
Mivel de significancia o= 0.05

52 BFESLBLED [FUAldad de varianeas pard of andiisis,

Fuente GL 5C Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor a 2564
Errar 36 5660.3
Total 44 a7

32.06 20 0083
15.73

Medias

Factar M Media DeswEst.  IC de 95%
BO-Baja-41 510084 313 (9724 104,44
BO-Baja-A2 5 9684 500 (93,24 10044
BO-Baja-43 5 93,78 676 (9018 97.38
BO-Media-21 5 101.30 320 (9770 104.90
BO-Media-22 & 9966 316 (96,06 103.26)
BO-bedia-A23 5 9744 5.56 (93,84 101.04)
BO-Alta-A1 5 99,680 1.674 (96.083; 103,277
BO-Alta-A2 5101600 1.495 (92.003; 105,197
BO-Alta-23 509,780 2215 (96.183; 103.377)

Creew oL, agrupada = 396007

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 8 75,22 2403 1.87 0095
Error 36 180,75 5.01

Total 44 255,97

Medias

Factor N Media Desv.Est,  1C de 95%
MO-Baja-41 5 96,78 3.89 (75 988N
MO-Baja-42 5 9764 239 (95.61; 99.67)

MO-Baja-A3 5 10014
MO-Media-21 3 100,620
MO-Media-22 5 99,860
MO-Media-A3 5 99,92

282 (98.11:102.17)

1,043 (95,585 102.652)

0.940 (97,825 107.892)
252 (97.8% 101.95)

MO-Alta-A41 53100440 1491 (93408, 102.472)
MO-Alta-A2 5100420 1,099 (93,333, 102.452)
MO-Alta-A3 5 100,220 1.402 (38,188 102.252)

Cresv Fel, agrupada = 224071

La Figura 50 muestra el grafico de barras, incluyendo la media aritmética y la

dispersion de la recuperacion de potasio en condiciones de reproducibilidad de las

mediciones, considerando condiciones del diferente analista (A1, A2 y A3), mismo equipo

de medicidén, mismos reactivos y en un tiempo de analisis corto. Los resultados tienen una

media entre el 95 % a 105 % para todas las concentraciones del bulk-optodo y nano-optodo,

excepto para el bulk-optodo, donde el analista A3 tuvo una media de 0.938 para una

concentracion baja de potasio de 10°° M (BO-Baja-A3).
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Figura 50. Gréfica de cajas de la variabilidad en condiciones de reproducibilidad a tres
niveles de concentracion de potasio para tres analistas diferentes para el bulk-optodo

(Arriba) y nano-optodo (Abajo).

En los resultados se observa que la variabilidad del bulk-optodo es mayor con
respecto al nano-optodo, que se explica por la sensibilidad de la superficie de la membrana
del bulk-optodo. Para el bulk-optodo a todos los niveles de concentracion, los valores de
desviacion estandar en condiciones de repetibilidad (RSD;) fueron menores a los valores

teoricos de RSDworwitz, @ excepcion de 1.0 M de potasio con un valor de desviacion estdndar
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relativa, RSD; = 3.04 %, siendo superior al RSDHorwitz de 2.00 %. Esta excepcion en la
variabilidad puede explicarse por la solubilidad parcial con el pasar del tiempo del
plastificante del bulk-optodo en el medio acuoso de la muestra problema. En el caso del
nano-optodo, se presenta una buena precision, manteniendo los valores de desviacion
estandar relativa, RSD; menores a los valores de RSDhorwitz para los tres niveles de
concentracion de potasio, que se justifica por la ausencia de plastificante, manteniendo asi
la fase sensora homogénea y protegida dentro de la micela durante todo el proceso de
medicion. Los resultados de reproducibilidad respaldaron los resultados obtenidos en los
ensayos de repetibilidad, siendo la variabilidad del bulk-optodo mayor con respecto al nano-
optodo. Ademas, se observa que la tendencia a una mayor variabilidad aumenta a menores

concentraciones de potasio (<107 M).
4.5.5. Veracidad

El andlisis de la veracidad de la metodologia se realizd por comparacion de los
resultados analiticos de los suelos agricolas obtenidos por otra técnica instrumental,
Absorcion Atdmica (AA). Se realizo la cuantificacion de “Potasio Disponible”, es decir sin
digestion 4acida por la metodologia estandar denomina: “SMEWW-APHA-AWWA-WEF
Part 3111 B, 24th Ed.” De titulo: “Metales por flama de Espectroscopia de Absorcion
Atomica. Método Flama de Acetileno. Ao 2023, que se realiz6 por la empresa ANCI DEL
PERU S.A.C. En paralelo, se realizaron mediciones con un electrodo combinado de ion
selectivo (ISE) para potasio de la marca HANNA® Instruments HI4114. Los resultados se

muestran en la Tabla 38.

Nota: La metodologia de Absorcion Atomica para potasio estd disefiada para aguas de tipo:
Natural, Para uso y consumo humano, Residuales y Salinos. Los extractos de suelos estan

clasificados como Agua de Proceso y estdn fuera del alcanza original del método estandar.

La veracidad fue comprobada por andlisis estadistico de las concentraciones de
potasio de los suelos agricolas de las zonas Canta-Lima de las tres metodologias estudiadas,
de la Absorcion Atomica (AA), del Electrodo selectivo a iones potasio (ISE) y el obtenido
por nuestro nano-optodo. En la Figura 51 se muestra la presencia de una dispersion de las
concentraciones de potasio para las metodologias estudiadas para todas las muestras, siendo
visualmente las tres metodologias estudiadas equivalentes estadisticamente entre si.
Mientras en la Tabla 39 se realizé una prueba de ANOVA para comparar las medias de la

concentracion de potasio de las tres metodologias estudiadas, donde se encontré que un valor
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de p-value mayor a 0.05 (nivel de significancia del 95 %), para los resultados obtenidos por

el electrodo selectivo a iones potasio menores a los valores de referencia, probablemente por

la alta variabilidad inherente de dicha técnica analitica. En resumen, los resultados de la

concentracion de potasio del nano-optodo propuesto fue estadisticamente equivalente a los

resultados obtenidos por los métodos de referencia, por ende, la metodologia propuesta en

este trabajo se puede considerar veraz para el alcance propuesto como muestras acuosas de

extracto de suelos agricolas en un rango de trabajo de potasio entre 10— 1.0 M.

Tabla 38. Estudio de veracidad de la metodologia de referencia del nano-optodo, Absorcion

Atomica (AA) y Electrodo selectivo a iones potasio (ISE).

Muestras

Fundo El Tambo

Fundo Tunapis

Metodologia

0-30cm

30-60cm

0-30cm

Concentracién de potasio (M)

30-60cm

Nano-optodo
(este trabajo)

Absorcidn
Atdmica

Electrodo
selectivo

0.0872 8.72E-02

0.0912 9.12E-02

0.0826 8.26E-02

0.0006 5.68E-04

0.0005 5.33E-04

0.0006 5.98E-04

0.0027 2.68E-03

0.0028 2.79E-03

0.0024 2.45E-03

0.0001 6.84E-05

0.0001 6.79E-05

0.0001 6.29E-05
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a)

Gréfica de valores individuales de 0-30 cm; 30-60 cm
959 IC parala media

01404

0.08+

0.06

Datos

0.04+

0.02+

0,004

T T T
Método AATambo  ISE Tafnbo NO Tambo
0-30 cm

AATambo ISE Tarnbo NO Tambo
30-60 cm

Las desviaoiones estandar individuales se wtilizaron para calcular los intervalps,

b)

Grafica de valores individuales de 0-30 cm; 30-60 cm
95% IC para la media

0.00357

0.0020+

0.0025+

0.0020+

Datos

0.0015

0.0010

0.0005+

0.0000+

Método AA Tunapis 1SE Tunapis WO Tunapis
0-20 ¢cm

AA Tunapis 1SE Tunapis NO Tunapis
30-60 cm

Las desvigripnes estdndaor individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 51. Grafica de valores individuales para los métodos de Nano-optodo (NO),

Absorcion Atdémica (AA) y Electrodo selectivo a iones (ISE) para a) Fundo El Tambo y b)

Fundo Tunapis de la zona agricola de Canta-Lima.
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Tabla 39. Estadistica descriptica y prueba de ANOVA de un factor para Fundo el Tambo a)
0-30 cm, b) 30-60 cm. Fundo Tunapis c) 0-30 cm y d) 30-60 cm.

a)

Estadisticas descriptivas

Muestra

N Media Desv.Est.

Error
estindarde
la media ICde 95% parap

AATambo 0-30crm 3 0.09123 0.00456
NO Tambo 0-30cm 3 0.08722  0.00436
ISE Tambo 0-30cm 3 0.08260  0.00413

Prueba

Hipdtesis nula  Hg p =009

0.00263 (0.07990; 0.10257)
0.00252 (0.0763% 0.09806)
0.00238 (0.07234; 0.09286)

123

Hipdtesis alterna Hq: o= 009123

ValorT Valorp

Muestra

Ad Tambo 0-30cm 0.00
NOTambo 0-30cm -1.59
ISE Tambo 0-30cm -3.62

c)

Estadisticas descriptivas

Muestra N Media Desv.Est.

