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ABREVIATURAS UTILIZADAS

2CF 2-clorofenol

4-AM 4-aminoantipirina

4C3MF 4-cloro-3-metilfenol

AKF filtro deKahnanadaptado

ANN redesneuronalesartificiales

ATP adenosíntrifosfato

BLM métodosbilineales

BLP métododelmejorestimadorlineal

CF clorofenol

CLS regresiónclásicademínimoscuadrados

Cond(K) númerodecondiciónde la matrizK

CTAB bromurode cetiltrimetilamonio

DCF 2,4-diclorofenol

parámetrode Dimroth-Reichardt

ECD detectorde capturaelectrónica

EKF filtro deKahnanextendido

FA análisisfactorial

FCP fenolescontaminantesprioritarios

FIA-CM análisisde inyecciónenflujo-calibarciónmultivariante

FID detectorde ionizaciónde llama

FSCC columnacapilarde sílice fundida

FTIR espectroscopiainfrarroja contransfonnadade Founer

GC cromatografiagaseosa

GLS regresióndemínimoscuadradosgeneralizada

GSAM métododeadición estándargeneralizado

lly-3SOO Hyamina-3500



ICP-AES plasma acoplado inductivamente-espectrometríade emisión
atómica

ILS regresióninversade mínimoscuadrados

KF filtro deKatman

LC cromatografíalíquida

LD. limite de detección

LRR regresiónenvariableslatentes

LWR regresiónlocal ponderada

MAC concentraciónmáximaadmisible

MBTII 3-metil-2-benzotiazolinhidrazona

MLR regresiónlinealmúltiple

MRPE error relativode predicciónmedio

MS espectrometríademasas

MSE errorcuadráticomedio

MSEE errorcuadráticomediode estimación

NAD nicotinaminadenindinucleótido

NIPALS algoritmo iterativono linealdemínimoscuadradosparciales

NPD detectordenitrógeno-fosoforo

PCA análisisde componentesprincipales

PCF pentaclorofenol

PCR regresiónde componentesprincipales

PLS regresiónparcial demínimoscuadrados

R coeficientede correlación

coeficientede correlaciónal cuadrado

PRESS sumacuadráticade los erroresresidualesdepredicción

RPE error relativode predicción

RR regresión“ridge”

SEC errorestándardecalibración



SEP errorestándardepredicción

SEPT errorestándardeprediccióntotal

SFE extracciónen fluidos supercríticos

S/N relaciónseñal-mido

TBA nitrato detetrabutilamonio

TCF 2,4,6-triclorofenol

TLC cromatografiade capafina

TMA nitrato de tetrametilainonxo

TPA nitrato de tetrapropilamomo

USEPA Agenciade protecciónmedioainbientaldeEstadosUnidos(EPA)

Uy-VIS ultravioleta-visible

WLS regresióndemínimoscuadradosponderada
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El empleode fenolesen diversasactividadesindustrialesy agrícolasha

hechonecesariosu control debido a su posibletoxicidad queincide sobre la

salud humana.El gran númerode fenolespotencialmentepresentesobliga a

unaselecciónpreviade especiesrepresentativasde los fenoles,de forma quesu

presenciao ausenciasuministreinfonnacióndel conjunto. En este sentido,la

agenciadeprotecciónmedioambientalnorteamericana(USEPA)ha seleccionado

11 fenoles contaminantesprioritarios en base a su frecuenciade aparición,

toxicidady persistencia,siendo5 de ellos clorofenoles:2-clorofenol,4-cloro-

3-metilfenol,2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenol.

La importanciaqueestosfenolestienenparala saludhumanaasí como

su posible presenciaen aguas,suelosy alimentos,hacenque habitualmente

seanobjetodecontinuosestudioscientíficosy quela puestaapuntode nuevos

métodosdeanálisisseaun interesanteretoparanumerososquímicosanalíticos.

En estesentido, la espectrofotometríaUV-VIS es la técnicaque viene

utilizándosepara la determinaciónde fenoles totales, siendocon este fm la
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técnicamás utilizada hoy día y en la que estánbasadosnumerososmétodos

oficiales y de referenciaparael análisisde fenoles.Su estructuraquímicacon

unúnico anillo aromáticohacequelos fenolespresentanabsorciónde la radiación

en la regióndel espectrocomprendidaentre200y 360nm, siendola absortividad

relativamentebaja, por lo que habitualmentese requiere su derivatización,

siendola 4-aniinoantipirina(4-AAP) el reactivohabitualmenteutilizado para

estosfines.

El empleode reactivoscomo4-AAP, o inclusootros comomonobromuro

de yodo (mr) o 3-metil-2-benzotiazolinbidrazona(MBTH), si bien mejoran la

sensibilidad de la determinaciónespectrofotoniétrica,no se puede decir lo

mismo en cuantoa la selectividad,por lo quehabitualmentela detenninación

espeetrofotométricade fenolesse hacede forma conjunta,refiriéndoselos

resultadosacantidadestotalesdefenol.

Puestoquelos fenolesno presentantodos la misma toxicidad,frecuen-

tementeserequieresu determinaciónindividual. A tal fin, seutilizan técnicas

cromatográficas.Sin embargo,debidoa la polaridadde los fenoles,la determi-

nación mediantecromatografiade gasesrequieresu derivatizaciónprevia, lo

queaumentala complejidaddel análisis,mientrasquela cromatografialíquida

requiere,por lo general,una complejapreparaciónde la muestraparaeliminar

la matriz, la cual tambiéntiene característicaspolares.

Una alternativa a los métodos cromatográficoses la determinación

especirofotométricaindividual sin separaciónfisica previa, utilizando proce-

diinientos matemáticosbasadosen la calibraciónmultivariante. En principio,

medianteel empleo de la calibración multivariante,partiendode un modelo

adecuado,esposiblellegara conoceren queproporciónseencuentracadauno

de los componentesde una mezcla sin necesidadde una separaciónfísico-
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químicapreviade cadauno de loscomponentes,lo quefacilita enonnementeel

procesode análisisal eliminar aquellospasosdel procesoanalitico relacionados

conla separacióndelos analitosde la matriz.

La presentememoria se centraen la detenninaciónextractivo-espectro-

fotométricasimultáneade los cinco clorofenolescontaminantesprioritarios,

2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly penta-

clorofenol, empleandosalesde amonio cuaternario,las cualesfavorecenla

extracción de los clorofenoles.El empleo de la sal de amonio cuaternario

nitrato de tetrabutilamonio(TBA) se muestraespecialmenteventajosaen la

detemiinaciónsimultáneade estosclorofenoles,puesno solofavorecela extracción,

sino que, ajustandoadecuadamenteel pH, se puede conseguiruna mayor

diferenciaciónde los espectros,ya que los clorofenolesmásácidos, como el

2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenol,seextraenformandoparesiónicoscon la

sal de amoniocuaternario,mientrasque los clorofenolesmenosácidoscomoel

2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenollo hacenen forma neutra.

Estamayor diferenciaciónde los espectros,favoreceel posteriorcálculomulti-

componentede su concentraciónen la mezcla.La determinaciónextractivo-

espectrofotométricasimultáneaserealizó mediantediferentesmétodosde cali-

braciónmultivariantecomoregresiónclásicade mínimos cuadrados(CLS),

regresióninversademínimoscuadrados(ILS), filtro de Kalman(KF), regresión

de componentesprincipales(PCR) y regresiónparcialde mínimos cuadrados

(PLS). Se estudiala automatizacióndel métodomedianteFIA, y seaplica a la

determinaciónde clorofenolescontaminantesprioritariosen muestrasde agua;

estudiándosetambiénsu detenninaciónen matricesmuy complejascomo en

orinahumana.
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A.1. GENERALIDADES SOBRE FENOLES

A.1.1. Origen

Los fenolesson compuestosaromáticosque se caracterizanpor tener

uno o variosgruposhidroxilo unidosdirectamenteal anillo aromáticoy por lo

general,senombrancomoderivadosdel miembromássencillode la familia, el

fenol. Ocasionalmente,los fenolesse denominanhidroxicompuestosmientras

que los fenolescon sustituyentemonometiladosrecibenel nombreespecialde

cresoles.

Puestoquelos fenolesy los alcoholescontienenel grupo hidro-

xilo, ambasfamilias seasemejanen algúnaspecto.Sin embargo,tanto por sus

propiedades,como por su preparación,ambos compuestosdifieren amplia-

mente,por lo quesuelenser clasificadoscomofamiliasdiferentes.
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La mayoríade los derivadosfenólicosse obtienena partir del fenol, el

cual a suvez sesintetizaapartir de benceno,Por el volumende producción,el

fenol ocupauno de los principaleslugaresen la lista de compuestosaromáticos

sintéticos.Del alquitrán de hulla se obtiene una cierta cantidadde fenol y

tambiéndecresoles,siendolasreaccionesde síntesisla principal frente depro-

ducción.Los métodostradicionalesde sintesisconsistenen la fusión con álcali

del bencenosulfonatosódicoo la hidrólisis del clorobenceno,ambosmétodos

estánsiendosustituidospor otrosnuevoscomola descomposicióndel hidrope-

róxidode cumeno,dandoacetonacomosubproducto(1).

Los fenolestambiénsepuedenencontraren la naturalezacomo conse-

cuenciade la degradaciónnatural de la materiaorgánica. Algunos de ellos

como el eugenol,el isoeugenol,el anetoly el timol son los responsablesdel

olor del clavo, nuezmoscada,anisy tomillo respectivamente,mientrasque el

ácido o-hidroxibenzoico(ácido salicílico), del que deriva la aspirina se puede

obtenerde la cortezadel sauce.La presenciade fenolesnaturalesen aguano

sueleexcederde un 1 gg/L (2). Nivelesmás altosindican generalmentela pre-

senciadealgúnvertido contaminanteen el agua.

Diversasson las industriasquepuedenoriginar fenolescomoresiduos

de su actividad,entrelas cualescabemencionarlas refineríasde petróleo,las

industriasquímicas,las fábricasde pastade papel,lasplantasde tratamientode

la maderay las fábricas de colorantes.También se originan como productos

intermedioso finalesen los procesosdedegradacióndeotrasmoléculas(3).

Unafuenteimportantede clorofenolescontaminanteslo constituyenlos

procesosdecloración.El C12 comocontaminantedel medio ambienteescapaz

de reaccionarcon el fenol y así,una disolución de 20 mgl que reaccionacon

otra de 40 mgl de C12 a pH 8 producedespuésde 18 horas: 2-clorofenol

(<5%), 2,4-diclorofenol (20%), 2,6-diclorofenol (25%) y 2,4,6-triclorofenol
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(40-50%)(3). Por otraparte,la formacióndeunou otroclorofenoldependedel

nivel de cloración del agua,prevaleciendoel 2-clorofenol cuandoel nivel de

cloraciónes de 0.1 mg¡L y el 2,4,6-triclorofenolcuandoes de 0.5 mgl (4).

Estosprocesosde cloración seproducen,principalmente,en la purificaciónde

aguasresidualesy en el blanqueodel papel. El C12 es tambiénutilizado para

evitar el crecimientode algasy otros organismosen las aguasde refrigeración

de las centraleseléctricasy aunquese encuentranclorofenolesa concentracio-

nesmenoresde 25 gg/L suimportanciaradicaen el volumende aguatratada.

Todosestosprocesosconducena la liberaciónde grandescantidadesde cloro-

fenolesal medioambiente(5-8). La formaciónde diferentescompuestosdora-

dosenel procesode cloracióndel aguahasido estudiadapor diferentesautores

(4,9-11). Se haencontradoquecuandola relacióncloro/fenol esde 3:1 se pro-

duce la máximacantidadde clorofenoles,mientrasque la preoxidacióncon

permanganato(12) o la oxidación fotocatalítica(13) controlala formaciónde

estosfenoles.

A.1.2. Propiedades

Se handeterminadopropiedadesfisico-quimicastalescomo su solubili-

dad en agua,el pKa, el coeficientede reparton-octanollagua(log Kow) y su

densidadrelativa(tabla1). Estosdatoshan sido la baseparaaumentarel cono-

cimiento de los factoresmolecularesquegobiernansu distribución ambiental.

Así mismo, estosdatosse utilizan parala interpretaciónde los mecanismosde

las reaccionesorgánicasy en los estudiosde la relación estructura-actividad

aplicadosaFarmacologíay Toxicología.

Los fenolesmássencillossonlíquidoso sólidosdebajopuntode fusión,

pero con puntos de ebullición bastanteelevadosdebido a su facilidad para
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formar puentesde hidrógeno.Este enlacede hidrógenopuedeser intermole-

cular o intramolecular(quelación)y estárelacionadocon muchasde laspropie-

dadesde los compuestosorgánicos.Son en sí incoloros, salvo quepresenten

algún grupocapazde imponerlescoloración,comopor ejemploel grupo nitro.

No obstante,se oxidan con facilidad; por lo que a menudose les encuentra

coloreados,amenosqueesténcuidadosamentepurificados.La oxidaciónde los

fenolesdependedel gradode exposicióna la luz y al aire,y de la presenciao

ausenciade impurezasmetálicas.El curso de la oxidaciónes complejo influ-

yendoengranmedidasupropiaestructuraaunquela mayoríadeellosdanlugar

aderivadosde difenilo o aquinonasqueson lasresponsablesdel color.

Lamayorpartede los fenolessonpocosolublesenaguay susolubilidad

se ve drásticanientedisminuidacuandoaumentala fUerza iónica del medio.

Así, el fenol cuyasolubilidad, a 250C en disolución salinadeNaCí (16 gIL) es

de ‘70 gIL; sereducea8.8 gIL cuandola disolucióndeNaCí esde 312gIL (14).

En cuanto a suspropiedadesquímicaslos fenolesson compuestoscon

carácterligeramenteácido, propiedadque los distingue de los alcoholes.La

mayoríade los fenolessonmenosácidosqueel agualo quepermitequehidró-

xidos alcalinosen disolución acuosareaccionencon ellos formando sales o

ionesfenóxidos,mientrasquelos ácidosmineraleslos transfonnandenuevoen

fenoles.Los ionesfenóxidossonmásestablesquelos propiosfenolesdebidoal

efectonetode la resonanciadel anillo aromático.En general,la constantede

acidez de los fenoles estacomprendidaentre 1O~ y 1010, presentando,por

tanto, una acidezconsiderablementemenor que la de los ácidoscarboxílicos

(Kaalrededorde l0’~).

La presenciade sustituyentesdonadoresde electrones(activantes)hace

disminuir la acidezdel fenol al dificultar la deslocalizaciónde la carga en el

anillo aromático.Porello, los metilfenolestienenlospKamáselevados,mientas
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quela presenciade sustituyentescaptadoresde electrones(desactivantes)hacen

aumentarla acidezdel fenol considerablemente,siendoel casomásextremoel

2,4,6-trinitrofenol,normalmenteconocidocomoácidopícrico. El efectoesmás

acusadocuandolos sustituyentesseencuentranen la posiciónorto- o para-con

respectoal grupo hidroxilo, debido a la conjugaciónde esasposicionescon

dicho grupo. Los sustituyentesafectandecisivamentea la reactividad.Así, la

oxidación esmásdificil en los clorofenolespor su menoractivación,mientras

quelos sustituyentesdesactivantespuedendesactivarel anillo aromáticode tal

forma quesefacilite susustituciónnucleófila.