0,999
0.252
0.069

Error
estindarde
lamedia ICde 95% parap

AATunapis 0-30cm 3 0002785 0.000139
MO Tunapis0-30cm 3 0.002676 0.000134
ISE Tunapis 0-30cm 3 0.002446 0.000122

Prueba

Hipdtesis nula

0.000080 (0.002440; 0.003132)
0.000077 (0.002344; 0.003009)
0.000071 (0.002142; 0.002750)

Ho: o = 0.002785

Hipdtesis alterna Hy: p = 0.002786

0,699
0,292

Muestra Valor T Valor p
Ad Tunapis 0-30cm 0.00
WO Tunapis0-30cm  -1.42
ISE Tunapis 0-30cm  -4.81

0.041

b)
Estadisticas descriptivas

Muestra

N Media Desv.Est.

Error
estindarde
la media IC de 95% parap

Af Tambo 30-60cm 3 0000533 0.000027
NOTambo 30-60cm 3 0.000568 0.000028
ISE Tambo 30-60cm 3 0000598 0.000030

Prueba

Hipdtesis nula

0.000015 (0.000466; 0.000599)
0.000016 (0.000497; 0.000638)
0.000017 (0.000524; 0.000673)

Hg po= 00005326

Hipotesis alterna Hq:p = 00005326

0.998
0165

Muestra Valor T Valor p
Af Tambo 30-60cm -0.00
NC Tambo 30-60cm 2.14
ISE Tambo 30-60cm 3.81

Estadisticas descriptivas

Muestra N Media DesvEst.

0.063

Error
estindarde
la media IC de 95% parap

A& Tunapis 30-60cm 3 0.000068  0.000003
NOTunapis 30-60cm 3 0.000068 (0.000003
ISE Tunapis 30-60cm 3 0000063 0.000003

Prueba

Hipdtesis nula

0.000002 {0.000059; 0.000076)
0.000002 (0.000060; 0.000077)
0.000002 {0.000055; 0.000071)

Heg po= 0.00006793

Hipbtesis alterna Hq o= 0.00006793

(0.999
0.832
0.108

Muestra Valor T Valor p
AA Tunapis 30-60cm  -0.00
NC Tunapis30-60cm 0.24
ISE Tunapis 30-60cm -279

4.5.6. Tiempo de respuesta

El andlisis de la estabilidad de la sefial analitica del optodo se realiz6 seglin la Tabla
20 (ver pag. 96) para tres niveles de concentracion de potasio para el bulk-optodo y nano-
optodo Las fases sensoras de ambos optodos fueron mantenidas en la misma soluciéon por

todo el tiempo, aislados de la luz ambiental y a temperatura constante, para evitar los errores
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sistematicos provenientes de factores externos.

Los resultados son presentados en la Figura 52, donde se describe a detalle la
variabilidad a cada nivel de concentracion. En el caso del bulk-optodo, para niveles de
concentracion baja de 10 ® M y concentracion media de 10 ~* M se obtuvo una variabilidad
experimental dentro de los niveles de tolerancia estimados. Para una concentracion alta, de
1.0 M de potasio, se observé un aumento de la sefial analitica a través del tiempo, debido a
una perdida en la retencion de iones potasio por el ionéforo valinomicina del optodo a través
del tiempo. La desviacion en el comportamiento puede deberse a una pérdida de la fase
sensora del optodo por un proceso de solubilizacion parcial del plastificante en el medio

acuoso de la muestra problema.
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Figura 52. Variabilidad de las concentraciones de potasio en el trascurso del tiempo a tres
niveles de concentracion para el bulk-optodo de 1.0 M, 10 M y 10 M de potasio (Arriba)
y para el nano-optodo de 1.0 M, 102 M y 10 M de potasio (Abajo), donde las lineas

punteadas representan los limites superiores e inferiores segun el RSDHorwitz.

Segtn se planted inicialmente, el andlisis de la estabilidad de la sefial analitica del
nano-optodo alcanzo tiempos mas amplios. Los resultados mostraron que las

concentraciones de potasio tienden a disminuir con el tiempo, comportamiento opuesto a los
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bulk-optodos. Para una concentracion de 10 M de potasio la sefial es estable por hasta 48
horas, para una concentracion de 102 M de potasio la sefial es estable por hasta 24 horas y

para una concentracion de 1.0 M de potasio la sefial es estable por 6 horas.

Una explicacion del tiempo de vida limitado del optodo, es debido a la disminucién
a la constante de formacion entre el iondforo valinomicina y el ion potasio, por la
degradacion del cromoiono6foro ETH 5294 por la interaccion con la luz ambiental. Este
cromoionodforo es fotosensible, lo que provoca la disminucidn del color de la fase sensora,

es decir, la disminucion de la sefial analitica con el paso del tiempo.

En la Figura 53 se observo la variabilidad del porcentaje de recuperacion a través del
tiempo a un nivel de confianza del 95 %. Para el bulk-optodo la estabilidad alcanzé hasta las
2 horas para una concentracion baja de potasio (10°® M) y para una concentracion media (10°
3 M) y alta de potasio (1.0 M) la estabilidad alcanzo solo 1 hora con una tendencia a aumentar
la concentracion de potasio después de ese tiempo. La explicacion es por la baja lipofilicidad
de componentes de la fase sensora del bulk-optodo como el plastificante DOS, el PVCy la
valinomicina, entonces en condiciones en la cual, la membrana del bulk-optodo esta
sumergido en la solucion de potasio durante todo el tiempo de prueba, esta se va perdiendo
progresivamente y por ende la concentracion de potasio va aumentando con respecto a la
cantidad de fase sensora insoluble. Para el nano-optodo se obtuvo una mejor estabilidad en
el intervalo de confianza del 95 %, siendo para concentraciones bajas de potasio (10 M)
estable en todo el intervalo de medicion, hasta 48 horas, para una concentracion media de
potasio (102 M) la concentracién no se modificé dentro de las 24 horas y para una
concentracion alta de potasio (1.0 M) solo fue estable por 6 horas, siendo la explicacion por
la salida de iones potasio dentro de la micela, debido al descenso de la constante de

formacion entre el iono6foro valinomicina y los iones potasio.
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Grafica de series de tiempo de BO Baja; BO Media; BO Alta
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Figura 53. Grafica de secuencia en el tiempo para la estabilidad del porcentaje de

recuperacion de la concentracion de potasio a varios niveles de concentracion para el bulk-

optodo (arriba) y nano-optodo (abajo).

4.6. Uso del Raspberry-pi en la cuantificacion de potasio

El desarrollo de los métodos colorimétricos, dentro de la quimica analitica, ha

cobrado relativa importancia en la ultima década, gracias al avance en la tecnologia

optoelectronica, tanto en la miniaturizacion de equipo de captura de iméagenes y el aumento

en la resolucion de las imdgenes obtenidas. En este trabajo se desarrolld un dispositivo de
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captura de imagenes para el analisis de iones potasio, donde la sefal colorimétrica analizada
es el cambio de color de la fase sensora del optodo proporcional a la concentracion de iones

potasio en solucion.

El proceso de deteccion de color se realizd en el espacio de color RGB y el
tratamiento de las imagenes fue realizado por un ordenador de placa simple (SBC) Raspberry
Pi 4 B (Raspberry Pi Foundation, Cambridge, England, United Kingdom) con una camara
digital de 5 MP a unos 6 cm de distancia en forma perpendicular de la zona de ubicacion de
la muestra y una fuente de luz LED SMD 5050 de 7.5 watts de potencia y 600 (585) limenes
de intensidad de luz para el color blanco, ubicados alrededor de la muestra en forma de

cuadrado a unos 8 cm de distancia de la camara digital.

El ordenador Raspberry Pi utiliz6 un algoritmo para la deteccion del color RGB en
el lenguaje de programacion Python. El procesador selecciona un cuadrado de 50 pixeles de
lado y hace un promedio de las sefiales de color RGB, estos valores de los colores RGB son
usados para la determinacion de “o” en lugar de usar los valores de absorbancia del

espectrometro UV-Vis.

La Figura 54 muestra los colores individuales RGB, tanto experimentales y
corregidos, obtenidos de los nano-optodo por la cdmara digital conectada al dispositivo
Raspberry-pi. A partir de las curvas de correlacion de los colores RGB con la concentracion
de potasio, se observo que los valores de colores RGB corregidos tienden a incrementarse
con respecto a los colores RGB experimentales, especialmente a elevadas concentraciones
de potasio y, por tanto, también tener mejores pendientes segin la Figura 55. Esto puede
explicarse por la elevada variabilidad que presenta el color blanco de valores de
(255,255,255) en el espacio de color RGB a factores externos como la iluminacion y la

facilidad de contaminacién de color blanco.
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Figura 54. Curva de color RGB individual segtin la concentracion de potasio como logaritmo
de la actividad del ion potasio (Log a k"), donde los resultados en lineas punteadas son los

colores RGB experimentales y las lineas continuas son los colores RGB corregidos.

Durante las primeras experiencias con el dispositivo de captura de imagenes se
obtuvo poca reproducibilidad en la adquisicion de datos de los colores RGB, siendo en estos
dispositivos miniaturizados bastante complicado mantener controlados pardmetros como el
autofoco de la cdmara o la intensidad en la luminosidad de los LEDs. Por consiguiente, se
realiz6 una calibracion de color, usando dos estdndares de color, uno de color negro
equivalente a (0,0,0) en el espacio de color RGB y otro de color blanco de (255,255,255) en
el espacio RGB. Los colores RGB después de la correccion de la ecuacion 17 (ver pag. 100),

son llamados color corregido.
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Grafica de dispersion de R; G; B vs. Log K+
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Figura 55. Grafica de dispersion de entre el logaritmo de la concentracion de iones potasio
Log aK" (Eje X) y la sefial de color individual RGB (Eje Y), para los colores individuales

experimentales (Arriba) y los colores corregidos (Abajo).

La relacion entre las sefiales colorimétricas individuales del sistema RGB y las
concentraciones de potasio no fueron lineales, por ende, se planeo la conversion matematica
para usar el valor “a”, para comparar las sefiales con la metodologia clasica del
espectrometro UV-Vis. En la conversion al modelo de calibracion sigmoide y lineal se

empled una sefial relativa (no absoluta), esta variable fue definida en la ecuacion 16 (ver
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pag. 61) y es calculada por un ratio o proporciones entre dos tipos de senales, luego, este
tipo de medicion se vuele robusta y no dependiente de la calidad y resolucion de la camara

digital, ni tampoco de la iluminacién externa durante la deteccion del color por el optodo.

La Figura 56, muestra la correlacion entre cada color RGB individual con la
concentracion de potasio. En el modelo de calibracion sigmoide, la funcion “1-a” tiene un
comportamiento diferente a los valores obtenidos de la metodologia clasicas UV-Vis, donde
el color rojo (R) tiene mayor similitud a los valores del UV-Vis que el color verde (G) y azul
(B). Cuando se analizo la correlacion entre la concentracion de potasio como logaritmo de
la actividad (Log aK") con la variable “1-a” de cada color RGB individual del nano-optodo,
no se logrd una correlacién lineal y se obtuvo un valor de coeficiente de determinacion (1?)
de 0.8797 para el color rojo (R), de 0.8820 para el color verde (G) y de 0.8993 para el color
azul (B).

-2.5 | —B— UV-Vis

1-a

3.0 | e Modelo Téorico
-4.0 P .
-4.5
-e-8 S
-5.0 -
-4.0 -3.0 -2.0 -1.0 0.0
Loga .,

Figura 56. Curva de calibracion sigmoide del nano-optodo a partir del logaritmo de la
actividad del ion potasio (Log ak ") y de una funcion de “1-0”, donde las barras representan
el RSDHorwitz de los datos experimentales del UV-Vis, los resultados en lineas punteadas son

los colores RGB experimentales y las lineas continuas son los colores RGB corregidos.

Cuando se utiliz6 la conversion matematica de la ecuacion 17 (ver pag. 100), en la
cual se uso el color rojo (R) y verde (G) en una funcion logaritmica de dos variables para la
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obtencion del valor “a”. Los resultados de la curva de calibracion de los colores combinados
rojo (R) y verde (G) del espacio de color RGB son cercanos a los resultados de la
metodologia clasica del UV-Vis, tanto para los modelos de calibracion sigmoide de senal
“l-a” y calibracion lineal de sefial “Log (a/1-a)” como se observa en la Figura 57. También
se observa una desviacion a los resultados para elevadas concentraciones de 10" My 1.0 M
de potasio, esto se debid a la variabilidad de color obtenido por la metodologia de captura

de imagenes del Raspberry-pi.

Tabla 40 se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para el modelo de calibracion
lineal con base en los colores RGB experimentales (RGB), RGB corregidos (RGBc) y UV-
Vis, se obtuvo un p-value < 0.05 para ambos modelos de calibracion, con los cual se rechaza
la hipotesis nula: los coeficientes de la ecuacion (pendiente e interseco) son iguales a cero.
Por ende, se comprueba que el modelo de calibracion es valido, dado que el valor de la
pendiente e interseco son estadisticamente diferentes del valor de cero. Los valores de r? para
el modelo sigmoide y lineal fueron 99.94 %, 99.80 % y 100.00 % respetivamente, siendo
superiores al nivel de confianza del 95 %, entonces el modelo mas representativo del

comportamiento del optodo es modelo de calibracion lineal.
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Figura 57. Curva de calibracion sigmoide (arriba) y lineal (abajo) del nano-optodo a partir
de los colores RGB experimentales y corregidos, donde las barras verticales representan el
RSDHorwitz de los datos experimentales del UV-Vis y los resultados en lineas punteadas son

los colores RGB experimentales y las lineas continuas son los colores RGB corregidos.
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Tabla 40. Analisis de regresion del modelo de calibracion lineal para el nano-optodo a partir

de los colores RGB experimentales (RGB), RGB corregidos (RGBc) y UV-Vis.

Analisis de regresion: Log K+ vs. RGB Analisis de regresion: Log K+ vs. RGB ¢
La ecuacidn de regresién es La ecuacidn de regresidn es
Log K+ = - 1514 + 1.245 RGB Log K+ =-1375 + 2221 RGB ¢
Resumen del modelo Resumen del modelo
5 R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) 5 R-cuadrado R-cuadrado(ajustado)

0.0376619 99.96% 99.94% 0.0713332 99.85% 99.80%
Andlisis de Varianza Analisis de Varianza
Fuente GL 5C MC F P Fuente GL 5C MC F P
Regresion 1 §9957 000574 704711 0.000 Regresidn 1 99847 998473 190224 0,000
Error 300043 000142 Error 3 00153 0.00509

Analisis de regresion: Log K+ vs. UV-Vis

La ecuacidn de regresidn es
LogK+ =-1.384 + 2151 UW-\is

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado)
0.0083367 100.00% 100.00%

Analisis de Varianza

Fuente GL 5C MC F P
Regresién 1 499986 499986 7193967 (0000
Errar 2 0.00014  0.00007

Total 3 5.00000

La Figura 58 muestra el andlisis de regresion lineal del nano-optodo para la
concentracion de potasio como Log aK™ (Eje X) y una funcion de o como “1-a” del modelo
de calibracion sigmoide y “Log (a/1-a)” del modelo de calibracion lineal (Eje Y) calculado
a partir de los colores RGB experimentales con un dispositivo portatil de captura de
imagenes. Los resultados mostraron que todos los puntos de calibracion de potasio estan

dentro del limite de confianza al 95 % para ambos modelos de calibracion. Ademas, el
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analisis de normalidad de los residuales, es decir, sesgo entre la concentracién de potasio

real y tedrica, es pequeiio y esta aleatoriamente distribuida en la grafica de probabilidad de

normalidad con valores por arriba y debajo de la linea de tendencia.
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Figura 58. Grafica lineal ajustada para la calibracion lineal para el nano-optodo a partir de

los colores RGB experimentales, RGBc y UV-Vis, incluyendo el andlisis de normalidad de

los residuales.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) para el modelo de calibracion sigmoide

y lineal con base en los colores RGB corregidos, se obtuvo un p-value < 0.05 para ambos
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modelos de calibracion, con los cual se rechaza la hipotesis nula: los coeficientes de la
ecuacion (pendiente e interseco) son iguales a cero. Por tanto, se comprueba que el modelo
de calibracion es valido, dado que el valor de la pendiente e interseco son estadisticamente
diferentes del valor de cero. Los valores de r?> para el modelo sigmoide y lineal fueron
mayores al nivel de confianza del 95 %, entonces el modelo mds representativo del

comportamiento del optodo es modelo de calibracion lineal.

El anélisis de regresion lineal del nano-optodo para la concentracion de potasio como
Log aK" (Eje X) y una funcion de a como “1-0”” del modelo de calibracion sigmoide y “Log
(o/1-a)” del modelo de calibracion lineal (Eje Y) calculado a partir de los colores RGB
corregidos con un dispositivo portatil de captura de imagenes. Los resultados mostraron que
todos los puntos de calibracion de potasio estan dentro del limite de confianza al 95 % para
ambos modelos de calibracion. Ademas, el analisis de normalidad de los residuales, es decir,
sesgo entre la concentracion de potasio real y tedrica, es pequeio y estd aleatoriamente
distribuida en la grafica de probabilidad de normalidad con valores por arriba y debajo de la

linea de tendencia.
4.6.1. Efecto delaluz

Durante la optimizacion del dispositivo de medicion colorimétrica portatil, se
observo que controlar la iluminacion ambiental en condiciones poco controladas como zonas
externas de campo era complicado, por ende, se estudid el impacto directo de la iluminacion
sobre la sefial de color RGB obtenido desde la captura de iméagenes del nano-optodos segiin

se muestra en la Figura 59.