A.1.3. Toxicidad

Las propiedadesdel fenoly su toxicidadseconocendesdehacemuchos

años,deahí queestecompuestoy susderivadosseanutilizadoscomodesinfec-

tantes.El fenol puedeserdetectadoen aguapor su olor y saboren el intervalo

de concentración0.01-0.1 mgl (15). El fenol es letal para los pecesen

concentracionesmuy bajas,causandola muerte de la trucha despuésde tres

horasde exposiciónaconcentracionesde 6 mg¡L.

Sobreel mecanismode actuaciónVan Overbeek(16) señalaqueciertos

fenolesson agentesdesacoplantesde la fosforilación oxidativa, reacción que

tienelugar en lasmitocondriascelularesy queproduceATP (adenosíntrifosfato),

queesde vital importanciaparala célula. Estaacciónsobrelasmitocondriasha

sido utilizado por Argese y col. (17) para estudiar el efecto tóxico de los

clorofenolesmedianteun bioensayobasadoen la inhibición de la velocidad de

reducción del NADE la cual es inducida por el ATP dentro de la cadena

respiratoria.La toxicidadde los clorofenoles,expresadacomoconcentraciónde

clorofenol quecausaun 50%deinhibición en la velocidadde reduccióndelNAD’,

varía entre 0.81 mg/L para el pentaclorofenoly 17 mg/L para el 2-clorofenol
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indicandola tendenciageneralde un incrementode la toxicidadcuantomayor

esla sustituciónde átomosde cloro en la molécula.

Sobrelos efectosqueproducenlos fenolesen distintosorganismoshay

que destacarla extensarevisiónde Buikemay col. (3), en la que sedescribe

detalladamentesu incidenciasobre diferentesespeciesde algas,protozoos,y

otros organismosacuáticos.Estosmismosautoresmcluyena los fenolescomo

inhibidoresmetabólicosespecíficos;así, señalanqueel pentaclorofenolpresenta

inhibición o activaciónde enzimaso de sistemasenzimáticosaunqueproba-

blementesu acción se ejerza por unión a proteínastuitocondriales.Estos

mecanismosafectanauna granvariedadde organismosde distinta fonna,por

lo cuallosfenolesmuestrandistintosgradosde toxicidad.Entre los efectosmás

comunesde los fenoles destacala mutageneidaden los cromosomas,cuya

acciónestárelacionadoconla oncogenia.En generalsehaencontradounabaja

toxicidadoral de los clorofenolesenorganismosanimales(18) a excepcióndel

pentaclorofenolcuyatoxicidady oncogenicidadse debena la frecuenteconta-

minacióncon dioxinas(19)y fenoxifenoles(20),perocuandosepurifica cuida-

dosamentesóloproduceun ligero efectomutagénicoen célulasde mamifero(21).

Banerjeey col. (22,23)hancomprobadoqueel aumentode la toxicidad

de los clorofenolescon el númerode sustituyentesde cloro en la moléculase

relacionacon la dificil biodegradaciónde estoscompuestos,atribuyendoa sus

propiedadeslipofilicas la dificil degradaciónde las mismas. No obstante,

Kishino y Kobayashi(24), demuestranque dicha toxicidady acumulaciónde

los clorofenolesdependedel pH del medio. Así, a pH inferioresal pKa del

clorofenol su toxicidad y acumulación,en peces,pennaneceprácticamente

constante,mientras que a pH superioresal pKa disminuye drásticamente.

Igualmente,dichosautoresconcluyenquela transferenciade los clorofenoles

del medioacuáticoa lospecesserealizaprincipalmentepor difUsión pasivade

la forma no disociadaa travésde lasmembranas.
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ParaSchultzy Riggin (25)existe unagran correlaciónentrela toxicidad

de los alquilfenolesy fenoles halogenados,con el coeficiente de partición

n-octanol/agua,que es una medida de lipofilia, concluyendoque los fenoles

con sustituyentesdadoresde electrones,como los grupos alquilo, son algo

menostóxicos que aquelloscon sustituyentesaceptoresde electrones,como

son los gruposhalógenos.

Otro de los factoresquecontribuyende forma importantea la toxicidad

de los fenolesesla bioacuniulacióndebido a su carácterlipofilico (26) por lo

que se deducequeel pentaclorofenolal ser el máslipófilo es el másbioacu-

mulable. Por otra parte, Janssony Jansson(27) sugierenla existenciade una

relaciónentrela toxicidadde los clorofenolesy supermeabilidaden lasmembranas

celulares.Varios autores(28-31)detectanaltasconcentracionesde clorofenoles

en trabajadoresexpuestosa los mismos,así como en personasque viven en

casasde maderaque han sido tratadascon pentaclorofenol,llegando a la

conclusiónde que los clorofenolesse absorbenprincipalmentea través de la

piel mediantecontactodirecto, pudiendoser la concentraciónde diez a cien

vecessuperiorcon respecto a la absorciónmediante la vía respiratoria.En

algunoscasossehandetectadonivelessignificativosde pentaclorofenolincluso

sieteañosdespuésde quela maderafueratratadalo queindica unaexposición

continuadaadichocompuesto.

Finalmente,hay que destacarla importanciaqueparala salud humana

tiene la presenciade clorofenoles en aguas de consumo humano. Estos

compuestosproducidosporla accióndel C12 sobre la materiaorgánicapresente

en disolución, afectantanto al sabor como al olor del aguaa concentraciones

inferioresa 1 ~Ig/L(32) por lo que debido a su toxicidad ha aumentadola

necesidadde controlarsusconcentracionesy, así, diferentespaíseshan fijado

unoslímitesparala concentraciónde fenolesenaguadependiendodeluso de la
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misma. En muchospaísesla concentraciónde fenoles totalesen aguasde

consumoestalimitada a cantidadesentre0.5 y 1 1.igIL debidoa la toxicidady

mal saborqueproducensusderivadosdorados(33,34). Estevalor excluyelos

fenolesnaturalesqueno reaccionanconel cloro.

AJÁ. Utilidad

Los fenolesson productosde graninterésindustrial debidoa la diversidad

de susaplicaciones.El fenol y susderivadosmás simples, se utilizan prin-

cipalmenteparala fabricaciónde pollineros sintéticosy plásticosentrelos que

seencuentranla baquelitay polimerossunilares.El procesoquetienelugar es

unapolimerizaciónpor etapasentreel fenol y el formaldehidoobteniéndose

como productofinal una estructurarígida o polímero de red espacial.Estas

resinasseempleancomobaniices,colas,adhesivosy en ocasionescomointer-

cambiadorasdecationes.

Algunos fenolesse utilizan como plaguicidaspor su acciónherbicida,

bactericida,fungicidae insecticida,lo quefavorecesudifusión medioambiental

a travésde lasactividadesagrícolas(35) y su entradaen la cadenaalimenticia.

Los nitrofenoles fienen una marcadaaccióninsecticida,que es mayor en los

alquil o cicloalquilderivadosde los dinitrofenoles,siendoel másconocidode

estegrupo el 4,6-dinitro-2-metilfenol(DNOC). Son insecticidasefectivospor

contactoo por ingestión,utilizándosesus sales como herbicidasde contacto

selectivoy entratamientosde postemergenciaen cosechastolerantes.Su fito-

toxicidad esgrandey limita sususo a tratamientosinvernalesde los arbolesen

letargo. En cambio,los ésteresde los nitrofenoles,cuandoel grupo acilo tiene

cuatroo máscarbonos,sonpoco fitotóxicos,y algunosseutilizan comofungi-

cidasy acaricidas.El 4-nitrofenol seutiliza comofungicida delcorcho.
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Los clorofenolesson fungicidasy bactericidasmuy activos, pero muy

fitotóxicosparautilizarlos en la agricultura,y solo son útiles paraaplicaciones

especialescomoenla conservaciónde la madera.El 2,4,5-triclorofenolse utiliza

muchoparala desinfecciónde semillas.Tambiénse utilizan en la fabricación

de herbicidasfenóxidoscomo el 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético)y el

2,4,5-T (ácido 2,4,5-triclorofenoxiacético).En dicha fabricaciónpartede los

clorofenoles puedentransformarseen clorodibenzo-p-dioxinas(dioxinas) al

reaccionardosionesclorofenóxidospor efectode la temperatura.

La aplicaciónde ciertos fenolespara la obtenciónde medicamentoses

bien conocida,así, el ácido 2-hidroxibenzoico(ácido salicílico) esel precursor

de la aspirinay el 2-dihidroxibenceno(pirocatequina)se empleaen la fabrica-

ción delguayacoly de la adrenalina.

Igualmentelos fenolesson productosde partidade ciertoséteresque se

empleanenperfumeríacomoel anisol, el fenetoly el éterdifenílico, los cuales

seobtienenmediantesíntesisdeWilliamson. Otrosseusanparala obtenciónde

saborescomo la vainillina y el anetol que son de origen natural o los éteres

alifáticosdel2-amino-4-nitrofenolqueposeenun granpoderedulcorante.

Otros fenoles, como el ácido pícrico y el diazonitrofenol,presentan

propiedadesdetonantessiendode utilidad en ciertosexplosivos.La hidroquinona

(1,4-dihidroxibenceno),el pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno),el 4-aminofenol

y susderivadosse empleanen fotografía como reveladorespor oxidarse muy

fácilmente.

La obtenciónde coloranteses unade las aplicacionesmásimportantes

de los fenoles. Estos colorantessuelen ser de tipo azoicoy se obtienenpor

copulaciónde las salesdediazonioconlos fenoles.Entreellos seencuentranla

cxisaininay al amarillo de alizarmna R, obtenidosmediantela copulacióndel



A. RevisiónBibliográfica 19

ácido salicílico con la diazobencidinay 4-nitroanilina diazotadarespectiva-

mente.Otro tipo decolorantessepreparanmediantecondensaciónde los fenoles

conanhídridosdeácidosaromáticospolibásicos.

Los cresolesburilados son antioxidantesdel cauchoy estabilizadores

paragrasasno comestiblesy aceitesaislantesmientrasqueel 2,4,6-triclorofenol

seusaen la fabricaciónde agentesde control de lodos en lastorresde enfria-

miento y en la fabricaciónde papel. Los fenoles se utilizan, en general,en

numerosassíntesisorgánicasasícomoenla fabricacióndeciertasdrogas.
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A.2. PROPIEDADES Y TOXICIDAD DE LOS FENOLES

CLORADOS

Los clorofenolessoncompuestossólidoscristalinose incolorosaexcepción

de los monoclorofenolesquesonlíquidosvolátiles.Estavolatilidadhacequese

dispersena travésde la atmósferay sedetectenolfativamente.Losmásconocidos

contienenuno, dos, tres o cinco átomosde cloro en su moléculay un único

grupohidroxilo, y seutilizan principalmentecomoantisépticose intermediarios

químicosen síntesisquímicasy en la producciónde insecticidas,herbicidasy

fungicidas, destacandoentre todos ellos el pentaclorofenolel cual se utiliza

comoconservantedela madera(36-38).

Los clorofenolessonmásácidosqueel fenol. Este aumentodeacidezse

debea queel átomode cloro secomportacomoaceptordeelectronesdebidoa

su electronegatividad(efecto -1) reforzandola acidezdel fenol, que a su vez se

ve incrementadaal aumentarel númerode átomosde cloro en el anillo aromá-

tico, especialmenteen lasposicionesorto- y para-conrespectoal grupohidroxilo.

Se descomponenenpresenciade oxidantestalescomoel I’.1202 y NaCIO

en combinacióncon la radiaciónultravioleta,mientrasque el oxigenodisuelto

apenastiene efectoen su descomposición(39). Por otra parte,los policlorofe-

noles sebiodegradana travésde microorganismosanaerobiosa monoclorofenoles

medianteprocesosde decloraciónreductiva(40). La velocidad de biodegra-

dacióndisminuyeamedidaqueaumentael nivel de cloracióndelfenol, variando

la constantede velocidadde biodegradaciónparael casodel pentaclorofenol

entre0.021y 0.058 lIg.h (41). Un pasomásen la biodegradaciónde estosfenoles

es el dado por Armenante y col. (42) que estudian un sistema integrado

anaeróbico-aeróbicoparala biodegradacióntotal de los clorofenoles,esdecir,

no solo la decloraciónanaeróbicasino tambiénla mineralizaciónaeróbicade
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los productosobtenidos(43). Otro procesode deshalogenaciónde los clorofe-

noleses medianteuna reacciónde acoplamientooxidativo con radicaleslibres

enpresenciade determinadasenzimas(44). En estecasola decloracióndepende

del tiempo de reacción,pH y cantidaddeenzimautilizada.

Por otra parte, Bunce y Nakai (45) estudianla fotodegradaciónde los

clorofenoles en la atmósferaasí como la reacción de estos con el radical

hidroxilo, presenteen la atmósferadebidoa la fotodisociacióndelozono. Igual-

mente, estos autoresconcluyenque la dispersiónmedioambientaldebido al

transporteatmosféricode los clorofenolesdeberíaser menosimportante con

respectoa otroscontaminantes(talescomolos policlorobifenilos)puestoque, a

pesarde ser másvolátiles, son mássolublesen aguay por lo tanto sufren

procesosdedeposicióndebidoa la lluvia. El tiempo de residenciade los cloro-

fenolesen la atmósferadependede la estacióndel alio, siendodel ordendeuno

o dos díasen el verano.Por otra parte, la fotodegradaciónde los clorofenoles

mediantela utilización conjuntade radiaciónultravioletay ozono,hasido utili-

zadapara la destrucciónde másdel 90% de los clorofenolesen la purificación

del agua(46).