El estudio se realizo con luces LED SMDS5050 como fuente de iluminacion de varios
colores segun la Tabla 21. Caracteristicas técnicas de las luces LED SMD-5050.Tabla 21
(ver pag. 101), los datos de color RGB fueron corregidos por los colores estandar blanco y
negro, valores 0,0,0 y 255,255,255 respectivamente. Los valores de colores crudos y
corregidos para la curva de calibracion en el rango de potasio entre 10° — 10" M son

mostrados en la Tabla 41 y Tabla 42.
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Tabla 41. Valores de color RGB experimentales del nano-optodo para potasio entre 107 —

1.0 M, expuesto a diferentes fuentes de luz con los a) LED RGB, b) LED RG, ¢) LED G, d)

LED B, ¢) LED R y f) LED RB.
a) b)
BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO
BLANCO | R G B R G B R G B AMARILLO| R G B R G B R G B
BUFFER [ 49 130 255 | 102 184 255| 12 40 124 BUFFER | 47 129 135 | 111 194 161 | 14 44 25
K 10-5M 49 127 255 104 185 255 | 10 39 125 K 10-5M 47 128 135 | 111 194 162 | 13 40 21
K 10-4M 49 131 254 103 187 255| 9 37 122 K 10-4M 49 130 142 | 110 192 164 | 13 41 21
K 10-3M 48 124 253 [ 102 188 255 | 11 39 124 K 10-3M 46 120 133|109 193 164 | 13 41 22
K 10-2M 52 122 252|103 187 255 | 11 39 123 K 10-2M 52 122 134 111 195 162 | 14 42 22
K 10-1IM 58 118 251 | 106 185 255 11 39 122 K 10-1IM 59 111 130 ) 113 192 164 | 15 40 23
K 1.0M 68 109 250 | 105 188 255 11 39 122 K 1.0M 71 103 124 | 113 196 165 | 14 44 23
NaOH 64 116 254 | 102 188 255 11 40 125 NaOH 64 107 125 ] 109 194 164 | 14 42 23
©) d)
BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO
VERDE R G B R G B R G B AZUL R G B R G B R G B
BUFFER 1 147 155 32 205 18 | O 51 36 BUFFER 50 132 2551 79 170 255 | 2 35 203
K 10-5M 1 141 156 | 32 206 186 | 0O 48 31 K 10-5M 51 132 2551 79 170 255 | 3 33 199
K 10-4M 1 135 154 32 208 189 | O 52 34 K 10-4M 50 133 255 78 172 255 | 2 36 205
K 10-3M 2 140 155] 38 204 187 | O 46 32 K 10-3M 50 129 2551 79 172 255 | 2 33 203
K 10-2M 3 130 149 34 208 189 | O 48 32 K 10-2M 53 128 255 78 170 255 | 3 33 203
K 10-1IM 7 124 150 [ 36 207 190 | O 51 34 K 10-IM 56 123 255 81 172 255 | 2 34 204
K 1.0M 24 114 140 | 35 207 18] 0 52 35 K 1.0M 62 117 2551 79 172 255| 2 35 206
NaOH 18 117 144 | 33 206 18] 0 50 34 NaOH 59 120 255 81 175 255| 3 35 205
©) )
BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO
ROJO R G B R G B R G B MAGENTA | R G B R G B R G B
BUFFER [ 109 72 163 | 177 113 167 | 32 5 15 BUFFER 76 114 255 | 134 160 255 | 21 30 178
K10-5M | 111 71 163 | 177 111 167 | 33 4 15 K 10-5M 75 113 255|136 163 255 19 28 176
K 10-4M 109 71 162|176 115 170 | 32 4 12 K 10-4M 79 117 255 | 135 161 255 ] 20 28 177
K10-3M [ 110 68 162 | 173 112 163 | 35 5 17 K 10-3M 82 119 255|136 163 255| 21 28 178
K102M | 114 62 158|180 113 167 ] 35 5 15 K 10-2M 84 116 255|134 161 255 21 29 179
K10-1M | 128 56 163|178 114 169 | 32 5 15 K 10-1IM 86 107 255 | 136 160 255 | 21 29 179
K 1.OM 138 51 159 | 176 111 165 | 35 5 15 K 1.0M 99 104 255 134 161 255 21 30 179
NaOH 134 s4 160|182 117 171 | 33 5 15 NaOH 92 106 255|135 161 255| 21 30 184
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Tabla 42. Valores de color RGB corregidos del nano-optodo para potasio entre 10— 1.0 M,
expuesto a diferentes fuentes de luz con los a) LED RGB, b) LED RG, ¢) LED G, d) LED
B, e) LED Ry f) LED RB.

a) b)

BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO
BLANCOCl R G B|R G B|R G B AMARILLOC/| R G B|R G B|R G B
BUFFER | 105 159 255|255 255 255 0 0 0 BUFFER 87 145 206|255 255 255 0 0O O
K10-5M | 108 162 255|255 255 255| 0 0 O K 10-5M 89 145 205255 255 2550 0 0 0
K10-4M | 109 160 253|255 255 255[ 0 0 0 K10-4M | 94 150 216 255 255 255 0 0 0
K10-3M | 104 145 251|255 255 255 0 0 0 K10-3M | 88 133 200} 255 255 255 0 0 0
K102M | 114 143 249 [255 255 255| 0 0 0 KI02M 1101 134 208 | 255 255 2551 0 0 0
K10-IM | 126 138 247 255 255 255[ 0 0 0 KCL0-IME ) 114119194 1 255255 255 0 0 0
K1.0M [155 120 245]255 255 255/ 0 0 0 KLOME 14799 182 1295 235 2551 0 0 0
NaOH | 149 131 253|255 255 255| 0 0 © Neott B4 19 W] 2 00 9

©) d)

BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO

VERDEC | R G B|R G B|R G B AZULC | R G B|R G B|R G B
BUFFER | 8 159 202|255 255 255| 0 0 0 BUFFER | 159 183 255|255 255 255 0 o 0
K105M | 8 150 206|255 255 255/ 0 0 0 K10-5M [ 161 184 255[255 255 255[ 0o o o
K10-4M | 8 136 197|255 255 255[ 0 0 0 K 10-4M | 161 182 255|255 255 255[ 0 0 0
K103M | 13 152 202|255 255 255[ 0 0 0 K10-3M [ 159 176 255|255 255 255[ 0o o o
K102M | 23 131 190|255 255 255/ 0 0 0 K102M [170 177 255|255 255 255[ o o o
K10-IM | 50 119 190|255 255 255/ 0 0 0 K10-IM [ 174 164 255[255 255 255[ 0 o o
KLOM [175 102 175|255 255 255[ 0 0 0 K10M |[199 153 255|255 255 255/ 0 0 0
NaOH | 139 110 182255 255 255| 0 0 0 NaOH | 183 155 255|255 255 255| 0 0 O

e) )

BLANCO NEGRO BLANCO NEGRO

ROJOC |R G B|R G B|R G B MAGENTAC/ R G B|R G B|R G B
BUFFER | 135 158 248|255 255 255 0 0 0 BUFFER | 124 165 255|255 255 255[ 0 o o
K10-5M [ 138 160 248 [255 255 255/ 0 0 0 K10-sM | 122 161 255|255 255 255 0 0 0
K10-4M | 136 154 242|255 255 255[ 0 0 0 K10-4M [ 131 171 255[255 255 255[ o o o
K103M [ 139 150 253|255 255 255/ 0 0 0 K10-3M [ 135 172 255[255 255 255[ o o o
K102M [ 139 135 240 [255 255 255 0 0 0 K102M | 142 168 255|255 255 255 0 0 0
K10-IM [ 168 119 245|255 255 255/ 0 0 0 K10-IM [ 144 152 255[255 255 255[ 0 o o
K10M |18 111 245[255 255 255| 0 0 0 KI1OM [ 176 144 255[255 255 255[ 0 o o
NaOH | 173 112 237|255 255 255| 0 0 0 NaOH [ 159 148 255|255 255 255[ 0 o o

Se muestran los colores obtenidos en la Tabla 43 directamente del dispositivo de
captura de iméagenes Raspberry Pi, con una camara digital de 5 MP. La correccion de colores

es indistinguible a simple vista para las concentraciones de potasio, aunque si es notorio para
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los estandares de color blanco y negro. La correccion de color fue 1til en condiciones que
no se puedan controlar por completo la luz ambiental proveniente de las luces LED o de
fuentes externas, debido a que la correccion de color de los estdndares blanco y negro es

crucial en ambientes poco iluminados.

Tabla 43. Valores de color RGB no corregidos (NC) y corregidos (C) del nano-optodo a
diferentes niveles de concentracion de potasio, incluyendo también condiciones del optodo
protonado (buffer TRIS 20 mM) y desprotonado (NaOH 10 mM), también se muestran los

estandares de color blanco y negro.

Concentracion (M) Blanco | Negro

Buffer 103 104 103 1072 107! Prom. | Prom

NaOH
Blanco ' --' ‘ .
NC
49,130,255 49,130,255 49,131,254 48,124,253 52,122,252 58,118,251 64,116,254 103,187,255 11,39,123
N N 106,159,255 109,160,253 104,145,251 114,143,249 126,138,247 149,131,253 255,255,255 0,0,0
109,72,163 111,71,163 109,71,162 110,68,162 114,62,158 128,56,163 134,54,160 177,113,167 33,5,15
Rojo ¢ . . . . . . . .
135,158,248 | 138,160,248 | 136,154,242 | 139,150,253 | 139,135240 | 168,119,245 | 173,112237 | 755255255 0,0,0
Verde '—.—.—.—.—.—' .
NC
1,147,155 1,141,156 1,135,154 2,140,155 3,130,149 7,124,150 18,117,144 34,206,188 0,50,34
8,159,202 8,150,206 8,136,197 13,152,202 23,131,190 50,119,190 139,110,182 255,255,255 0,0,0

51,132,255

50,133,255

sl N

50,129,255 | 53,128,255 | 56,123,255 59,120,255 79,172,255 2,34,204

o
k=)
=]

159,183,255 | 161,184,255 | 161,182,255 | 159,176,255 | 170,177,255 | 174,164,255 | 183,155255 | 255255255
Amarilo .---—.—.—'
NC
47,129,135 47,128,135 | 49,130,142 | 46,120,133 | 52,122,134 | 59,111,130 64,107,125 111,193,163 13,42,22
An’larlno....... .
C
87,145,206 89,145,205 | 94,150216 | 88,133,200 | 101,134204 | 114,119,194 | 134,109,185 | 255255255 0,0,0
Magenta '—.—.—.—.—.—' .
NC
76,114,255 75,113,255 | 79,117,255 | 82,119,255 | 84,116,255 | 86,107,255 92,106,255 135,161,255 | 21,29,179
Magenta....... .
C

124165255 | 122,161,255 | 131,171,255 | 135,172,255 | 142,168255 | 144,152,255 | 159,148.255 | 755255255 0,0,0
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Figura 59. Efecto de la iluminacion sobre los nano-optodos en NaOH 10 mM (vial izquierdo)
y buffer TRIS 20 mM (vial derecho) en una tira de luz a) LED RGB, b) LED RG, ¢) LED
G,d) LED B, e) LED Ry f) LED RB.
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Las curvas de calibracion lineal del nano-optodo=K" se presentan en la Figura 60,
donde el célculo de la variable a se utilizaron las sefiales de color rojo y verde (R-G) y
realizada segln la ecuacion 15 (ver pag. 60) y los valores fueron comparados con los datos

de la curva de calibracion de los datos UV-Vis de la Figura 38 (ver pag. 126).
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Figura 60. Curvas de calibracion del nano-optodo expuestas bajo diferentes fuentes de luz

LED.