Aquellos fenoles queposeenel átomo de cloro en posición orto- con

respectoal grupo hidroxilo, dan lugar a una estructuracíclica (quelación)

medianteenlacede hidrógenointramolecular,modificando notablementesus

propiedadesfísicas, así como su comportamientoquímico con respectoa sus

isómeros;presentanmenortemperaturade ebullición y tbsión, sonmásvolátiles

y mássolublesen disolventesapolares.Igualmente,debido a la existenciade

dicho enlace, los 2-clorofenolesson esencialmentemonómerosen disolución

acuosa,mientrasquelos isómerosmeta-y para-presentanasociacióncon otras

moléculasy conel agua,al fonnarenlacede hidrógenode tipo intennolecular.
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Finalmente,cabedestacarla gran toxicidadde los clorofenoles,cinco de

los cuales(2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol,2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenol

y pentaclorofenol)fueronincluidosentrelos fenolescontammantesprioritarios

por la USEPA (47). A partir de sus efectosmitocondrialesy en el desarrollo

embrionarioy fetal y de susdiferentesparámetrosfísico-químicostalescomoel

coeficiente de partición n-octanollagua,la constante de disociación y sus

conectividadesmoleculares,variosautoreshanevaluadosurelaciónestructura-

actividad, toxicidad y capacidadde adsorción(17,48-50). A partir de estos

datos se ha establecidoque, en general,la toxicidad de estoscompuestoses

mayor cuanto mayor es el número de átomos de cloro unidos al anillo

aromático, es decir, pentaclorofenol> tetraclorofenoles> triclorofenoles>

diclorofenoles>monoclorofenoles>fenol, siendolos isómeroscon sustitución

en posición mcta- con respectoal grupo hidroxilo los mástóxicosy que su

acción tóxica presentados modos diferentesdenominadosnarcosispolar y

narcosis no específica.Concretamente,el pentaclorofenolpresentaefectos

tóxicossignificantesa nivelesde 117 mg/Kg parael ratón(51) de 0.05 a 0.43

mg/Kg paralas algas(52) y de 961 mg/Kg paralas aves (53). En el casodel

hombre,los clorofenolespuedenproducir diferentesenfermedadesgastrointes-

tinales(54) pudiendotenerefectosen el metabolismode lasporfirinas,presen-

tando, igualmente, efectos cancerígenos,propiedadesininunosupresorasy

desactivaciónde ciertasenzimasdebidoa su decloracióngradualen los tejidos

dandolugara los correspondientesperóxidos.

Finalmente,cabe destacarla revisión bibliográfica llevadaa cabo por

Ahlborg y Thunbergsobre la presencia,toxicidad, metabolismoe impacto

medioa¡nbientalde los clorofenoles(55).
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£3. PREPARACIÓN DE MUESTRAS Y DETERMINACIÓN

DE FENOLES CLORADOS

Con relacióna la determinaciónde fenolesy clorofenoles,Dougherty

(56) realizaunarevisiónbibliográfica sobrelos diferentesmétodosde análisis

así como la preparación,estabilidad,almacenamientoy “clean-up” de las

muestras.Por otro lado, Crompton(57) haceunarevisiónde los distintosmétodos

analíticos:espectrofotometría,LC, OC, TLC y espectroscopiaRaman,exten-

diéndoseen los métodosde conservaciónde la muestrapara el análisis de

fenolesy dedicandoun apartadoa los métodosde análisisde clorofenolescon

estastecnicas.Otrasrevisionesen cuantoa la aplicaciónde métodoscromato-

gráficos(OC y LC) y espectrofotométricaspara la determinaciónde fenoles

hansidollevadasacabopor otrosautores(58,59).

Seguidamentese revisanlos aspectosmásimportantesen lo referentea

la extraccióny preconcentracióndefenolesen general,y clorofenolesenparti-

cular, asícomolos métodoshabitualesde detenninación.

A.3.1. Extraccióny Preconcentración

Debido a su toxicidadesimportantesu identificacióny determinacióna

bajasconcentraciones,paralo cual esnecesarioutilizar diferentesmétodosde

extraccióny preconcentración.Dentro de estosmétodosdestacanla extracción

líquido-líquido, la extracción sólido-líquido, la extracción supercríticay la

destilacion.

La extracciónde fenolesmedianteutilización de diferentesdisolventes

orgánicosha sido estudiadapor varios autores.Dentro de estos disolventes

orgánicosestánel diclorometano(60-62),el cloroformo (63), el acetatode etilo
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(64,65),alcanos(66,67), benceno(68), terc-butilmetileter(69), éterde petróleo

(70), etc. La utilización de un sistemaen continuo para llevar a cabo dos

extraccionessimultáneamenteprimero en medio ácido y posterionnenteen

medio básico junto con un disolvente orgánico, ha sido estudiadopara la

determinaciónde diferentesfenolesmedianteanálisis multicomponente(71).

Cabe destacarlos estudiosrealizadospor Koremnany col. (72-77) sobre la

extracciónde clorofenolesutilizandodiferentesdisolventestalescomocetonas,

ésteresneutros,alquilacetatos,N-metilpirrolidona, etc. Existen, no obstante,

unaserie de limitacionesen la extracciónlíquido-liquido. Así, debidoal grupo

hidroxilo, los fenolespuedenfonnarenlacesdehidrógenoconla faseacuosalo

quedificulta suextracción.Porotraparte,la utilización de estabilizantesy pre-

servantesen los disolventesorgánicospuedeser unafuente de interferencias.

De estafonna, sehanidentificado, diferentescompuestosquesehanformado

durantela extracciónlíquido-liquido aplicandoel métodoEPA 625, debidoa la

presenciade ciclohexenoen el diclorometanoutilizadoen la extracción,el cual

da lugar a procesosde halogenacióny autooxidación(78). Otros problemas

asociadosa la extracciónlíquido-liquido es la formación de emulsiones,la

posibledificultad de observarla separaciónentreambasfasesy la extracción

de grandesvolúmenesde muestra. Esta última dificultad se estásolventando

mediantela utilizaciónde extraccionesen continuo.

Actualmente,hay unagrantendenciaa reducirel volumende disolvente

orgánicode maneraquereduzcael tiempo deextracción,la contribuciónde los

interferentesy los costes. De esta forma se han desarrolladométodos de

microextracción.Un ejemplode estos métodoses la utilización de 2 ml de

metil-terc-butilétercon 30 ml de aguaparala extracciónde clorofenoles(79).

La preconcentraciónsólido-liquidosebasaen la adsorciónde los analitos

en un soportesólido, los cualesson posteriormenteeluidosmedianteun disol-

vente orgánico o desorciónténnica.Los analitosson retenidosen el soporte
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sólidograciasa los enlacesqueformancon estey que suelenser de tipo Van

derWaals,enlacede hidrógenoe interaccioneselectrostáticassiendo,por tanto,

el procesode adsorción/desorcióncompletamentereversiblecon la consiguiente

posibilidadde utilizar el soportesólido cuantasvecessequieray en diferentes

muestras.Sepuededecirqueesel métodoquemáshaevolucionadodurantelos

últimos añoscomométodopreparativoparala detenninaciónde fenoles,siendo

recomendadoendiferentesmétodosEPA. Entre suscaracterísticasseencuentran

la rapidez,fácil manejo,mayor eficaciaen la extracción,menor consumode

disolventes,eliminaciónde emulsiones,reducciónenel manejode la muestray

posibilidad de automatización,lo que mejora la reproducibilidad de los

resultados.Ademásexistenunagranvariedaddesoportessólidosquepermiten

la retenciónselectivade unosdeterminadosanalitoso interferencias.

Existeunagran variedaddesoportessólidosparala preconcentraciónde

fenolesentrelos cualescabedestacarfasesde C8, C18 y fenilo enlazadosquími-

camentea una matriz de sílice (80-83), resinas copoliméricasde estireno-

divinilbencenoya seandel tipo Amberlita XAD (84-88), PRP-1 (89), PLRP-S

(90), cetoderivadas(91) o con gruposde amoniocuaternario(92), copolímero

de 1 ,4-di(metacriloximetil)naftaleno-divinilbenceno(84), Chromosorb-102 (93),

gel lipofílico (Lípidex 5000) (94), 8-quinoleinainmovilizadaen vidrio de poro

controlado(95), espumade poliuretano (96,97), adsorbentesde tipo carbono

grafitizado(98-101),Tenax(96,101),Porapak-N(102) y resinasde intercambio

iónico (103-106).

Malaiyandi y col. (107,108) hacenun estudio comparativosobre la

capacidadde preconcentraciónde diferentesresinasde tipo XAD y resinasde

carbonografitizadodel tipo XE sobrevariosanalitos.En el casodecompuestos

orgánicospolarescomo los fenoles,la preconcentraciónesmáseficaz en las

resmasde tipo XAD queen las detipo XE siendoel pH de la muestray la polaridad
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del eluyente los principales factoresque afectana la capacidadde adsor-

ción/desorciónde lasresinas.Pocurulíy col. (109,110)comparan,igualmente,

tresadsorbentes(C18, ciclohexil y poliestirenodivilbenceno)parala preconcen-

tración de fenoles,observandoque la presenciade un reactivo formador de

pares iónicos mejora la recuperaciónde estos en los diferentesadsorbentes

obteniendolos mejoresresultadosparael poliestireno(PLRP-S).Por otraparte,

Puig y Barceló (111) comparanotros tantosadsorbentesde diferentepolaridad

(C18, C8, C2, ciano, fenil, ciclohexil y poliestirenodiviinilbenceno)concluyendo,

al igual quePocurulíy col., queaquellosadsorbentesde menorpolaridadcomo

son C18 y C8 danbuenosresultadosparalos fenolesmenospolarespero no así

para los fenolesmáspolaresmientrasque los adsorbentesmás polares(C2,

ciano y fenil) dan lugar a los peoresresultadoscon volúmenesde ruptura

menoresde 10 ml paratodoslos fenoles.Los adsorbentesciclohexil y poliesti-

reno (PLRP-S)dan, en general,los mejoresresultadospara todoslos fenoles

estudiadossiendo los volúmenesde ruptura superiorespara el poliestireno

debido a interaccionesdel tipo ~t-7t, sobre todo para aquellos fenoles que

poseenuna gran resonanciaelectrónica(nitrofenoles)o poseensustituyentes

aceptoresde electrones(clorofenoles),ademásde interaccioneshidrofóbicas

con el adsorbente.

Los factoresde capacidadteóricosdeterminadosmedianteel métododel

equilibrio han sido utilizados para predecir la recuperaciónde los fenoles

medianteextracciónsólido-líquidoen un cartuchode C18 (112). En estesentido

lasrecuperacionespredichasy lasexperimentalescoincidencuandoseutilizan

disolucionespatrón,mientrasqueestasúltimas disminuyencuandoseutilizan

muestrasreales,debidoa la presenciade interferentesquequedanretenidosen

e] cartucho,lo quehacedisminuirel volumen de faseestacionarialibre. A partir

delconocimientodeestosfactoresde capacidadesposiblecalcularla concentración

mínimadefenol quepuedecuantificarsemediantedichapreconcentracion.
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La extracciónsupercrítica(SFE) esconsideradacomoun métodoalter-

nativo tanto parala extraccióndirectade los fenolesde las muestrasasí como

parala eluciónde los fenolespreconcentradosenun adsorbente(113-115).Este

método presentauna clara ventaja en el caso de matrices complejas,como

puedesertejidosbiológicosobteniendo,igualmente,resultadoscomparablesa

la extracciónSoxhlet,no requiriendoningúndisolventeenal fasedeextracción

y en un tiempo muy inferior (~35 min.). No obstante,existenvariosfactores

liniitantes para su aplicabilidadcomopuedenser el coste del instrumentoasí

comolasimpurezasexistentesen los fluidos supercríticoshabitualmenteutili-

zados,comoel CO2y N20. Hawthorney Miller (116) llevan acaboun estudio

comparativode la SFE (30 mm.)y de la extracciónSoxhlet(18 horas)de cloro-

fenolesendiferentesmuestrasmedioainbientalesobservandoquea la tempera-

tura de 200
0C la SFE daresultadossimilaresa la extracciónSoxhlet. Por otra

parte, la eficaciade extraccióndel SFE esmenorcuandosetrabajaa tempera-

tinasde 500C y no presentaningunamejoracuandoseincrementala tempera-

turahastalos 3500C.

Al igual queen la extracciónlíquido-líquido tambiénsepuedeaplicarla

microextracciónenla extracciónsólido-líquido,la cualtampocorequiereel uso

de disolventes,y sebasaen la extracciónde los fenolesen un soportecubierto

de fibra de poliacrilato la cual se introduceposterionnenteen el cromatógrafo

degasesy los fenolessondesorbidostérmicamente(117).

Tambiénsehanutilizadoparala extraccióny preconceniraciónde fenoles

diferentestiposdemembranas(silicona, sulfonamidao modificadascon resinas

poliméricas)tanto en análisispor inyecciónen flujo (FíA) comoen cromato-

grafía (118-121), así como la destilación (122,123)y la partición centrífuga

(124). La combinaciónde la SEE y la preconcentraciónen diferentestipos de
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membranahasido estudiadapor Tangy Ho (125) obteniendoresultadoscuanti-

tativosen la extracciónde los derivadosacedadosen todoslos casos.

En general, mediante la utilización de estos métodos es posible la

preconcentraciónde los fenolesdesdenivelesde gg/L e incluso desdeniveles

de ngl siendoutilizadas, igualmente,para separarlas posiblesinterferencias

en su determinación.

A.3.2. MétodosespectrofotométricosdeUV-VIS

En general,medianteespectrofotometríasesueledeterminarla cantidad

total de compuestosfenólicospresentesen la muestrasin hacerdistinción entre

los diferentestipos de fenoles.Así, Mohíery Jacob(126) hacenun estudiode

cinco métodosespectrofotométricosparala detenninaciónde bajasconcentra-

cionesde fenolesenaguaspotablesy residuales,teniendoen cuentala sensibi-

lidad, precisión,exactitud,interferencias,reactivosy tiempo requeridoparael

análisis. De los cinco métodos(Gibbs, nitrosofenol,4-aminoantipirina,ultra-

violeta e infrarrojo) el de la 4-aminoantipirina(4-AAP) es el más rápido,

precisoy exacto.Sin embargo,todosestosmétodos,exceptolos queutilizan la

absorciónquepresentanestoscompuestosen el zona ultravioletae infrarrojo,

son msensiblesa aquellos fenolessustituidosen la posición para- del anillo

aromático,por tenerimpedidala posiciónmásactivadatanto paralasreacciones

de copulacióncomo paralasde condensacióny, por otraparte,los fenolesmuy

desactivadostampocopresentaneste tipo de reacciones.Todosestosfactores

conducenaunoserrorespor defectoenla detenninacióndefenolestotales.

Los métodosespectrofotométricosen la zona del ultravioleta se basan

generalmenteen el desplazamientobatocrómicoquesufreel máximode absor-

ción de los fenolesen disoluciónalcalina(127), lo quepermitela eliminación
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de muchasinterferencias.No obstante,se han propuesto métodos para la

determinaciónde fenoles en medio ácido con resultadoscomparablesa los

obtenidoscon la 4-AAP (128). Estos métodostrabajana nivel de mgl con

posibilidadde bajar al de ggIL (129,130);sin embargo,la detenninaciónde

fenolesal nivel de ~g/L por espectrofotometríaUV directaesdifícil debido a

subajaabsortividadmolar.

La detenninaciónde pentaclorofenolen muestrasde maderay cueroen

el intervalo de concentración1- 40 mg/L ha sido llevadaa cabocon recupera-

cionessuperioresal 98%medianteextracciónsólido-líquidoenunacolumnade

cianopropil y la utilización de la segundaderivadadel espectroUV (131);

mientrasquela extracciónlíquido-líquido de Iriclorofenolesconóxidosorgánicos

ha permitido su determinacióncon recuperacionessuperioresal 96% (73). La

aplicación de la espectrofotometríaderivadajunto con la extracción sólido-

líquido ha sido tambiénutilizada por Baranowskay Pieszko (132) para la

determinaciónde diferentesclorofenolesen muestrasacuosas(10-15 mí) que

conteníanentre20y 200¡.tg de los mismos.

La reacción con 4-aminoantipirina(4-AAP) fue utilizada por primera

vez en los años cuarentay es la base de muchosmétodosque se emplean

actualmente(88,133-135).Norwitz y col. (136,137)hanestudiadola influencia

de 5032 y NaCíenestareacción,mientrasque, por otraparte,se hanpropuesto

diferentesmodificacionesde estemétodotalescomola utilizaciónde diferentes

agentesoxidantes(138), la reduccióndelvolumendemuestrarequerido(139) o

suautomatización(119,127,140,141).

Gales(142) consignedeterminarfenolesa concentracionesmenoresque

1 ~gIL con el reactivo3-metil-2-benzotiazolinhidrazona(MBTH) en presencia

de un oxidante.EsteveRomeroy col. (143) llevan a cabola detenninaciónde

fenolesmediantesu diazotacióncon 2,4,6-trimetilanilina en medio micelar
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obteniendoun limite detecciónen el rango0.2-0.4mM. Otrosreactivosutilizados

son: 3,3-dietil-l-(2-fluorenil)triaceno(144), CoCI2-NaNO2(145), ácido sulfanilico

(146), 4-nitroanilina(146), m-fenilendiaminacon NaIO4 (147), 1,10-fenantrolina

con Fe(I1I) (148), o-toluidina(149), bencidina(150), violeta de cristal (151) y

las salesde amoniocuaternario(152-155).No obstante,dependiendodel tipo

de sustituyentedel fenol o de lascondicionesexperimentales,algunosde ellos

puedenno reaccionarcon determinadosreactivos.

La facilidad de oxidaciónde los fenolesesigualmenteaprovechadapara

su detenninaciónmediantela oxidación con NaJO4 dandolugar a las corres-

pondientesquinonasde color amarillo, naranjao rojo (156) o mediante la

reducciónde la ferritina aferroina(148).

En cuantoa la determinaciónde fenolesindividualesestahasido posible

graciasa la aplicaciónde métodosde análisismulticomponentecomola regresión

lineal múltiple de mínimos cuadrados(152-154,157)y el filtro de Kalman

(158,159)utilizandotanto los espectros(normales,primeray segundaderivada)

comocurvascinéticas.En estesentidocabedestacarla comparaciónde cinco

métodosde calibraciónmultivariantellevadaa cabopor NavarroVilloslada y

col. (160) parala determinaciónde cuatroclorofenoles.Mediantela utilización

deunavariantedel métodode las adicionesestándar(HPSAM), Verdú Andrés

y col. (161) determinanun fenol enpresenciade otros dosenmezclasternarias

considerandoestos dos últimos como interferentesy obteniendoresultados

comparablesa los obtenidosutilizando una regresiónlineal múltiple. Igual-

mentesehautilizado la regresiónparcial de mínimoscuadrados,así comodos

métodosde correccióndel fondo, para el análisis de gruposde fenoles con

similarescaracterísticasespectralesenaguasresiduales(162).

Cabedestacarla aplicaciónde sistemasen continuo para la determina-

ción de fenolesya seantotaleso individuales. Dentro de la detenninaciónde
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fenoles totales, tenemosel método automáticode Afghan y col. (127) de la

4-AAP en el queincluyenunaextracciónlíquido-líquido del coloranteunavez

fonnado,obteniendoun limite de detecciónde 5 gg¡L. Un sistemasimilar al

anterioresel propuestoporZhi y col. (88) conla diferenciade queenestecaso

tiene lugar unapreconcentraciónen linea sólido-líquidosobreuna columnade

XJLD-4, obteniendoun límite de detecciónde 0.2 ~ig/L.Otro sistemaencontinuo

es el establecidopor Moreno-Romány col. (95) para la determinaciónde

pentaclorofenol,el cual espreviamentepreconcentradoen unacolumnarellena

de 8-quinolinol inmovilizadoenvidrio de porocontrolado.El límite de detección

obtenido fue de 2.5 gg siendoel factor de preconcentraciónde 250 veces.

Tambiénla utilización de un sistemaen continuo de extracciónlíquido-líquido

ha permitido la determinaciónindividual de fenolesutilizando las curvasde

extracciónobtenidasa lo largo del tiempo de cadauno de ellosy aplicandouna

regresióndemínimoscuadrados(71).

En cuanto a los sistemasFIA, Sweilehy col. (163) llevan a cabo la

determinacióntotal de fenol mediante la reacción de Berthelot utilizando

NaClO y NH3 para formar el correspondienteazul de indofenol. Rodríguez

Alcaláy col. (141) automatizanel método de la 4-AAP para la determinación

depentaclorofenolutilizandotanto un métodode flujo continuo comode flujo

paradoobteniendocon esteúltimo una mayor selectividady unos límites de

detecciónentre0.15 y 0.21 mgl. Porotra parte,Frenzely col. (140) llevan a

cabo un estudio comparativode dos reactivos (4-AAP y MBTH) para la

determinacióntotal de fenoles a través de un sistemaFíA. Los límites de

detecciónobtenidosfueron de 30 ~xg[Lpara la 4-AAP y de 12 gg/L parala

MBTH siendoesteúltimo, a partede mássensible,másgeneralen cuantoa su

reactividadal poderreaccionarcon aquellosfenolescon sustituyentesenposi-

ción para-.Lavelocidadde muestreodelsistemaFíA fue de 60 muestraslh.Un

problema que presentael reactivo MBTH es que los fenoles presentansu



32 A. RevisiónBibliográfica

máximode absorciónen un amplio intervalo de longitudesde ondapor lo que

es difícil seleccionaruna longitud de onda adecuadapara su detenninación

total, cosaqueno sucedeconla 4-AAP a pesarde su limitación en cuantoa la

reactividad.Estosmismosautoresestudianla incorporaciónal sistemaFIA de

una preconcentraciónen línea, medianteextracción líquido-liquido o sólido-

líquido, del productoformado entre los fenolesy la 4-AAP, obteniendounos

límitesde detecciónde 8 ~xg¡Lparael primercasoy de 11 gg/Lparael segundo

caso(164).

La preconcentraciónen línea de fenolesy su posterior determinación

medianteun sistemaFíA basadoen la reacción con la 4-AAP ha sido igual-

menteestudiadopor otros autores.Así, RodríguezGonzaloy col. (119) utilizan

unamembranade siliconaparala extraccióny preconcentraciónde los fenoles

obteniendounos limites de detecciónentre0.7 y 5.7 gg/L dependiendode la

cantidaddemuestrapreconcentrada;mientrasqueKwadey col. (165) incorporan

un aparatodedestilaciónparala eliminaciónde interferenciasy combinandola

técnicaFíA y el análisis de flujo segmentado(SFA) obtienenun límite de

determinaciónde 0.01 mg/L. A partir de esteúltimo trabajode Kwadey col, se

estádesarrollandoactualmenteunanormainternacionalparala determinación

total defenoleso indice fenólicoen aguaaplicandoel análisisde flujo (166).

Al igual que en los métodosmanuales,la aplicacióndel análisismulti-

componentea diferentessistemasFíA permite la determinaciónindividual de

fenoles. Un método utilizado para la detenninaciónde isómerosfenólicos

consisteen la monitorizacióna determinadaslongitudesde ondadel fiagrama

de cadamuestrainyectada,utilizando tantaslongitudesde onda comocompo-

nenteshaya en la mezclapara su determinación(167). Otro método es la

obtenciónde la curvade calibradoparacadacomponentea la longitud de onda

a la cual los otros componentespresentesen la mezclano absorban(155). Este

métodoesconocidocomo“zero-crossing”.
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Un estudiocomparativode tres métodosde análisis multicomponente

(regresiónde miimos cuadradosclásico, filtro de Kalman y regresiónparcial

de mínimos cuadrados)ha sido llevado a cabopor NavarroVilloslada y col.

(86) parala determinaciónde cinco clorofenolescontaminantesprioritariosen

agua de grifo medianteun sistemaFIA con extracción líquido-líquido. Los

clorofenoles,previamentepreconcentradosenuna resmaXAD-4, son determi-

nadosanivelesde jxg¡L utilizandoel espectroenprimeraderivada.

Por último, en la tabla II se resumenlas característicasde algunosde

estosmétodosparala determinaciónde fenolesdorados.

A.3.3. Métodoscromatográficos

A.3.3.a. Cronmtografialíquidadepartición

La cromatografíalíquida (LC) es una técnicamuy adecuadapara el

análisisde compuestosfenólicos.La polaridadde los fenolesy su bajapresión

de vapor que complicansu análisis por cromatografíade gases,no tienenun

efectoadversoen LC. Estatécnicapuedeser utilizada, sin previo tratamiento,

parael análisisdirectode mezclascomplejasde fenolescon alto pesomolecular

y fenolespolihidroxilados.Esta ventajaseutiliza principalmenteen el análisis

de fenolesenaguay enel estudiodelmetabolismoensistemasbiológicos.

En la tabla III se exponenlos parámetrosmás característicosde los

métodospara el análisis de clorofenolesy fenolescontaminantesprioritarios

(FCP)por LC departición.

La mayor partede los autoresutilizan sistemasde LC de fasereversa

(80,100,105,169)y unos pocosde fasenormal (170-172). Debido al carácter
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ácido de los fenoles se empleandisolucionesreguladoraspara disminuir el

ensanchamientoy la variabilidadde los picoscromatográficosen la mayoríade

las separaciones(105,173,174).En algunasocasionestambiénseempleanaltas

concentracionessalinascon el mismo fin (175,176).

La fase estacionariamás comúnmenteutilizadapor la mayoría de los

autorespara la determinaciónde fenoleses la C~ (80,100,105,177),la cual

puedesermodificadamediantela adición de diferentessalesde amoniocuater-

nario paramejorarla retenciónde los mismos(178). Otras fasesestacionarias

tambiénutilizadassonla C3 (91,174),la 8-quinoleina-Fe(III)(179), las resinas

XAD (180,181), carbóngrafitizado poroso (182), fase ligada de difenil (62),

ciclodextrinas(183) y columnasde intercambioiónico (85), predominandoen

todasellasla separacióndebidaa equilibriosde partición, al estarlos fenoles

ensuformaácidano ionizada.

En cuanto a los detectores, el más usado es el detector UV

(86,105,178,182);sin embargo,tambiénsehadescritoel empleodeotros detectores

comolos fluorimétricos(173), electroquímicos(91,174,184),de espectrometría

demasas(172,185,186),de capturaelectrónica(171,187),quimioluminiscentes

(188,189), infrarrojo (190) y de espectrofotometríade diodos integrados

(“diode array”) (63,100,110).En ocasionesse empleansimultáneamentedos

detectores,comoel deUy y el electroquímico(90>.

La preconcentraciónde lasmuestrasesun pasoprevio necesariocuando

sedeseadisminuirlos límitesde detecciónanivelesde ~xgfLe inclusoaniveles

de ng/L. Los métodosde preconcentraciónutilizados abarcanprácticamente

todoslos comentadosenel apartadoA.3. 1.: extracciónlíquido-liquido, extracción

sólido-líquido,preconcentraciónenmembranay destilación,siendola extracción

sólido-líquidola másutilizadadebidoa la posibilidadde incorporaciónen líneaal

sistemacromatográfico(90).
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En LC es posible utilizar reaccionesde derivatización, tanto pre-

columnacomopost-columna,con objetode aumentarla selectividady sensibi-

lidad en la determinacióncromatográfica,pero con el problema de que se

necesitamástiempo para la preparaciónde la muestra.En estesentido cabe

destacarla revisiónbibliográfica de Dem’yanov sobre los diferentesmétodos

dederivatizacióndefenolesparasu determinaciónenLC (191).

En el primercasoseencuentrala formaciónde derivadosfluorescentes,

los dansilderivadoso los 2-fluorensulfonilderivados,con los que se alcanzan

límitesde deteccióndel ordende ng/L (89,173,192).Mediante la reaccióncon

4-AAP, Li y Kemp (193) obtienenun límite de detecciónde 40 nM utilizando

detecciónelectroquímicamientrasqueFayyady col. (194) obtienenun límite

de detecciónde 2 ~xg/Lcon detecciónUV. La formaciónde los correspondientes

derivadosdansiladospermite, igualmente, la determinaciónde los fenoles

mediantedetecciónquimioluminiscente alcanzandolímites detección entre

0.01-0.1 gg/L (188). Por otraparte,la fonnaciónde los correspondientesderi-

vadosacetiladoshapermitidoconfirmar la presenciade fenolesenmuestrasde

aguaanivelesde ngl utilizando detección(.1V (98).

En la modalidadpost-columna,Bigleyy Grob(195) empleanla reacción

con 4-AAP consiguiendolímites de deteccióndel orden de 0.1 a 0.5 mg/L.

Kwakrnany col. (196) mediantela reacciónconbis-(2-nitrofenil)oxalatoobtienen

limites de deteccióninferioresa los picogramos;mientrasque Lamprechty

Huber (197), mediantela oxidacióncon Ce(IV) y posteriordetecciónfluores-

centedelCe(Il1) obtienenlimites dedetecciónentre1-14ng.

En los últimos años, la utilización de diferentesmétodosmatemáticosy

diseñosexperimentalesha permitidooptimizar las condicionesparala separa-

cion e identificaciónde los fenolesmedianteLC enfasereversa.La fasemóvil

esel parámetroque, en general,másse optimiza tanto en isocrático(63,198)
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como en gradiente(199,200).El efecto del pH y de la temperaturahan sido

tenidosencuentaen la optñnizaciónde dicha fasemóvil. En el casoisocrático

la separaciónoptima seobtieneutilizando fasesmóviles cuaternariascompuestas

por metanol, acetonitrilo, tetrahidrofuranoy agua; no obstante,el tiempo de

elución sueleser grande(—50 mm.). En cuantoa la separaciónen gradiente,la

fasemóvil se componeúnicamentede metanol-ácidoacético,optimizándosela

fasemóvil inicial (% metanol)asícomoel gradiente(% metanol/min).En este

caso el tiempo de eluciónmáximo es de alrededorde 20 minutos. En ambos

casos(isocrático y gradiente)los demás parámetroscromatográficos(flujo,

colunma,detector)permanecenconstantes.