A partir de los datos presentados se observa que los datos no corregidos de los colores
RGB son altamente dependientes del tipo de iluminacion. Los valores de color rojo (R) bajo
la luz blanca (3 luces LED RGB), los valores de color rojo aumentaron de forma
directamente proporcional al aumento de concentracion de potasio, en cambio la repuesta al
color rojo bajo luz verde (LED G) fue inversamente proporcional. Para el calculo de “o” no
se uso los datos de color azul, entonces no se estudio su variabilidad a fondo, se menciona

que la sefial de color azul se saturo en presencia de las luces azul y magenta (LED B — LED

RB).
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Analizando las curvas de calibracion para los diferentes tipos de iluminacion, se
observé que el comportamiento del nano-optodo, en términos de pendiente (m) e intercepto
(b) no varia significativamente con respecto a valores de referencia del UV-Vis (m = 0.4880,
b =10.6734) en presencia de iluminacion de color blanco (m = 0.4603, b = 0.6387), amarilla
(m=10.4585,b=0.6520) y azul (m = 0.4596, b = 0.6509). Para la iluminacion en color verde
(m=0.5118, b=0.8087), la pendiente disminuyo para bajas concentraciones de potasio (10
3-107° M). En el caso de iluminacion de color magenta (m = 0.4670, b = 0.6515) y rojo (m
=0.5774, b = 1.0479) se mostrd un sesgo a elevadas concentraciones (10! M K*). Por otro
lado, el coeficiente de correlacion (R?) mostro buena linealidad (R*>0.975) para todos los
tipos de luces, excepto para la luz roja (R? = 0.9452), donde el punto de calibracion de potasio

de 10"! M se escapan de la linea de tendencia lineal.

Se realizo una prueba estadistica para comparar la dispersion de las pendientes e
intercepto, a través de una prueba de t-student de una cola, tomando como valor de referencia
a los resultados del UV-Vis. Los valores mostrados en la Tabla 44 nos indican que la
pendiente (7abla 45 a) se mantiene dentro de los intervalos de confianza (95 %) para todos
los tipos de iluminacidn excepto para la luz de color rojo. En el caso del intercepto (7abla
45 b) fueron las luces rojo y verde, las cuales se alejaron del valor de referencia UV-Vis.
Los resultados de la prueba de ANOVA nos mostraron valores de p-value > 0.05, es decir
que no existe diferencia significativa entre los valores experimentales y los valores de
referencia, para la pendiente (Tabla 45 c) para todos los colores, excepto el rojo y para el

intercepto (7abla 45 d) en los colores rojo y verde alejandose de la referencia del UV-Vis.

177



Tabla 44. Prueba estadistica de t-student de 1 muestra para la a) pendientes de la curva de

calibracion, para b) intercepto de la curva de calibracion, donde la hipotesis nula es igual a

los valores de referencia del UV-Vis, a un nivel de confianza del 95 %. Estadistica

descriptica y prueba de ANOVA de un factor para c) pendientes de la curva de calibracion,

para d) intercepto de la curva de calibracion.

a)

Gréfica de valores individuales de Blanco; Rojo; Verde; Azul; ...
5% |C para la media

065 ==

060

Datos
|

050
Y 1 ! .

Blanco Rojo Verde Azul Amarillo Magenta UY-Vis

Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para caicwlar las intervalas,

c)

Estadisticas descriptivas

Error

esténdar

dela
N Media Desv.Est. media IC de 95% parap
Blanco 3 04603 0.0230 0.0133  (0.4032; 05775)
Rojo 3 05775 0.0289 0.0167  (0.5057; 0.64392)
Verde 3 05M9 0.0256 0.0148  (0.4483; 0.5754)
Azul 3 045% 0.0230 0.0133  (0.4025; 05767
3 (
3 (
3 (

Muestra

Amarillo 0.4015; 0.5154)
0.4090; 0.5250)
0.4274; 0.5486)

0.4585 0.0229 0.0132
0.4670 0.0234 0.0135
0.4880 0.0244 0.0141

Magenta
UV-Vis

. media de poblacion de Blanco, Rojo, Yerde, Azul; Amarillo; Magenta: UY-Vis

Prueba

Hipotesis nula  Hg = 0488
Hipotesis alterna Hi = 0,488

Muestra Valor T Valor p

Blanco m -2.08 0173
Rojo m 537 0033
Yerde m 1.61 0248
Azul m -2.14 0166

Amarillo m -2.23 0155
Magentam  -1.36 0260
UW-Yis m 0.00  1.000

Gréfica de valores individuales de Blanco; Rojo; Verde; Azul; ...
35% IC para la media
12
18 !
[ ]
10 !
- 08 T
a
5 [
© 0s .
i
o] ! . . . :
s} : ¢ $ ‘
05
Blanco Roj Verd Azul Amarillo Magent: v
Estadisticas descriptivas
Error
estdndar
dela
Muestra N Media Desv.Est. media |C de 95% para p
Blanco 3 06387 0.0319 0.0184  (0.5594; 0.7180)
Rojo 3 1.0479 0.0524 0.0302 (09177;1.1780)
Verde 3 08087 0.0404 00233 (0.7083;09092)
Azul 3 06509 0.0325 0.0188 (05700, 0.7317)
Amarillo 3 06520 0.0326 0.0188 (05710;0.7329)
Magenta 3 06515 0.0326 0.0188  (0.5706; 0.7325)
UV-Vis 3 06734 0.0337 0.0194  (0.5898; 0.7570)

w: media de poblacion de Blanco; Rojo; Verde: Azul: Amarillo; Magenta; UV-Vis

Prueba

Hipatesisnula  Hgp =06734
Hipodtesis alterna Hqy: o= 0.6734

Muestra Valor T Valor p

Blanco b
Rojo b
Werde b
Azul b
Amarillo b
Magenta b
V-Yis b

-1.88
12.38

5.80
-1.20
-1.14
-1.16

0.00

0.201
0.006
0.029
0353
0.373
0.365
1.000
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Entonces se comprobd que, si bien la iluminacion es directamente dependiente
durante la medicion del color, el uso de estandares de correccion de color, como la ecuacion
17 (ver pag. 100) y el uso de una ecuacioén radiométrica que depende de al menos dos
variables (color rojo y verde) como ecuacion 15 (ver pag.60), se logré una metodologia de
medicion del color, independiente de la iluminacion, siendo para tonalidad de color rojo

lineal entre (10 — 10 M) de potasio y poco precisa para concentraciones mas elevadas.
4.6.2. Reversibilidad analitica del nano-optodo

La reversibilidad del nano-optodo se logré mediante extraccion y precipitacion de
iones K* dentro de las micelas. Se ha estudiado la formacion de complejos mas estables que
la valinomicina-K*, donde el ion tetrafenilborato (TP4B") mostr6 una alta afinidad por los
iones potasio (K), incluso en presencia de otros aniones como el cloruro (CI) (Dasgupta et
al., 2021) , formando un sélido blanco insoluble, debido a que la escasa solubilidad de
KTPsB en medios acuosos (1,8 x 10* g/L) también contribuye a la precipitacion de K*
(Kirgintsev & Kozitskii, 1968), como se muestra en la ecuacion 17. La alta selectividad de TP4B-
El ion se explica por su estructura quimica de tipo “cage n”” (Hoffmann & Weiss, 1974). Este ion
mostré la capacidad de extraer iones K incluso en matrices complejas que contienen arcilla

y materia organica, que estan presentes en suelos agricolas (Ferrando et al., 2020).