Un estudiomáscompletoesel Tealizadopor Cheey col. (201) queapli-

cando un tipo de diseño factorial fraccionado,denominadomatriz de diseño

ortogonal (OAD), optimizan varios parámetrosa la vez como son: vanas

columnasC18 de diferentesfabricantes,el contenidode metanoly acetonitrilo

en la fasemóvil, la duracióndel gradientedeelacióny el flujo. En estesentido,

llegan a la conclusión que el tipo columna utilizada es el factor que más

influenciasignificativatiene en la optimizaciónde las condicionesparala sepa-

ración satisfactoriade los fenoles,mientrasque el tiempo inicial de la fase

móvil, la duracióndel gradientey el flujo no influyen significativamenteen

dicha separacióna los nivelesutilizados, lo cual no significaqueno seanpará-

metrosimportantes.

Porotraparte,a partir de laspropiedadesfísico-químicasde los fenoles

se ha estudiadola retenciónde estos en función de la fase móvil utilizada.

Entre las propiedadesconsideradasestánel volumen de Van der Waalsy el

potencialde ionización(202), la polaridad,el enlacede hidrógenoy el coefi-

cientede reparton-octanol/agua(203). Otrascaracterísticasde la fasemóvil y

estacionariatales como los parámetrossolvatocrómicosde Kaunlet-Taft, el
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parámetrode solubilidad de l-lildrebrand y el parámetroW de Dimroth-

Reichardt, han sido igualmenteutilizadospara predecir la retenciónde los

fenolesutilizando diferentesfasesmóvilesy estacionarias(203,204).Los resul-

tadosobtenidossugierenquela retenciónde los fenolesen el sistemametanol-

aguaestacontroladapor la solvofobicidadde la fasemóvil.

A.313.b. Cromatografía de gases

La cfomatografiade gases(GC) se encuentraentrelos técnicasquemás

frecuentementeseutiliza en el análisisde fenoles,debido a su alta eficaciaen

la separación,velocidad de análisis y sensibilidadde detección. Aunque la

mayoría de los fenolespresentanuna alta polaridady baja presiónde vapor,

circunstanciasquedificultansu análisis,hay muchosmétodosparasu determi-

naciónpor GC. Los fenolesmás volátiles y de bajo peso molecularpueden

separarsedirectamente,sin pretratamiento;pero paralos homólogossuperiores

y especialmentelos polifenolesserequierela formaciónde un derivado.

La alta polaridad de los fenoles,y en particularde los clorofenoles,

limita en gran medidael númerode fasesestacionariasposibles.No obstante,

existenunagran variedadde posibilidadesrecogidasen diferentesrevisiones

bibliográficas(58,59),pudiendoconsiderarsedosgrandesgrupos:

- Métodos que utilizan columnasempaquetadastales como poliéster

desactivadocon H3P04de nombrecomercialSP-1240-DA(205), Tenax(206),

SP-2250(207), SP-2401(187), OV-17 (208), carbóngrafitizado(209),etc.

- Métodos que utilizan la cromatografiagaseosaen columna capilar

(CGC) (210-212),queaunqueen principio ofrecíandificultadesparalos com-

puestosácidospor la reactividadcon las paredesdel vidrío, éstashan sido

subsanadaspor nuevostratamientoso por el uso de las nuevascolumnasde
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sílice fundida (FSCC) con mayor inercia química, que permiten separarlos

fenolesmásácidos(61,83,96,213).

Williams y col. (214) demuestran,a partir de 50 compuestosfenólicos,

que las columnascon una menorpolaridadpresentanmayor eficacia que las

columnasde máspolaressiendocapacesde separar41 de los 50 fenolesconsi-

derados.Por otra parte, a partir de tres colunmascapilaresdiferentesReuner

(215) lleva a cabo un estudiosobre la relaciónexistenteentre los tiemposde

retencióny losvaloresdepKay toxicidadde los clorofenoles.

En cuantoa los detectores,los másutilizados son el de ionizaciónde

llama (FID), capturaelectrónica(ECD) y espectrometríade masas(MS); sin

embargo,se hacetambiénuso de otros detectorescomo el de espectroscopia

infrarrojapor iransfonnadade Fourier(FTIR) (214,216,217),el detectornitrógeno-

fosforo (NPD) (218), la conductividadelectrolítica(219), la detecciónelectro-

química (207), la emisión atómica (ICP-AES) (99) y la espectroscopiade

movilidad iónica (213). En ocasionesse empleandos detectoressimultá-

neamente,como el FID y el ECD (220).

Las característicascromatográficasde los fenoles se puedenmejorar

mediantela fonnaciónde derivadosvolátiles. Estosderivadospresentanuna

menorpolaridady reactividadpor lo quetienenmejorescaracterísticascroma-

tográficasquelos propiosfenoles.Si enel derivadose incluyenhalógenos,en

generalsemejorael límite de deteccióny la selectividadconel uso del detector

adecuado.Los detectoresmásutilizadosson el ECD y la MS tantoparaderiva-

doshalogenados(221,222), obtenidosapartir de unagranvariedadde reactivos,

comoacetilados(102,117,125,223),siendoestosúltimoslos másutilizados.Cabe

destacarla revisiónbibliográfica de Dem’yanov sobre los diferentesmétodos

de derivatizacióndefenolesparasu determinaciónen GC (191).
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Entre los reactivoscapacesde fonnarderivadoshalogenadosseencuentran

los anhídridosde haloácidoscomo monocloroacético(224), monofluoroacético,

Irifluoroacético,pentafluoropropiónicoy heptalluorobutirico(222).Comoreactivos

paraintroducir el grupo pentafluorofenilosepuedenusarel cloruro o bromuro

de pentafluorobenzoilo(83,221,225),el a-bromopentafluorotolueno(226), el

clorurode pentafluorofenacetiloy el clorurode pentafluorofenoxiacetilo,siendoel

primeroel másfrecuente.

Dano y col. (227) llevana caboun estudiocomparativode los derivados

acetiladosy pentafluorobenciladosde clorofenolesen agua,obteniendocomo

resultadoquelos derivadosacetiladosseseparancompletamenteen las condi-

cionesde trabajo,no así los derivadospentafluorobendilados.Al ser los tiempos

de retencióndiferentespara ambosderivados,esposible la identificación de

cadauno de los clorofenolessin ningún tipo de interferencia,por lo queambos

procedimientosson complementarios.Por otra parte, la acetilación es más

eficaz para los fenoles policloradosmientrasque, por el contrario, la penta-

fluorobenzoilacióndamejoresresultadosparaaquellosfenolesmenosdorados.

Igualmente,Hajslovay col. (228) detenninanvarios clorofenolesutilizando

diferentesderivadosobservandoqueel comportamientocromatográficode los

derivadosacetiladosy metiladosen una columna FSCC puede considerarse

aceptable,mientrasquelos trifluoroacetatosy los obtenidosmedianteanhidrido

pentafluoropropiónicoy heptafluorobutíricono son suficientementeestablesy

no seconsiguenresultadosreproducibles.En cuantoa la pentafluorobencilación,

esta hace incrementarla respuestarelativa con respectoa los derivados

anterioresen dosordenesdemagnitudparalos mono-y diclorofenolespero no

así parael pentaclorofenoly los tri- y tetraclorofenoles,por lo queen el casode

que soloestosúltimos fuerana seranalizados,recomiendanutilizar la acetilación

al sermássimpleencuantoa surealización.
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Otrosderivadosse hanobtenidopor metilacióncon yodometano(211),

metanolIH2SO4(229),metanolIBF3(229) o condiazornetano(230), por etilación

con diazoetano(231), y por esterificacióncon N-heptafluorobutirilimidazola

(230), dandobuenasrespuestascon ECD y MS. Por otraparte, la silanización

utilizando diferentesreactivosparadar lugar a los correspondientesderivados

silanizados,aumentaigualmentela sensibilidaden la determinaciónde fenoles

utilizandotantoECD comoMS(123,221).

En general,se puededecir que la derivatizaciónpermite disminuir el

límite dedetecciónal nivel de gg/L. Estosedebeal aumentode la sensibilidad

y a la mayorrecuperacióncon quesepuedenextraery concentrarlos derivados

de los fenoles.

La utilización de la quirniometríaen la detenninaciónde clorofenoles

medianteGC ha sido utilizada por diferentesautores.Así, Korzekwa y col.

(232) aplican un métodode ininimos cuadradospara la resoluciónde picos

cromatográficossolapadospudiendo detectar datos erróneos; mientras que

Juraseky col. (233) utilizan un programabasadoen el reconocimientode

pautasjunto con la búsquedaenunalibreríade los correspondientesespectros

de masade los clorofenoles,paracompletarla infonnaciónsobre unamuestra

desconocida.

Finalmente,y como en casosanteriores,en la tabla IV se resumenlas

característicasanalíticasde los distintos métodosque utilizan la GC para el

análisisdeclorofenoles.
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A.3.3.c. Cromatografía de capa fina

La cromatografíade capafma (TLC) no es un método muy utilizado

parala determinaciónde clorofenolessiendo,en ocasiones,complementariode

otros métodoscromatográficos(207). En general,la separaciónde los clorofe-

nolesselleva a caboen placasde gel de sílice existiendounagranvariedadde

ellas(207,234). En ocasiones,la gel de sílice estáimpregnadacon otros com-

puestoscomoNaNO2(235),AI(I1I) y Cu(I1) (236) o tensioactivosaniónicos(237).

No obstantetambiénse emplean placasdel tipo RP-2, RP-8 y RP-18, que

consistenencadenasde alquilo enlazadasquímicamenteaunafaseestacionaria

desílice (238)y placasde celulosa(239).

Las fasesmóviles o eluyentesutilizadosparael desarrollodel cromato-

grama suelen ser mezclasde disolventespolaresy apolares(fase reversa)

aunquetambiénseutilizan mezclasde disolventesapolares(fasenormal). Estos

eluyentesvaríandependiendode las condicionesde trabajo,pero nonnalmente

se componende dos o tres disolventestalescomo benceno,tolueno, acetona,

éteretilico, metanol,ácido acético,ácidofórmico, amoniaco,etc. (207,239-241).

La detecciónse lleva a cabocon diferentesreactivoscromogénicosque

danlugar a compuestoscoloreadosfácilmentedetectablesal reaccionarcon los

fenoles(242). Así, no esde extrañarque, normalmente,seutilicen los mismos

reactivosque se emplean en espectrofotometríaUy-VIS tales como la

4-aminoantipirina(4-AAP) (240,243)y todos aquellosque fonnancolorantes

azoicos(240,244).También,se utilizan otros reactivostalescomoel nitratode

plata (207,245),el nitrato de todo (IV) (246), el ferricianuro férrico (238) y el

fósforo fluorescente(241).La detecciónde los compuestosformadosserealiza,

en general,mediantela utilización de la radiaciónUV aunquetambiénpuede

hacersevisualmente(247).
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La TLC ha sido tambiénutilizada para estudiarla relación entre la

estructuray la actividadbiológicade los clorofenoles(248). En estesentidola

dosisletal niinima y sutoxicidadhan sido correlacionadoscon susvaloresde

pKa y los índicestopológicoscalculadosmediantedichatécnica.

En la tablaV seresumenlascaracterísticasmásimportantesde los dife-

rentesmétodosqueutilizan la TLC parala determinaciónde clorofenoles.

A.3.3.d. Otros métodoscromatográficos

Otra técnicacromatográficautilizadaen el análisisde clorofenolesesla

cromatografiade fluidos supercríticos(SFC). Esta técnicacromatográficase

basa en la separaciónde los diferentes compuestosmediantela utilización

como fase móvil de un gas, normalmenteCO2, en estado supercrítico.En

cuantoa lascolumnasutilizadascomofaseestacionariaestaspuedensercapila-

res o empaquetadas.Ong y col. (250) comparanla selectividadde dos fases

estacionanasen columnascapilaresutilizando unamezclade CO2 y Freón-22

cornofasemóvil y detecciónUV parala determinaciónde los fenolescontami-

nantesprioritarios de la USEPA, obteniendounos limites de detecciónentre

0.01 y 0.38mg¡L. La utilización de Freón-22reducelos tiemposde retención

de los fenolesy aumentasu sensibilidadcomparadocon la utilización de CO2

puro(251,252).Porotraparte,Dressmany col. (253) llevan acabola determi-

naciónde estosmismosfenolesutilizando CO2 modificado con metanol(1%)

y detecciónelectroquímica,obteniendounos límites de detecciónentre

0.72y 80 ng.
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A.3.4. Métodoselectroanalíticos

En la tablaVI seresumenlas característicasprincipalesde los diferentes

métodoselectroquímicosencontradosen la bibliografia para la determinación

de clorofenoles.Las técmcasmásempleadasson la voltamperometríacíclica

(254-256), la voltamperometríadiferencialde impulsos(255-259),la voltampe-

rometria de redisolucióncatódicadiferencial de impulsos(260), la voltampe-

rometríadebarrido lineal (257), la voltamperometríadeondacuadrada(259) y

la polarografladiferencialde impulsos(254). Comoelectrodode trabajoseutiliza

el electrododecarbonoya seavitrificado o enpastapudiendoestarmodificado,

y comoelectrodosdereferenciael de calomelanossaturadoy el deAg/AgCI.

Porotro lado,esbien conocidala gran sensibilidadde la detecciónelec-

troquímica en FIPLC en la determinaciónde fenoles.Esto ha hecho que se

produzcaun gran desarrollode diferenteselectrodospara su posteriorutiliza-

ción en dicha técnica. Así, Liberti y col. (261) desarrollanun electrodo de

carbónvitrificado en polietileno el cual es tambiénempleadoen voltainpero-

metríasanódicasde fenoles.Del mismo modo Weisshaary col. (262) desarro-

llan un electrododenominadoKelgraf (Kel-F-graphite)el cual es compatible

con una gran variedadde disolventesorgánicosy poseeuna gran estabilidad

térmica.El limite de detecciónparaesteelectrodoen la determinacióndefenoles,

estáentre0.15y 0.8 ~.¡g¡L.

La utilización conjuntadel análisisen continuoy los métodoselectro-

quinucosha sido tratadapor diferentesautores.En estesentido,Cañetey col.

(256) llevan a cabo la determinaciónindividual y multicomponentede com-

puestosfenólicosa concentracionesinferioresa 1 mg/L mediantevoltampero-

metríacíclicautilizandoun sistemaFIA. YañezSedeñoy col. (263) determinan

pentaclorofenolmedianteun sistemaHA con detecciónamperométricaobteniendo

un límite de detecciónde 3.7 gg/L. Christopherseny Cardwell (264) detenninan
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la cantidad total de fenoles empleandoun sistema FíA acopladoa dos

detectores(culombimétricoy amperométrico)utilizadosparala eliminación

de interferenciasy detecciónde los fenoles,respectivamente.Medianteeste

sistemamejoranla exactituden su determinaciónen presenciade fenoles

sustituidos,y enparticularpara-sustituidosy/o nitrofenoles,con respectoal

métodode la 4-AAP.

Wang y col. (265-267)utilizan un biosensoramperométricopara la

determinación de compuestosfenólicos basado en la utilización de la

enzimatirosinasala cual da lugara lascorrespondientesproductosquinónicos

electroactivos.Los estudiosfueron realizadostanto manualmentecomo a

travésde un sistemaFíA obteniendoun límite de detecciónparael primer

casoentre6 y 29 jiM y parael segundocasoentre1 y 15 gM. Otro biosensor

amperométricobasadoen la enzimatirosinasaes el desarrolladopor Kottey

col. (268), el cual incorpora un mediador redox que hace aumentar la

sensibilidad medianteamplificación de la señal analítica, obteniendoun

límite de detecciónde 0.25 nM. Igualmente,Hall y col. (269) determinan

diferentesfenolesutilizando un electrodoenzimáticobasadoen la enzima

polifenoloxidasala cual esretenidaen unamembranade nylon, obteniendo

unarespuestalineal a concentracionessuperioresa 100 gM. En estesentido

cabedestacarla revisiónllevadaa cabopor Marko-Vargay col. (270) sobre

la utilización de diferentesenzimastalescomo lacasas,peroxidasasy tirosi-

nasas,parala determinacióndefenolesmediantesensoresamperométricos.
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¡N.3.5. Otros métodos

Una de las técnicasespectroscópicascapazde llegar a concentraciones

de 20 gg/L endeterminacionesdirectasesla fluoriimetría (271). Igualmente,la

espectroscopiaRainanha mostradosu utilidad de medidadirectade fenolesa

nivelesdeconcentracióndel ordende mgl ya seautilizando un patróninterno

o análisismulticomponente(272).

Varios autoreshan utilizado para la determinaciónde los fenoles el

efectoinhibidor o desactivador(“quenching”)en determinadasreacciones.Así,

Donkerbroeky col. (273), a travésde la desactivaciónde la fosforescenciaa

temperaturaambientedel biacetilopor partede los clorofenoles,obtienenunos

límites de detecciónentre 0.01 y 1 pM; PérezRuiz y col. (274) utilizan el

efectoinhibidor de los fenolesen la reacciónfotoquímicaentrela floxina y el

EDTA para su determinacióna nivelesde ~.tM;mientrasque Zhuangy col.

(275) llevan a cabola detenninaciónde fenolesvolátilesmedianteun métodoFLX

basadoen la desactivaciónde la quimioluminiscenciadel p-clorobencenodiazonio

enpresenciade 14202,obteniendoun límite de detecciónentre15 y 30 gg¡L.

Una técnica,desarrolladadurantelos últimos añosparala determinación

de fenolescontaminantesprioritarios, ha sido la electroforesiscapilar. En este

sentido,Li y Locke (276) estudianla influencia del pH, concentraciónde la

disoluciónreguladora,voltaje aplicadoy cantidadde muestrainyectada,en la

resolución de dichos fenolesa niveles de mg/L, mientrasque Turnesy col.

(277) estudiandiferentesalternativasde estatécnicaparala monitorizaciónde

pentaclorofenolanivelesdengl enmuestrasde agua.

Otra técnica,desarrolladapor Prausy Dombek(278-280)parala sepa-

ración y determinaciónde clorofenoles,es la isotacoforesiscapilar ya sea

mediantela utilización de variossistemasa diferentesPH de acuerdocon sus
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valoresdepKa,o conun único sistemaadicionandoaditivosneutrostalescomo

13-ciclodextrinaso polientilenglicol. Los limites de detecciónobtenidosvarian

entre10 y 50 ng/L. Preconcentrandopreviamentelos clorofenolesmedianteun

procesode destilación,estosautoresllevan a cabo su determinaciónen aguas

de río e industrialesa nivel demg¡L (122).

Por último, cabe destacarel desarrollo de un inniunoensayopara la

determinaciónde pentaclorofenolenmuestrasde aguaconun limite de detección

entre30 y 40 pg¡L (281), un método de detecciónselectivade impurezasde

fenol enaguabasadoenun procesodeablacióne ionizaciónmedianteun láser

y posteriordeteccióncon MS, obteniendoun límite de detecciónde 0.1 ¡‘gIL

(282) y un método para la caracterizacióny análisis de mezclasde fenoles

medianteresonanciamagnéticanuclear de “9Sn, previa derivatizacióncon

óxido debis(tri-n-butilestaño)(283).
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£4. LEGISLACIÓN SOBRE CONTENIDOS MÁXIMOS

En los apartadosanterioressehanrevisadotanto los usosy toxicidadde

los fenolescomo los diferentesmétodosparasu determinación.Debido a los

riesgosqueparael medioambientey la saludpúblicasuponenestoscompuestos,

diferentespaíseshanestablecidounasnormasde calidadparael agua,segúnel

uso de la misma,asícomoparaotrosmateriales.

Laadhesiónde Españaa la ComunidadEuropeahizo necesarioannomzar

la legislacióna las disposicionescomunitariasen cuanto a la reglamentación

técnico-sanitariapara el abastecimientoy control de calidad de las aguas

potables de consumopúblico, por lo que en 1990 fue derogadala anterior

reglamentaciónde 1982 que fijaba una concentraciónmáxima admisible

(MAC) de 1 pg¡L de fenolestotales,estableciéndoseun nuevoreglamentode

acuerdoa la legislación comunitaria con una MAC de 0.5 ~ágILde fenoles

totales(284). Por otraparte, en 1984 sefijó un límite en la industriamaderera

parael empleode la sal sódicadel pentaclorofenolcomoconservante,prohi-

biéndoloen el casode envasesde alimentos(285).

Parael análisisde aguasel métodooficial de referenciaen la Comunidad

Europea,y por consiguienteen España,es el espectrofotométricoque utiliza

4-aminoantipirina(4-AAP), con precisióndel 30%, exactituddel 50%y limite

de detecciónde 5 ~ag¡L(133), siendoigualmenteoficial en EEUU (134) y en

las normasinternacionales(135). No obstante,estasnormasy la Agencia de

ProtecciónMedioambientalde EstadosUnidos (USEPA) tambiénprevén la

utilización de la cromatografagaseosacon detecciónde capturaelectrónicao

ionización en llama (286,287). En el caso de la determinacióngeneral de

contaminantesprioritarios incluidos los fenoles, la USEPA recomiendala

cromatografiagaseosacondetectordeespectrometríademasas(288,289).
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Por otra parte, desde1988 la ComunidadEuropeafija un objetivo de

calidadpara el pentaclorofenolde 2 jig/L en aguassuperficialesrecomendando

comométodosde referenciala LC y UC-ECD con límites de determinaciónde

2 1IgL paraefluentes,0.1 gg/L paraaguasy 1 gg/Kg para sedimentosy orga-

nismos,con unaprecisióndel 50%paraunaconcentracióndobledel límite de

detenninación(290,291).

Otrasdirectivasquefijan la calidadde las aguas,en cuantoa su conte-

nido de fenoles, tanto las superficialesdestinadasa la producción de agua

potable,las debaño,asícomo lascontinentalesaptasparala vida de los peces,

hansido publicadaspor la ComunidadEuropea(292-294).

El hechode que la legislaciónde los paísesfijen diferenteslimites se

debeal efectoeconómiconegativoqueseproducesobre la industriaal regular

una sustancia,pues, cuantomás bajos seanlos nivelespermitidos,mascara

serála depuraciónde los residuosindustriales,lo queencarecerálos costesde

produccion.
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A.5. LOS PARES JÓNICOS EN EL DESARROLLO DE

MÉTODOS ANALÍTICOS

Enlos últimos añosla formaciónde asociacionesiónicaso paresiónicos,

aexperimentadoun gran desarrolloen diferentesmétodosanalíticos,debidoa

sugran versatilidady a la posibilidaddeaumentartanto la selectividadcomola

sensibilidadde los diferentesmétodosanalíticos.El estudiode la influenciadel

tamañode los contraionesy suscaracterísticasfisico-quiniicashanpermitidola

determinaciónselectivade numerososanalitosutilizando métodostanto espec-

troscópicoscomoelectroquímicos(295,296).

A.5.I. Propiedades

Los paresiónicosson asociacionesoriginadaspor interaccioneselectros-

táticasentre iones de carga opuestadandolugar a productoseléctricamente

neutros.Por lo tanto,en la formación de un par iónico predominanlasfuerzas

físicasmásquelasquímicas.

La asociaciónsepuedeexpresarpor la siguientereacción(297):

(KB)

definiéndosela constantede asociacióncomo:

(A*B

)

(A~)(W)

El valor de estaconstantede asociaciónindica si la formación del par

iónico eso no significativa.
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La formacióndel par iónico seve favorecidapor la disminuciónde la

constantedieléctrica.Así, todosaquellosdisolventesqueposeenunaconstante

dieléctricabaja,del ordende 20-30, favorecenen su seno,la fonnaciónde los

paresiónicos. En disolventesde polaridadmásbaja, en los que la solvatación

esdébil, la unióniónica esfuerte,ya queno haymoléculasdedisolventeentre

el par de iones,por lo que sehabla de par iónico compacto,mientrasque en

disolventesdepolaridadmáselevada,en los quela solvataciónesmásintensa,

la unión iónica es débil, pudiendo los iones estarseparadospor una o varias

capasdemoléculasdedisolvente,lo queseconocecomopariónico suelto.

La presenciade electrólitosdistintosa los involucradosen la asociación

ejerceuna influenciapositiva en la formación del par iónico que es debidaa

doscausasesenciales:

a) Concentracioneselectrolíticas altas hacendisminuir la hidratación

sobre los iones fonnadoresdel par iónico y, por tanto, aumentansu carácter

hidrófobo.

b) La constantedieléctricadel medio disminuyecon la concentración

electrolítica.Así, por ejemplo,el valor de 8=80(aguapura)disminuyea 860 en

HCI 0.5 M, en unadisoluciónde LiCí 1.5 M o en unadisolucióndeNaCí2.3 M.

Existe una gran variedadde reactivosformadoresde paresiónicos los

cualessepuedenclasificaren los siguientesgrupos:

- Colorantesdel grupo de la fluoresceinaqueactúancomo contraiones

cargadosnegativamente(aniónicos). Entre ellos se encuentranel Rojo de

Bromopirogalol, la eritrosina, el azul de bromofenol, etc. Estos colorantes

proporcionanlas suficientescaracterísticasluminiscentescomo para poder

determinarel par iónico fluorimétricainente.
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- Colorantesbásicosquepresentanen su moléculacargapositiva y, por

tanto, actúancomo contraionescatiónicos.Dentro de estegrupo tenemoslos

colorantesdel tipo xantenosy a los del grupo de la RodaminaB. La determi-

nacióndel par iónico sepuederealizar,en estecaso,tanto espectrofotométrica

comofluorimétricamente.

- Moléculas de cadenalargacon caráctertensioactivo,tanto aniónicos

(laurilsulfatosódico)comocatiónicos(salesde amoniocuaternario).

- Cationesorganometálicosformadospor gruposfenilos cercanosa un

cierto átomo en estadopositivo de oxidacióny quese denominaniones poli-

fenilonios talescomo el tetrafenilarsonio,el tetrafenilfosfonioy el trifeniles-

tannonio.

- Quelatos cargados,tanto positiva como negativamente,como, por

ejemplo,el Fe(l,10-fenantrolina)3
2~y el Fe(2,2-bipiridilo)

3
2~.

- Compuestosmacrocíclicosque forman complejosde extraordinaria

estabilidadsiendolos másutilizadoslos éterescoronay cripta.

En estesentido,cabe destacarla revisión bibliográfica llevada a cabo

por Toei (298) sobre los reactivosformadoresde paresiónicosmás amplia-

menteutilizadosenquímicaanalítica.

A.5.2. Extracción liquido-liquido

Debido al carácterneutro del producto obtenido en un a asociación

iónica estepuedeser extraídomediantedisolventesapolares.La extracciónde

los pares iónicos, dependede todos aquellosparámetrosque influyen en la

formaciónde estosy quehansido comentadosen el apartadoanterior.Por otra
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parte, los paresiónicospuedenser consideradoscomomoléculascon un cierto

momentodipolar,y, por tanto, su solubilidadendisolventesorgánicosdepende

engranmedidade su semejanzaestructuralconel extractante.De estaforma, si

los ionesdel par iónico contienengruposorgánicosvoluminosos(por ejemplo,

quelatos o iones solvatadospor moléculasorgánicas)cabe suponerque su

extracciónseráfavorable.

Cuandosetrata de cationesmetálicos,los disolventesoxigenadostienen

una gran importanciaen la extracciónde susparesiónicos, debido al carácter

básico del átomo de oxigenode las moléculasdel disolvente,permitiendosu

incorporaciónen la esferade coordinacióndelmetal, formándoseun pariónico

detransferenciade cargaquetieneunaciertasemejanzaconel disolvente.

Desdeel puntode vistateórico, Dubosty Colleter(299) llevanacaboun

estudioteórico del equilibrio de extracciónpor formación de paresiónicos,

deduciendounaseriede condicionesparaquesuextracciónseaóptima.Así, si

seconsiderael pariónico ABH fonnadoporun aniónA- (derivadode un ácido

lilA) y un catiónBHt (obtenidopor protonaciónde unabaseB), el rendimiento

deextracciónde la base,medianteformacióndelpariónico,esmáximacuando:

- Los coeficientesde extraccióndel ácido (Ke,~3 y de la base (K~,~)

seanlo máspequeñoposible.

- El coeficiente de extracción del par iónico (Ke,~H), así como la

concentracióninicial del ácido(C
0 HA) seanlo másgrandeposible.

- La relaciónde volúmenesóptimaentrela faseacuosay la faseorgánica

(Q) vienedadapor:
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II

— ~ ~

- El pH óptimode extracciónviene dadopor:

1
pH = —1ogK~flA —

11ogK
0~8

2 2

Por otraparte,la formación cuantitativadel par iónico en medioacuoso

esmáxunasiel pH sesituaenunazonatal que:

pK1 +2<pH.cpK2—2

siendopK1 y pK2 lasconstantesde acidezdel ácidoy la basequeformanel par

iónico, respectivamente.

4.5.3. Las sales de amonio cuaternariocomo formadoresde

paresiónicosy sudeterminaciónespectrofotométrica

Las sales de amonio cuaternariose obtienenpor reacción de aminas

terciarias con diferentes hidrocarburossaturadoso aromáticos. Estassales

tienencarácterde electrólitofuertey seutilizanfrecuentementeparala extracción

deaniónesy complejosaniónicosmetálicospor formaciónde paresiónicos.