[B(C¢Hs5)4]™ + K* - K[B(CgH5)4] L  (17)

Este proceso conduce a la liberacion de valinomicina, que desencadena la
protonacion del cromoioné6foro I dentro de la fase del sensor organico, manteniendo asi la
electroneutralidad del sensor. De este modo, el sensor Optico puede volver a realizar una
medicion analitica, es decir, se consigue la reversibilidad del nanooptodo. Usando NaTP4B
como agente precipitante de K*, se encontrd que la cantidad requerida de iones TP4B- es
proporcional al K dentro de la micela. Dado que el rango de concentracion de K se expresa
en logaritmo, la cantidad de NaTP4B también tiene un comportamiento exponencial al
aumentar la concentracion de K. La Figura 61 muestra la cantidad de NaTP4B necesaria
para precipitar KTP4B, la extraccion del precipitado se completdé con un proceso de
centrifugacion, luego el sobrenadante se considera como el nano-optodo libre de K* (color

azul) y listo para su reutilizacion.
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Figura 61. Correlacion entre NaTP4sB (mM) y Log K" (M) requerida para la reversibilidad

del nano-optodo para K*.

Para comprobar la reversibilidad analitica, se midieron las absorbancias mediante
espectroscopia UV-Vis antes del proceso de reversibilidad (ler ciclo) para una curva de
calibracion en un rango de K+ (10-4 - 1,0 M). Luego se agregé NaTP4B segun la cantidad
de K" y se precipité mediante micro centrifugacion, luego del proceso de reversibilidad se
agreg6 nuevamente K™ seglin el rango de calibracion (2do ciclo). En la Tabla 45 se muestran
los valores de absorbancia a 667 nm, correspondientes al pico del estado desprotonado del
cromoionoforo I, asi como una funcion de "o, utilizada para la calibracion lineal a K™ del
nano-optodo. También se compararon las curvas de calibracion del nano-optodo después del
ler y 2do ciclo de uso, los ajustes de calibracion lineal se muestran en la Figura 62, donde
las barras verticales representan las tolerancias méaximas esperadas segun el RSD Horwitz.
Luego se demostrd que el comportamiento analitico del nano-optodo se puede revertir
utilizando un agente precipitante como NaTP4B, sin pérdida de capacidad analitica,
obteniendo un dispositivo util para la reutilizacién de reactivos quimicos y minimizando la

contaminacion colateral.
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Tabla 45. Valores de absorbancia y o para el ler y 2do ciclo de uso del nano-optodo -K.

Buffer Log K* (M) NaOH
TRIS 20
pH -4 -3 -2 -1 0 mM
A 677 nm ler 0.169 0.164 0.156 0.141 0.119 0.100 0.087
ciclo
2do 0.202 0.196 0.188 0.168 0.143 0.121 0.105
ciclo
a ler 0.00 0.06 0.16 0.34 0.61 0.84 1.00
ciclo
2do 0.00 0.06 0.15 0.35 0.61 0.83 1.00
ciclo
Log (a/1- ler - -1.19 -0.72 -0.29 0.19 0.72 -
a) ciclo
2do - -1.18 -0.75 -0.27 0.19 0.70 -
ciclo
1.0 ~ |Equation y=a+b*'x
| Plot Log (a/1-a) Log (a/1-a)
[Intercept [0.68494 + 0.020 | 0.68048 + 0.019 |
ysmpe 10.4902 + 0.0169 | 0.47055 + 0.007 | /'
|Residual Sum of Squar|  13.32683 |  0.00187 | >
0.5 [Pearson'sr | 099821 | 099958 | /
[R-Square (COD) | 0.99642 | 099916 |
|Adj. R-Square 099523 | 099887 | /
—_ Pl
CIS 0.0 //
= /
= y g
o A
©-0.51 '/ 7
/
-1.0 4 //
ﬁ/ = 1st Cycle
e 2nd Cycle
-1.5 T y T J T E T L T 1
-4 -3 -2 -1 0

Log K* (M)

Figura 62. Curvas de calibracion del nano-optodo K* para un ler y 2do ciclo de uso.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se prepararon con éxito un bulk-optodo y nano-optodo. La composicion optima del
bulk-optodo y nano-optodo se estableci6 en 2.43 uM para el iono6foro valinomicina, 2.42 uM
para el intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de potasio y 2.40 uM para el
cromoiondforo I (ETH 5294). El bulk-optodo necesité un soporte polimérico (PVC-DOS)
compuesto de 80 mg de polimero PVC y 160 mg de plastificante DOS. El nano-optodo no
necesitd de un soporte y su sintesis se realizd6 mediante la miniaturizacién del bulk-optodo
con un proceso de sonicacion de ultrasonido hasta completa solubilidad de los componentes

activos del bulk-optodo con 20 mg del surfactante Pluronic F-127.

Para ambos optodos se realiz6 la caracterizacion del perfil de absorcion de la luz en
el rango del espectro visible entre 400 - 800 nm mediante UV-VIS. Los resultados revelaron
un cambio en la maxima longitud de onda desde 667 nm para concentraciones bajas de
potasio, correspondiente al color azul de la fase sensora del optodo y su desplazamiento hasta
529 nm para concentraciones altas de potasio, correspondiente al color rojo de la fase sensora
del optodo. Este descenso en el pico maximo de absorbancia es conocido como efecto
hipsocrémico y es caracteristico para el cromoiono6foro I. El nano-optodo se caracteriz6 por
las técnicas SEM y DLS. La caracterizacion SEM de los nano-optodos confirmo una relacion
entre el tamafio y la cantidad de surfactante pluronic F-127 utilizando en la sintesis. Para una
cantidad de 0.5 % peso/volumen se obtuvieron tamafios promedio de micelas huecas de 87.0
nm y cuando se adicion6 20 uL de cocktail del optodo se obtuvo un aumento en el tamafio
promedio de 412.4 nm. También se analiz6 una cantidad de 1.0 % peso/volumen, donde se
obtuvieron tamafios promedio de micelas huecas de 82.2 nm y cuando se adicion6 20 pL de
cocktail del optodo se obtuvo un aumento en el tamafio promedio de 181.7 nm. A partir de
los datos se concluyd que el nano-optodo crecid cuando se adiciond los compuestos
organicos del optodo, esto se explica por la capacidad de carga de las micelas del nano-
optodos, lo que provoca que las micelas se hinchen y crezcan en tamaiio, cuando contienen
a los componentes orgéanicos activos del optodo. Asi mismo se comprobd la presencia de
micelas en solucion, por la comprobacion del efecto Tyndall en las soluciones que contenian

al nano-optodo.

El bulk-optodo y nano-optodo presentados en este informe se sometieron a un
proceso de optimizacion de las variables relacionadas con el desempefio analitico del optodo

como la proporcion de los componentes activos ionoforo, intercambiador de iones y
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cromoiondforo. Adicionalmente, para el bulk-optodo se determiné la proporcion ideal del
polimero PVC y del plastificante DOS, en el caso del nano-optodo se optimizé la variable
de la concentracion del surfactante Pluronic F-127 que se relaciond directamente con el

tamafio nanométrico de las micelas del nano-optodo.

Durante la optimizacion de la composicion del optodo selectivo a iones potasio (ISO)
se concluy6 en un requisito en la proporcion de los componentes activos del optodo para
obtener una membrana homogénea y mantener la electroneutralidad dentro de la fase sensora
del optodo. La proporcion de los componentes activos del optodo como la concentracion del
iono6foro valinomicina (Cy), del intercambiador de iones tetrakis (4-clorofenil) borato de
potasio (Cs) y del cromoion6éforo ETH 5294 (Cc) debe cumplir el siguiente requisito Ci >
Cs > Cc para un correcto desempeiio analitico del optodo. Los resultados de la optimizacion
mostraron que cuando las concentraciones de los tres componentes activos son iguales, es
decir C;= Cs = Cc, se obtuvieron los mejores valores de la sefial de respuesta de los sensores
en términos de sensibilidad, selectividad. La calibracion lineal del bulk-optodo alcanzé un
amplio rango de concentraciones de potasio desde 10° M hasta 1.0 M con un coeficiente de
determinacion (r?) de 0.9945 y la calibracion lineal del nano-optodo obtuvo un rango de
concentraciones de potasio desde 10* M hasta 1.0 M con un coeficiente de determinacion

(%) de 0.9953.

La optimizacion de los optodos concluyd que la proporcion ideal del soporte del bulk-
optodo es de 80 mg de polimero PVC y 160 mg de material plastificante DOS pues esta
proporcion logro una buena fijacion sobre el soporte de vidrio. La optimizacion de la sintesis
y estabilidad del nano-optodo, se relaciond con la cantidad apropiada del surfactante
Pluronic F-127, debido a la estabilidad obtenida mediante la miniaturizacion de los bulk-
optodos durante la sintesis de los nano-optodos. La cantidad 6ptima de Pluronic F-127
estimada se hall6 en 20 mg (1.0 % peso/volumen), obteniendo una solucién coloidal
coloreada transparente, indicativo de la completa solubilidad del surfactante, pero con
formacion de micelas, cuya presencia se confirmo por la opacidad obtenida con una luz laser

(efecto Tyndall).

Durante el proceso de validaciéon del bulk-optodo y nano-optodo, se evaluo la
selectividad frente a otros iones interferentes de metales alcalinos (Na*, Li") y alcalinotérreos
(Ca**, Mg?"), similares al ion potasio. Los valores de coeficiente de selectividad de los

interferentes fueron mayores al minimo requerido de 1.0, equivalente a una interferencia del
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10 % de la concentracion de potasio, para valores de coeficiente de selectividad mayores, el

porcentaje de interferencia es menor. Los valores obtenidos con el bulk-optodo fueron de

1.79 para el ion sodio (k%BtNaJr), de 3,45 para el ion litio (k;l.'itLiJr), de 2,09 para el ion calcio

opt

(kopt 2+) Y 2.20 para el ion magnesio (K,

KCa g2+), en caso de los nano-optodos fueron de

opt

ictnat)> d€ 3,21 para el ion litio (kopt +), de 4.01 para el ion calcio

3.04 para el ion sodio (k KL

(kiﬁt(:a“) y 4.20 para el ion magnesio (k;PFtMgH)' Estos resultados mostraron un coeficiente
de selectividad mayor a 1.0 para todos los iones interferentes y una secuencia decreciente de
los coeficientes de selectividad: Na* < Li* < Ca?" < Mg?*, lo que indica una buena

selectividad del ion6foro valinomicina para los iones K.