Lamayoríade las salesdeamoniocuaternarioqueseutilizan seconocen

por sunombrecomercial,entreellosseencuentran:

- Arquad2HT-75 (clorurodedioctadecildirnetilamonio)

- Arquad2C (R2N(CH3)2C1,dondeR sondieciséisátomosde carbono)

- Hyamina1622(clorurode bencildiisobutilfenoxifenoxietoxietilamonio)
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- Hyamina3500 (clorurodebencildiinetilalquilamonio)

- Hyainina2389 (clorurodealquil(C9-C15)benciltrimetilamonio)

- Aliquat 336(cloruro de tricaprihuetilamonio)

- Zefiramina(clorurode tetradecildimetilbencilamonio)

- Septonex(bromurode etoxicarbonilpentadeciltrimetilamonio)

- CTAB (bromurodecetiltrixnetilamonio)

Las salesde amoniocuaternarioseempleanprincipalmenteen la deter-

minaciónespectrofotométricadirectade diferentescationesmetálicosmediante

la formación de asociacionesjónicas con diversos complejos coloreados,

aumentando,de estaforma, la sensibilidady la selectividaden su determina-

ción. El aumentoen la sensibilidaddepende,engranmedida,de la polaridadde

la sal de amonio cuaternarioempleada,y estaa su vez de los radicalesque

sustituyena los hidrógenosen el ion amonio. Así el cloruro de hexadeciltri-

metilamomoesla salmásempleadaparala determinaciónde diversoscationes

talesCa, Mg, Cr, Ga, lii, Cu(II), Bí, Fe(I1I), Pd(lI), Al, etc. Otras salesque

tambiénseutilizan son el cloruro demetiltrioctilamonio,parala determinación

deNi(Jl) y Fe(Jll); el bromurode tridodeciletilatnonioparala determinaciónde

Ti(IV) y Ge; el bromuro de dodeciltrimetilamoniopara la determinaciónde

Ge(W) y Sn(IV); el bromurode bencildodecildimetilamoniopara la determi-

nacióndeBe y el bromurode tetradecilt¡imetilamonioparala determinaciónde Al.

En general,existeunarelacióndirectaentreel pesomolecularde la sal

de amoniocuaternarioy el factorde recuperaciónde la extracción,siendoeste

mayoramedidaqueaumentael pesomoleculardelcompuesto.

Desdeel punto de vista del análisis orgánico,es escasoel uso de las

salesde amonio cuaternarioparala formación de paresiónicos. Sin embargo,

durantelos últimos añosla utilización de estassales,y másconcretamentedel

tetrabutilamonio,ha permitido aumentarlos volúmenesde ruptura en la
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preconcentraciónde fenoles(90) asícomoaumentarla recuperacióndeestosen

procesosdeeliminaciónde disolventes(98), todoello graciasa la formaciónde

suscorrespondientesparesiónicos. Por otra parte, cabedestacarla utilización

de estassalesen la detenninaciónsimultáneadediferentesfenolesaplicandola

espectrofotometríaderivada(152-155,86,300).

Por último, y paraun conocimientomásamplio, hay que destacarla

revisiónbibliográficallevadaacabopor Rakhman’koy col. (301) sobrela apli-

caciónanalíticade lassalesde amoniocuaternariode alto pesomolecular.
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A.6. ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

A.6.1. Fundamento teórico y particularidades

En un sistemade dos variables(x,y) lasderivadassucesivasrepresentan

la variaciónde una de ellas con respectoa la otra y vienendefmidaspor la

expresióngeneral:

d0y
dx11

donden representael ordende la derivada.

En espectrofotometría,las variablesson absorbanciay longitud de onda

(A,v) y por tanto seobtienela siguienteexpresióngeneral:

d~A

La espectrofotometríaderivadaaumentaconsiderablementeel poderde

resolucióndado que es másselectivaque la espectrofotometríaconvencional

(espectrosderivadosde ordencero) y, por otra parte, es frecuenteque una

bandadel espectrode absorciónseael resultadode la superposiciónde varias

bandasque,bien por las característicasdel espectrofotómetroo porquese trata

debandasmuy estrechas,no esposibleresolverencuyo casoel uso de la deri-

vadapermiteenalgunoscasossucorrectaseparacióny resolucion.

Conel ordende la derivadase incrementala capacidadde resoluciónde

lasbandasespectralesaproximándosea un método de deconvolución(302). La

diferenciaciónresaltalasbandasestrechasfrentea lasbandasanchastantomás,
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cuantomayor sea el orden de la derivada.Parabandasde tipo Gaussianoo

Lorentziano,la amplitudD, de la derivadade ordenn estárelacionadaconla n-

esimapotenciade la inversadelanchodebanda(w) delespectronormal (303):

«Y
De estemodo, parados bandasa y b de igual absorbanciay diferente

anchodebanda,la amplituddel espectroderivadode la bandamásestrechase

va haciendomayor quela de la bandamásancha,por un factor queaumenta

con el ordende la derivada:

Dna (Wb

)n,b

Una desventajade la espectrofotometríaderivadaes que el procesode

derivacióndegradael valor de la relaciónseñal/mido(304)y por ello esnece-

sario realizaralgúntipo de filtrado, convolucióno diferenciaciónde los espec-

tros para mejorardicha relaciónseñal/ruidoy, por lo tanto, disminuir el error

analítico(304-307).Estehechohacequelos erroresaleatorioscausadospor el

ruido seagravenen el procesode derivaciónsiendo,normalmente,útil solo en

el casode que los erroresseansistemáticosdebidosa interferenciasespectrales

causadaspor solapamiento(308).

Una de las principales propiedadesde los espectrosderivadoses su

insensibilidada la forma y estructurade la línea baselo cual ha sido utilizado

parael ajustede bandasespectrales,optimizandoúnicamenteaquellosparáme-

trosrelacionadosconlasbandasde interés(309). Otraventajade la espectrofo-

tometríaderivadaesla posibilidadde discriminarbandasespectralesanchasen

favor de bandasmásestrechaslo que la haceútil para la reduccióndel error
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total (sistemáticomásaleatorio)en análisiscuantitativo, causadopor el sola-

panñentoespectral(310). En general,esteerror total sereduceal menostres

vecescomparadoconmedidasdeabsorbancia.

Variosautoreshanestudiadola influenciadedeterminadosfactoresen la

precisióny exactitudde los espectrosderivados,talescomoel ruido instruinen-

tal (311) y la variaciónde la temperatura(312). En el primero de los casosse

ha observadouna correlaciónentre el ruido y el error sistemático(“bias”),

mientrasqueen el segundocasosehan observadounoscoeficientesde tempe-

raturaentre-0.1 y -0.5 0/o/gradoatribuiblesa la pequeñareducciónde la curva-

tura del espectrode absorbanciaal aumentarla temperatura,y, por lo tanto,

recomiendanque la temperaturade las disolucionesestándary de la muestra

sealo másparecidaposibleenel momentode hacerla medida.Kimbrell y col.

(313) vanmásalláy utilizan un métodode diseñofactorial paraestudiarcomo

afectancinco determinadosfactoresen la precisiónde unadeterminaciónana-

lítica al utilizar las derivadas,demostrandoque, en general,múltiples factores

afectana dicha precisión,comopuedenser el ordende la derivada,el método

deconvolucióne incluso la concentracióndel analito quepuedeinteractuarcon

el orden de la derivada. Por otra parte, ¿Juhí y Kalivas (314) utilizan como

criterio la amplificación del error, debido a la presenciade interferentesy

efectosmatriz, para seleccionarel orden de la derivadaóptima para llevar a

caboun análisismulticomponente.Dicha amplificacióndel error viene repre-

sentadapor el númerode condiciónde la matriz de calibración.Cuantomayor

esdichonúmerode condición,mayoresel error.

Mediante la utilización de las derivadases posiblela obtenciónde una

informaciónmásexactadel sistema,como la presenciao no de interferenteso

la detenninacióndel númerode componenteslinealmenteindependientes,pre-

sentesennuestrosistema(315,316). Esto esdebidoaquelasderivadasayudan

en la eliminaciónde cierta ambigúedaden la interpretacióncualitativa del sis-
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tema, debido a la presenciade uno o más interferentes.Así, Karstangy

Kvalheim (317) utilizan las derivadaspara la correccióndel fondo debido a

analitosinterferentesno incluidospreviamenteen la calibración,mientrasque

Gerowy Rutan (318) utilizan la primeraderivada,junto conun métodode de-

convolucióncomo esel filtro de Kalman, parala eliminación del fondo en el

casodequeesteno seareproducible.

La espectrofotometríaderivadaseha aplicadocon gran profusiónen los

últimos añosgraciasal desarrollotanto instrumental,como demétodosde aná-

lisis numéricomásrobustos,y pruebade ello son las numerosasrevisiones

bibliográficaspublicadastanto sobrelos aspectosteóricosy propiedadesde los

espectrosderivados,comosusaplicacionesprácticas(319-321).

A.6.2. Aplicacionesde la espectrofotometríaderivada

La espectrofotometríaderivadafue introducidaal comienzode la segunda

mitad del siglo XX, y en los últimos añosha aumentadoconstantementesu

popularidadcoimoprocedimientoderesoluciónespectralquepermitela detección

y localización de las longitudesde onda de componentesmal resueltosde

espectroscomplejosy la reducciónde interferenciasdebidasa la absorciónde

fondo. En general, se suele utilizar en espectrofotometría13V-VIS, pero

también se ha aplicado en espectrofotometríaIR (322,323), emisión atómica

(324), fluorescencia(325,326)y fosforescenciaa temperaturaambiente(327).

Posiblemente,el mayorinterésde la espectrofotometríaderivadaestáen

su utilizaciónparala determinaciónsimultáneade dos o máscomponentesde

una mezcla, sin menospreciar,por ello, su utilidad en el análisisde un solo

componenteen muestrascon un fondo de absorcióndebido,por ejemplo, a un

efecto matriz (131). Los métodos utilizadosen análisis espectrofotométrico
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cuantitativode mezclas,a partir de espectrosderivados,puedendividirse en

dos clases:métodosgráficos y métodosnuméricos.Dentro de los métodos

gráficos tenemosel denominado“zero-crossing” propuestopor O’Haver y

Green(310) y que consisteen medir la señalderivadade un compuestoa la

longitud de ondaen la queel espectroderivadode los otros componentesde la

mezclacortael eje de abscisas,esdecir, tieneun valor decero.

Otro método gráfico es el desarrolladopor Blanco y col. (328) que

consisteen aplicaruna regresiónlineal a lo largo de múltiples longitudesde

onda(MLRA) apartir deunarelaciónentreespectros.En estecasosedivide la

ecuaciónde Lanibert-Beeraplicadaa unamezcla(normalmentebinaria)entre

el espectroestándarde uno de los compuestospurospresentesen la mezcla,

obteniéndoseunaecuación,enel casode unamezclabinaria,del tipo y=a+bx

dondex e y son relacionesespectralesy, por lo tanto, función de la longitudde

onda, mientrasque a y h estánrelacionadascon la concentraciónde cada

compuestoen la mezcla.Garcíay col. (329) proponenutilizar comodivisor un

espectro normalizadodel compuestopuro, obtenido a partir de diferentes

concentracionesdel mismo, para minimizar los errores.Una modificación de

estemétodo es la llevadaa cabo por Salinasy col. (330) quienesaplican la

primera derivadaa la ecuaciónobtenidapor Blanco y col. Sin embargo,esta

modificaciónpresentaunalimitación ya quesi seutiliza unrangode longitudes

de onda en el cual el analito utilizado como divisor no absorbe,el mido es

exaltado de forma bruscahaciendoinútil su aplicación. En consecuenciaes

necesarioseleccionarpreviamenteun rangode longitudesde ondaenel cualel

analito presentabandasde absorción. Esta modificación ha sido utilizada

conjuntamentecon el método “zero-crossing”para la resoluciónde mezclas

ternarias(331,332).
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Otro métodográfico para la resoluciónde mezclasbinariasa partir de

espectrosderivados,esel denominadométodo de compensaciónque consiste

en compararla mezcla frente a una disolución de referenciade uno de los

componentesa diferentesconcentraciones.En estecaso,utilizándoseunarelación

a diferenteslongitudesde onda, sedeterminael puntoen el cual la concentra-

ción dedicho componenteesigual tantoen la mezclacomoen la disoluciónde

referencia(333). No obstante,en el casode un gran solapamientoespectralo

en la determinaciónde un componenteminoritarioen presenciade otro mayori-

tario, la determinaciónde dichopuntopuedeserdifícil lo quepuedeconllevara

resultadoserróneos.

En general,sepuededecirqueel númerode componentesquesepueden

deternunarsimultáneamenteempleandoestosmétodosgráficos, estálimitado a

dos o tres. En estesentido,desdeel puntodevistadel análisisinorgánicotenemos

la determinaciónde vanadio y cobalto (334), uranio y torio (335), uranio y

berilio (336), calcio y magnesio(337), Fe(II) y Fe(III) (328) y níquel y zinc

(338) entreotras determinaciones.En el casode las dos últimas seutilizó un

métodoencontinuoa travésdeun sistemaFLX.

Sin embargo,es en la determinaciónde compuestosorgánicosdondela

espectrofotometríaderivadaha encontradosu mayor desarrollo,siendonume-

rosaslas publicacionesen análisismedioambiental,fannacéutico,clínico, etc.

Cabedestacarla aplicaciónde los métodos“zero-crossing”y relaciónespectral

en la determinaciónde diferentescompuestosde interéscínico por partede

Morelli (339), de interésalimenticiopor partede BerzasNevadoy col. (340)y

CrucesBlancoy col. (341) y de interésmedioambientalpor partede Martínez

Galeray col. (342).

En cuantoa los métodosnuméricos,estosse basanen la aplicaciónde

diferentesmétodosmatemáticosy seencuadrandentrode la calibraciónmultivatiante.
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Entre los métodosmáscomúnnienteutilizadosestánla regresiónlineal múltiple,

la regresión de componentesprincipales y la regresiónparcial de mínimos

cuadrados.Estosmétodosutilizan un númerode longitudesde ondamayor que

el número de componentes,siendoadecuadospara el caso de mezclasque

contienentreso máscomponentesy presentanun gran solapamientoespectral

lo quehaceimposible la aplicaciónde los métodosgráficos. Ciertosmétodos

presentanla ventajade que puedenobviar la presenciade interferenciasno

tenidasen cuentapreviamente.Una de las primerasaplicacionesde la calibra-

ción multivariante utilizando espectrosderivadoses la determinación de

mezclasbinariasy ternariasde hidrocarburospoliaromáticos.En este sentido,

Tahbouby Pardue(343) demuestranquela aplicaciónde la derivadaofreceuna

ventajasignificativa conrespectoa la utilización de lasmedidasenabsorbancia

asícomola aplicaciónde la calibraciónmultivarianteconrespectoa la utiliza-

ción de métodosbasadosen una solalongitud de onda. Otras aplicacionesson

la determinaciónde diferentesionesmorgánicos(344,345)así como distintos

compuestosorgánicos(153,157,346)enmezclasde tres, cuatro,cinco e incluso

nuevecomponentesutilizando,normalmente,la primeray segundaderivada.

Finalmente,hay que destacarlos estudioscomparativosentre varios

métodosgráficosy numéricosllevadosacabopor diferentesautores(347,348).