Se realiz6 una prueba de la adicién simultéanea de interferentes Na*, Li*, Ca®" y Mg**
a una concentracion estandar de potasio para evaluar su impacto y variabilidad. En el caso
de nano-optodo se usé tres niveles de concentracion de potasio, siendo 104, 102y 1.0 M a
los que se les agregod la misma concentracion de interferentes (Na®, Li*, Ca?" y Mg?"), uno
cada vez. Los porcentajes de recuperacion de potasio se mantuvieron en valores cercanos al
100 %. En el caso de la introduccion de los 4 interferentes combinados (Na*, Li*, Ca*" y
Mg**) en concentraciones de 10, 102y 1.0 M, se observo un sesgo significativo de la sefial
de respuesta, obteniendo porcentajes de recuperacion de 116.0 %, 111.0 % y 105.7 %,

respectivamente.

El anélisis de sensibilidad del bulk-optodo y nano-optodo para iones potasio permitid
calcular los limites de deteccion para los optodos estimados en: LDgo = 0.31 uM (3.15 x
107 M) y LDno = 30.3 uM (3.03 x 10° M) y los limites de cuantificacién para los optodos
estimados en: LCgo = 1.05 uM (1.05 x 10 M) y LCno = 0.10 mM (1.01 x 10 M), siendo
los resultados coherentes con la sensibilidad esperada segtn el rango de trabajo de la curva

de calibracion para ambos optodos.

Asi también el andlisis de precision confirmo que la variabilidad del bulk-optodo es
mas alta que la variabilidad del nano-optodo tanto para condiciones de repetibilidad y
reproducibilidad. Cuando se analizo6 el valor de desviacion estandar relativa (RSD) como
grado de variabilidad, se analizo los resultados bajo condiciones de repetibilidad, mantenido
estables factores como analista, equipo de medicidon y condiciones externas y en condiciones

de reproducibilidad, variando solo al analista y manteniendo constante lo demas factores.

Los valores de RSD de repetibilidad (RSD;) del bulk-optodo se mantuvieron a
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menores valores del RSDuorwitz, €Xcepto para una concentracion de potasio alta (1.0 M),
donde el RSDr = 3.04 % fue mayor al RSDHorwitz = 2.00 %. Los valores de RSD de
repetibilidad del nano-optodo fueron menores al RSDwowitz €n todo el rango de
concentraciones de potasio. Los valores de RSD de reproducibilidad fueron similares a los
obtenidos por los valores de RSD de repetibilidad, en el cual los valores RSD de
reproducibilidad (RSDr) del bulk-optodo se mantuvieron a menores valores del RSDHorwitz,
excepto para una concentracion de potasio alta (1.0 M), donde el RSDr =2.22 % fue mayor
al RSDHorwitz = 2.00 %. Los valores de RSD de reproducibilidad del nano-optodo fueron
menores al RSDuorwitz €n todo el rango de concentraciones de potasio. Entonces la respuesta
del nano-optodo fue menos variable que la del bulk-optodo, debido a que el proceso de
miniaturizacién del bulk-optodo y el aislamiento de la fase organica dentro de la micela
proporciona una mejor estabilidad quimica al nano-optodo sobre el bulk-optodo, siendo en
el bulk-optodo donde la fase sensora estd expuesta al exterior y en contacto directo con la
muestra acuosa. En conclusion, la estabilidad estructural del nano-optodo se confirm6 en
una menor variabilidad de la concentracion de potasio bajo condiciones de repetibilidad y

reproducibilidad.

La veracidad fue evaluada por comparacion de los resultados de concentracion de
potasio de 4 muestras de suelos agricola de la zona de Canta-Lima, provenientes de dos
Fundos El Tambo y Tunapis en dos horizontes de 0-30 cm y 30-60 cm de profundidad. Los
resultados de la concentracion de potasio reportada por el nano-optodo RGB fueron las
siguientes: de E1 Tambo 0-30 cm = 8.72 x 102M, Tambo 30-60 cm = 5.68 x 10**M, Tunapis
0-30 cm = 2.68 x 10°M y Tunapis 30-60 cm = 6.84 x 10 M. Estos resultados fueron
comparados con las metodologias de referencias: Absorcion Atomica (AA) y Electrodo
selectivo a iones (ISE). Los resultados fueron analizados estadisticamente con una prueba
de ANOVA para comparar las medias de la concentracion de potasio de las tres metodologias
estudiadas, donde se encontrd que el valor de p-value fue mayor a 0.05 (nivel de significancia
del 95 %), significando que los resultados son estadisticamente equivalentes, por ende, la
metodologia aqui desarrollada con ayuda del nano-optodo para cuantificar iones K' se
considera como veraz para el alcance propuesto como muestras acuosas de extracto de suelos

agricolas en un rango de trabajo de potasio entre 10*y 1.0 M.

El analisis de estabilidad de la sefal analitica del optodo en el tiempo se realizd para

tres niveles de concentracién de potasio, una concentracion alta (1.0 M), mediana (107> M)
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y baja (10® M) para el bulk-optodo y niveles de concentracion de potasio alta (1.0 M),
mediana (102 M) y baja (10" M) para el nano-optodo. La estabilidad de la concentracion de
potasio fue realizada por un tiempo total de 2 horas para el bulk-optodo, para una
concentracion de potasio baja (10 M) no hubo una variabilidad significativa en todo el
tiempo de estudio y para las concentraciones de potasio mediana (107 M) y alta (1.0 M)
hubo una tendencia a aumentar con el tiempo, siendo estable solo por 1 hora después del
contacto del bulk-optodo con la muestra. Para el nano-optodo la estabilidad fue analizada
por un mayor tiempo, de hasta 48 horas, para la concentracion de potasio baja (10 M) fue
estable en todo el tiempo, la concentracion de potasio media (10 M) fue estable solo por 24

horas y la concentracion de potasio alta (1.0 M) fue estable solo por 6 horas.

La diferencia de estabilidad entre el bulk-optodo y nano-optodo se puede explicar
por las diferencias estructurales entre los optodos. Para el bulk-optodo el uso de un soporte
de baja lipofilicidad como el plastificante DOS, produce una pérdida progresiva de la fase
sensora por el contacto con el medio acuoso, mientras el nano-optodo estd recubierto y
protegido del medio acuoso por el parte hidrofobica del polimero tribloque Pluronic F-127
de la micela, entonces la perdida de estabilidad del nano-optodo es por el descenso de la
constante de formacion entre el ion6foro valinomicina y los iones potasio, 0 sea la liberacion
de iones potasio al medio acuoso y la pérdida del equilibrio entre la parte interna de la micela

y la muestra acuosa.

El dispositivo colorimétrico desarrollado en este trabajo tiene un desempefio analitico
comparable con el método clasico de espectroscopia UV-VIS. Para la determinacién de
potasio basado en la determinacion del color de la fase sensora del nano-optodo, se desarrolld
un algoritmo novedoso para analizar el color, mediante el uso de la correccion de los
extremos de color en el espacio RGB, siendo dos estandares de color, uno de color negro
equivalente a (0,0,0) en el espacio de color RGB y otro de color blanco de (255,255,255) en
el espacio RGB. Los resultados del dispositivo colorimétrico basado en la correccion del
color RGB mostraron que se puede aplicar en la determinacion de iones potasio usando como

metodologia analitica al nano-optodo.

La combinacion entre la metodologia optimizada del nano-optodo con dispositivos
de deteccion de color y procesamiento de sefial con caracteristicas portatiles como la
computadora tipo Raspberry Pi fueron capaces de formar un dispositivo integral capaz de

reducir el tiempo y el costo total de andlisis, minimizando los tiempos de transporte al
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laboratorio y costos relacionados con la conservacion de la muestra. Esto permitio un analisis

“in-situ” preciso y veraz que es util en la determinacion de potasio en suelos agricolas.

El dispositivo de medicion probd poca dependencia al control estricto de la
iluminacién externa, se comprobd las diferencias estadisticas entre las pendientes e
interceptos de los distintos tipos de iluminacion y los valores de referencia del UV-Vis,
obteniendo valores semejantes de concentraciones de potasio en todo el rango de trabajo:
(10— 1.0 M) para condiciones de iluminacion blanca, amarilla, azul y magenta. Para la luz
verde solo fue lineal entre (102 — 1.0 M) de potasio y poco precisa para iluminaciones de

color rojo.

En resumen, se puede concluir que la propuesta del bulk-optodo (BO) y nano-optodo
(NO) selectivo a iones potasio (ISO) basado en la formacion de un complejo reversible entre
el iondéforo valinomicina y iones potasio fue la correcta. La sefal colorimétrica obtenida con
ayuda de Rasberry PI permitié un cambio de color de la fase sensora del optodo desde un
color azul a un color rojo proporcional al aumento en la concentracion de potasio. La técnica
del nano-Optodo para cuantificar iones K" propuesta en este trabajo es reproducible,
repetible, veraz y estable, ademas de validada estadisticamente que la hace aplicable como
un sensor de facil aplicacion, portatil y barato para cuantificar iones K™ en zonas agricolas

de dificil acceso.

Finalmente, este proyecto propone la publicacion de dos articulos cientificos para

publicarse en revistas de impacto en los siguientes temas:

1. Comparative analysis of a bulk optode based on a valinomycin ionophore
and a nano-optode in micelles with Pluronic F-127 for the quantification

of potassium in aqueous solutions.

2. Design of a portable RGB colorimetric detection device using Raspberry
pi on nano-optodes based on chromionophore I in a reversible method of
quantification of potassium in agricultural soil samples from the Canta-

Lima area.
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CAPITULO 7. ANEXOS

7.1. Matriz de consistencia

Aspecto / Objetivo Actividad / Método Resultados Esperados Evidencia / Resultados Encontrados

Bulk-optodo: 2.43 uM valinomicina,
2.42 uM intercambiador, 2.40 uM ETH
5294; nano-optodo con 20 mg Pluronic

F-127 y sonicacion

Sintesis con ion6foro valinomicina,
intercambiador de iones, Optodos con composicion
cromoiondforo ETH 5294; optima y buena estabilidad

miniaturizacion con Pluronic

Preparacion de bulk-optodo
y nano-optodo

TR Espectroscopia UV-VIS en 400-800 | Cambios en A max acorde a Amax desplazadf de 667 nm (baj 0 K )a
Caracterizacion Optica Sy . 529 nm (alto K*); efecto hipsocromico
nm concentracion de potasio . L
caracteristico del cromoionéforo I

Tamafos micelas huecas 82-87 nm;

Microscopia SEM y DLS; medicion | Tamaifio micelas controlado
aumento a 181-412 nm con adicion de

Caracterizacion nano- RO D ] .
ontodo tamafio micelas con variacion de por surfactante; presencia de
p Pluronic micelas confirmada cocktail; efecto Tyndall observado
Ajuste de proporciones de 1onoforo, . Mejor senal cuando CI=CS=CC;
S, g . . Membrana homogénea, .,
Optimizacion de intercambiador, cromoionoforo; . . proporcion soporte bulk-optodo 80 mg
., . . , electroneutralidad, mejor
composicion de optodos ajuste PVC-DOS y Pluronic segun ~ - PVCy 160 mg DOS; nano-optodo con
desempefio analitico .
optodo 20 mg Pluronic F-127
. . . . . . Bulk-optodo: 10 M a 1.0 M
Rango y linealidad de Calibracion para concentraciones de Amplio rango con buena (7=0.9945); nano-optodo: 10* M a 1.0

calibracion potasio con ambos optodos linealidad M (2=0.9953)
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Selectividad frente a iones
interferentes

Evaluacion coeficientes de
selectividad con Na*, Li*, Ca**, Mg**

Coeficiente >1 para
interferentes, buena
selectividad para K*

Bulk-optodo y nano-optodo con
coeficientes >1 para todos; secuencia
Na*® < Li* < Ca* <Mg**

Recuperacion en presencia
de interferentes

Prueba adicion individual y
simultanea de interferentes en
concentraciones estandar

Recuperaciones cercanas al
100 %

Recuperaciones individuales ~100 %;
combinados: sesgo con recuperaciones
105.7 % a 116 %

Limites de deteccion y
cuantificacion

Calculo de LOD y LOQ para potasio

Limites adecuados y
coherentes con sensibilidad

LDBO=0.31 uM; LDNO=30.3 uM;
LCBO=1.05 puM; LCNO=0.10 mM

Precision y estabilidad bajo
condiciones de
repetibilidad y

reproducibilidad

Evaluacion de RSD en varias
concentraciones y condiciones

RSD bajo RSDHorwitz
excepto en alta concentracion
para bulk-optodo

Nano-optodo con menor variabilidad
que bulk-optodo; RSD > RSDHorwitz
solo en 1.0 M bulk-optodo

Veracidad en muestras
reales

Comparacion con métodos AA 'y
ISE en suelos agricolas; analisis
estadistico ANOVA

Resultados estadisticamente
equivalentes y confiables

p-value > 0.05; concentraciones potasio
de muestras entre 6.84 x10° My 8.72
x102 M

Estabilidad temporal de la
sefial

Evaluacion de estabilidad hasta 2
horas (bulk) y 48 horas (nano) en
varias concentraciones

Mayor estabilidad del nano-
optodo

Bulk-optodo estable 1h (baja
concentracion), nano-optodo estable
hasta 48h (baja concentracion)
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7.2. Matriz de Operaciones de Variables

Val R s
Variable Tipo Descripcion a Oéi)sti/mj:gos Relacion / Condicion Efectos en el sistema Ml\fl(iltcolgz /
T e | | e | een ity | oy v
(Valinomicina) (CI) activa R o . selectividad del optodo calibracion
en pM cromoionoforo)
Intercambiador de Variable Concentracion del Mantiene UV-VIS
. . tetrakis (4-clorofenil) 2.42 1M CI2CS:CC electroneutralidad, R,
iones (CS) activa . . calibracion
borato de potasio en pM afecta respuesta analitica
L . . Determina
Cromoionoforo Varlgble Concentracion del ETH 240 M ClsCSsCC desplazamiento de pico UV-VIS, )
(CO) activa 5294 en pM espectroscopia
en espectro y color
Polimero PVC Cantidad de polimero P.ropor'g on ideal Soporte mecanico, Pesaje, )
Soporte 80 mg PVC:plastificante DOS = o preparacion
(Bulk-optodo) PVCenmg _ fijacion de fase sensora
1:2 membrana
Plastificante DOS Cantidad de l?ropor‘qon ideal Mejora’f:lemblhdad y Pesa]ej /
Soporte " 160 mg PVC:plastificante DOS = adhesion del bulk- preparacion
(Bulk-optodo) plastificante DOS en mg
1:2 optodo membrana
Surfactante . Concentracion de 1 Controla tamaio y
Pluronic F-127 Variable surfactante para 20 mg (1.0 % p/v) Relac1?n dlrec.ta con estabilidad de nano- SEM, DLS, efecto
soporte - : tamano de micelas Tyndall
(Nano) formacion de micelas optodo
Tamafio promedio Variable Tamafio nanométricode | 82.2-87 nm (vacias), Coizii?ieigs de Incremento indica
P las micelas del nano- 181.7-412.4 nm (con : hinchazon y carga de SEM, DLS
micelas respuesta Pluronic y compuestos .
optodo (nm) optodo) : micelas
activos
Rango de Rango Copcentracn?n de- ) Bulk: 107 a 1.0 M; Define lir-r}lte de Calibracion UV-
s , potasio para calibracion o - detecciony
concentracion K operativo . Nano:10™*a 1.0 M e VIS
lineal cuantificacion
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Coeficiente de Calidad Medida de ajuste lineal Bulk: 0.9945; Nano: 3 Indica precision y
determinacion (2) calibracion de la calibracion 0.9953 linealidad del sensor estadistico
Coeficiente de A K
Selectividad Variable selectividad frente a Bulk: 1.79-3.45; Nano: | k>10 (minimo 1.0 para inte?fleal?’eonrcie’l rc?eegfrros Pruebas con
(coeficiente k) selectividad interferentes Na*, Li*, 3.04-4.20 interferencia < 10%) Lones interferentes
Ca2*, Mg2*
Limite de deteccion Sensibilidad Concentracion minima Bulk: 0.31 pM; Nano: ) Nano-optodo menos Andlisis de sefal
(LOD) detectable 30.3 M sensible pero mas estable
Limite d?, - Concentracion minima Bulk: 1.05 pM; Nano: Nano-optodo con mejor o .
cuantificacion Sensibilidad s - P Analisis de senal
cuantificable 0.10 mM rango cuantificable
(LOQ)
. 0 .
Repetibilidad Precision Variabilidad bajo ?;Eé%z/g/e:nl.t%gﬁ RSDr < RSDHorwitz Nano-optodo mas Analisis
(RSDr) condiciones controladas ' ran(;g,o (2%) ideal estable y reproducible estadistico
. 0 .
Reproducibilidad L Variabilidad entre Bulk:>2% en 1O M; RSDR <« RSDHorwitz Nano-optodo con mejor Analisis
Precision . . Nano: <2% en todo . - o
(RSDR) diferentes analistas rango ideal desempefio a largo plazo estadistico
Tiempo de . Duracion en que cl Bulk .S Lh (alta COHC'.); Nano-optodo mas Monitoreo
o Estabilidad optodo mantiene Nano: hasta 48 h (baja - : . N
estabilidad estable en el tiempo continuo de senal
respuesta estable conc.)
. Porcentaje de potasio o Indica precision en
Recuperacion con . o ~100% individual, 105- . Ensayos de
. Veracidad recuperado tras adicion ) - presencia de .
interferentes . 1169 combinado ; recuperacion
de interferentes interferentes
. Comparacion con o Confirma aplicabilidad Analisis
Veracidad en lidacis <tod nd Estadisticamente Jisis d ) disti
mucestras reales Validacion | métodos estandar (AA, equivalente (p > 0.05) - para analisis de suelos estadistico
’ agricolas ANOVA

ISE)
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