En generalsepuededecirqueambosmétodospresentanla mismacapacidadde

resolución para mezclasbinarias simples, mientras que para mezclasmás

complicadasel mayor poderde resolución de la calibración multivariante,

comparadoconlos métodosgráficos,esevidente.Por otraparte,apesarde que

la calibraciónmultivariantees mucho más expeditivay puede aplicarsea la

detenninaciónde un grannúmerode compuestosenunamismamuestra,necesita

un “software” adecuadoy ciertosconocimientosmatemáticos,mientrasquelos

métodosgráficossonmuchosmásfácilesde implementaral sermásintuitivos.
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A.7. CALIBRACIÓN MULTIVARIANTE

£7.1. Introducción

La calibraciónesel procesomatemáticoy estadísticopor el quese extrae

información,normalmentecuantitativa,apartir de unaserie de medidasinstru-

mentales.Es unapartede la quimiometríaque, a diferenciade otros métodos

quiniiométricos,es puramentecuantitativay normalmenteaplicada a datos

entre los cualesse sabe que existe una detenninadainterrelación.Desdeel

punto de vista espectroscópicodicha interrelaciónviene dada por la ley de

Lambert-Beerquerelacionala señalanalítica(normalmenteabsorbancia)conla

concentracióndelanalito.

Los métodosde calibraciónpuedenclasificarse,al igual quelos instru-

mentosanalíticos,en diferentesordenesdesdeel punto de vistatensorial(349-

351). El ordende un métodode calibración(n) viene dadopor el tipo de tensor

(númerodemedidasinstrumentales)utilizado por dicho método.Así, un tensor

de ordencero correspondea unaúnica medida,un tensorde ordenuno corres-

ponde a un vector de medidas(p.e., un espectrode absorción),etc. En este

sentido,la utilizaciónde datosde ordenn paracadamuestraen un conjunto de

muestrasde calibración,da lugara un tensorde ordenn+1, el cual esutilizado

paraformarun modelodecalibraciónde ordenn. Cuantomayoresel ordendel

métodode calibración, mayor es la cantidad de información que se puede

extraerdel sistemaanalíticoal utilizar un tensorde mayor ordeny algoritmos

matemáticosmáspotentes.En general,se conocecomo calibración multiva-

riantea todosaquellosmétodosdecalibraciónde ordenunoo superior.
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En todoprocesode calibraciónexistendosetapasbien diferenciadas:la

calibracióny la predicción. En la primera de estasetapasse lleva a cabo la

construcciónde un modelo que relacionela respuestainstrumentalcon la

concentraciónde los analitos,partiendoparaello, de un conjuntorepresentativo

demuestrasdecalibracióny aplicandoun determinadométodomatemático.La

cantidadde informaciónquepuedeincluirseen estaetapade calibraciónviene

dadaen funcióndel ordendel instrumento.Por otra parte,el ordendel método

de calibración que se va a utilizar, y que en principio dependedel orden

instrumental,esimportantea la hora dedecidir la cantidadde informaciónque

debey puedeincluirse en la calibración.Así, mientrasque en los métodosde

ordenuno esimprescindibleincluir todosaquellosanalitose inteiferentesque

sesuponenestaránpresentesen la muestrasdesconocidaso de predicción, en

los métodosde ordendos esposiblecuantificarlos analitosdeinteréssin haber

incluido previamentelas posiblesinterferenciasen la etapade calibración. No

obstante,variosautores(352-357)handesarrolladodiferentesprocedimientosa

partir de métodosde orden uno para corregir las posiblesinterferenciasy/o

efectosmatriz no tenidosen cuentaduranteesta etapa.En general,se puede

decirquecuantomayor esel orden,mayoresla cantidadde informaciónde la

que se disponeo sepuedeutilizar durantela etapade calibración, lo que se

traduceenun aumentode la selectividad.

Unavez establecidodichomodelode calibraciónseprocedea realizarla

predicciónqueconsisteen calcular la concentraciónde los analitosmediante

muestrasno incluidasen la etapadecalibración,esdecir, avalidar el modelo.

Desdeel punto de vista de la calibraciónmultivariante, esteproceso

lleva consigola separaciónmatemática,másquefísica, de los diferentesanalitos

presentesenunamuestra,lo quehacequesu tratamientoseammuno.Mediante

su aplicaciónes posibleobtenerinformacióncuantitativaselectivaa partir de

medidaspocoselectivas.
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En cuantoa los métodosde calibraciónmultivariante,existenuna gran

variedadde ellos sobre todo de ordenuno y dos (358-361). Cabe destacarla

clasificaciónrealizadapor Liang y col. (361) de los diferentesmétodosdepen-

diendodelgradode complejidaddel sistemaanalítico. Estegradode compleji-

dadviene determinadopor el conocimientoa priori de la composiciónquímica

del sistemaanalítico, clasificándolosen tres categorías:blancos, grises y

negros.En estesentido,estudianlasventajasy limitacionesde diferentesmétodos

de calibraciónmultivariantede diferenteordenesconrespectoadicho gradode

complejidad.

Desdeel puntode vista de los métodosde ordenuno,diferentesautores

hanestudiadocual de todosellospuedeconsiderarsecomoel mejor (362-364).

La conclusióngeneralde todosellosesquedebidoaquelos sistemasanalíticos

están caracterizadospor multitud de factores (ruido espectral,solapamiento

espectral,númerode muestrasy longitudesdeondaincluidasen la calibración,etc.)

esimposibleaprior, sabercual de los métodosde calibracióndarálos mejores

resultados(menoreserroresde predicción).Debido a que los sistemasanalíticos

tienden a ser diferentes,no hay ninguna razón para esperarque el mejor

método paraun determinadosistema,seamejorparatodoslos demássistemas,

esdecir, la elecciónóptima de un métodode calibracióndependede lascondi-

ciones experimentalesparticularesdel sistema. Seasholtzy Kowalski (365)

proponenun procedimientopara seleccionarel mejor método de calibración

paraun sistemadadobasándoseen el principio de parsimonia.Dichoprincipio

albinaquesi dosmétodosmodelanadecuadamenteel sistema,aquelqueviene

descritopor un númeromenor de parámetrostendráuna mejor capacidadde

predicciónparamuestrasdesconocidas.Este principio estárelacionadocon el

hechodequecuantomenoresel númerodeparámetrosdelmodelo,menorsera

la propagaciónde los erroresal estimardichosparámetrosapartir de los datos

delsistema,minimizándoseel sobreajuste(“overfitting”).
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Otro de los aspectosqueseha estudiadodentrode la calibraciónmulti-

varianteha sido el efectode la presenciade no linealidadeso curvaturasen el

sistemaanalítico. En estesentido,hay que destacarel estudiorealizadopor

diferentesautores(366,367)sobreel efectode las no linealidades,tanto en la

variabledependientecomoen la variableindependienteoenambasa la vez, en

la aplicaciónde los métodosde calibraciónmultivariante;así como,el empleo

de distintasrepresentacionesgráficasde los residualesparaponerdemanifiesto

dichasno linealidades.Porotraparte,Sekulicy col. (368) realizanunarevisión

de los diversosmétodosno linealesde calibraciónmultivariante que se han

creadoo adaptadoapartir demétodoslineales.

Una partede la calibraciónmultivariantequeseha desarrolladodurante

los últimos añoshasidola normalizacióninstrumentaltantode ordenunocomo

de ordendos (369-373)y quehacereferenciaa la posibilidadde intercambiar

un modelode calibracióndesarrolladoenun instrumentoconotrosinstrumentos.

La calibraciónmultivarianteresuelvedicho problemade transferenciamediante

una transformaciónmatemáticabasadaen medidas de unas determinadas

muestrasen ambosinstrumentos,haciendoquela señalanalíticamedidaen un

instrumento sea la misma que se obtendría si se midiera en un segundo

instrumentolo queevitael tenerquemedir de nuevotodaslasmuestrasen este

instrumento(recalibrar),sobretodo si se tiene en cuentaque los modelos de

calibraciónmultivariantese desarrollanapartir de muestrasanalizadasdurante

un amplio periodode tiempo (en ocasionesinclusoaños).En general,la trans-

ferenciade un modelode calibraciónno solo dependede las variablespropias

de los instrumentosy de lascondicionesexperimentalesdemedidasino también

de la complejidadde dichomodelo.
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A.7.2. Métodosde calibraciónmultivariante.

A.7.2.a. Regresiónclásicademininios cuadrados(CLS)

La regresiónde mínimos cuadradosclásica (CLS), tambiénconocida

como método de la matriz K (374,375)y regresiónlineal múltiple (MLR)

(376,377),considerala señal analíticacomo una función de la concentración

del analito,esdecir, se asumequela señalanalíticao espectrode unamuestra,

en el casoespectroscópico,estámodeladacomo una combinaciónlineal del

espectrode cadauno de los componentesque fonnanpartede la misma.En

estesentido,estemétodoprecisade la inclusiónexplícitadetodos las causasde

vanaciónde la señalanalítica,tanto de las concentracionesde los analitosde

interéscomode los posiblesinterferentesy otrascausasde la variación de la

respuestainstrumental(378). No obstante,sehanpropuestovariosmétodosde

cuantificaciónaplicadosa estemétodoenel casode la presenciade interferen-

cias en el sistema(355). La inclusiónadicionalde otros términoscomopuede

ser el mido de fondohapermitidomejorarlos limites de detecciónconrespecto

a los métodosunivariantespuestoqueel hechode aumentarla informacióndel

sistemaayudaa discriminar la señaldel ruido (379,380).Este ruido de fondo

puederepresentarlíneasbasesno cero asícomoregionesde no linealidad.

Parala aplicaciónde estemétodo,y en generalde cualquiermétodode

calibraciónmultivariante,se parte de dos conjuntosde datosbien definidos

representadospor lasmatricesA y C. El primero de ellos (A) estáformadopor

el conjuntode respuestasinstrumentalescorrespondientesa 1 diferenteslongi-

tudes de onda sobre las m mezclaspatrón. Por lo tanto, la matriz A tiene

dimensionesde mxl, endondecadafila correspondeal espectrode absorciónde

cadaunade lasmezclaspatrón.El segundoconjuntode datos(C), lo constituyen

el conjuntodeconcentracionesconocidasde los n analitossobrelasni mezclas
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patrón formando una matriz de dimensionesmxn en dondelas filas son las

concentracionesde las solucionespatrón utilizadas durante el proceso de

calibración.La relaciónqueestableceel métodoCLS entreestasdos matrices

vienedadopor el sistemade ecuaciones:

a1, a, le12 e12 e11 e12

a2, _ c~c 2122 e2, e2, e2,

Latías., ami 1~.Cm Cm ~ eJ •..emj

o, alternativamente

A=CK±E

dondeK (md) es la matriz de coeficientesde regresiónen el modelo lineal y

queenel casoespectroscópicocorrespondea los espectrosde los componentes

de lasmezclaspatrónreferidosa la unidaddeconcentracióny E representalos

erroreso residualesdel modelo que se asumeque estándistribuidosnormal-

mente con un valor esperadoigual a cero, no correlacionadosentre si y su

vananzaesúnica(homocedasticidad).

Cuandoestemétodo se aplica a sistemascon un comportamientoideal

(lineal, sin interferencias,bajomido, sin colinearidad,etc.) sueledarlos mejores

resultadosdebido a una correlaciónperfectaentre las matrices A y C. No

obstante,la utilización de estemétodoimplica el uso de toda la informaciónde

la matrizA, incluido cualquiertipo de informaciónirrelevanteo poco útil como

puedeser el mido aleatoriodel sistema.Esto haceque al aplicar el método a

una muestra desconocida,esta información irrelevante puede hacer que la

suposicióndecorrelaciónperfectaentreA y C no seacierta.
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A diferencia de otros métodos de calibración multivariante el CLS

proporcionaunamayor informaciónquímicaal ser la matriz K los espectrosde

los analitosy por ¡o tanto seráel mejor método a elegir en el casode quese

trate de realizarla identificacióno análisisestructuralde los analitosapartir de

susespectros.

Duranteel procesode calibraciónse lleva a cabo el cálculo de la matriz

K. Existen,enprincipio, tresmétodosde obtenerdichamatriz (381):

1.- Puestoquelascoluninasde la matrizK representanespectrosde los analitos,

estossepuedenobtenerindividualmentea partir de los analitospurosque

formanel sistema,siendopor lo tanto, un métodorápido y poco laborioso.

Estemétodosueledenominarsecomoanálisismulticomponentedirecto(382).

2.- Este segundométodo esmásgeneralen el sentidode que esla basede la

aplicación de todos los métodosde calibración multivariantey se suele

denominarcomo calibraciónindirecta(382). En este casoselleva a cabo la

resolucióndel sistemade ecuacionesa partir de las matricesA y C las

cualesdebenserrepresentativasdel conjuntode la población.La estimación

de la matriz K queminmiiza la sumade los cuadradosde los erroresde la

señalanalíticaviene dadapor la siguientefórmula:

K=(CTCY ‘CTA

Aunque la aplicaciónde este segundométodo parala obtención de la

matriz K esel másextendidopuestiene en cuentaposiblesinteraccionesentre

los analitos,así como no linealidadesinstrumentalesquepuedenhacercambiar

las característicasde las mezclas,su utilización en cienossistemaspuededar

en ocasionespeoresresultadoscon respectoal primermétodopuestoqueen su

obtenciónel métodoincluye errorestantoinstrumentalescomodeconcentración
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así como un posible incrementode los errores duranteel proceso de la

inversión de la matriz, mientras que en el primer método solo intervienen

erroresde tipo espectral(377).

3.- Enel casode quela mezcladesconocidacontengaunainteiferenciao efecto

matrizno identificableesposible obtenerla matrizK medianteel métodode

adiciónestándargeneralizado(GSA.M) (352,383,384).El sistemaaresolver

seríael mismo queen el casoanteriorconla únicadiferenciade queen este

caso la matrizC representaríacantidadesadicionadasa la mezcla,mientras

quela matrizA representaríaincrementosde señaldebidoa lasadiciones.

Una vez calculadala matriz I~I tiene lugar la etapa de predicciónque

viene dadapor lassiguientesecuaciones:

ad =CdK

= adK(KK)

donde2d es el espectrode la mezcladesconociday Cd esla estimaciónde la

concentraciónde los n analitosde dichamezcla.En estecaso,los valoresde Cd

sonestimadoresinsesgadosy de minimavarianzade los valoresreales,esdecir,

esel mejor estimadorlinealno afectadode erroressistemáticos(“unbiased”).

Como seha comentadouna de las ventajasde la calibraciónmultiva-

rianteesla posibilidadde identificaraquellasmezclasdecalibracióno predicción

queno pertenecenal conjunto de calibración. En estesentidosehan desarro-

llado diferentestests para identificar dichasmezclascuando se utiliza este

método.Entre estostestscabedestacarel efectoleva (“leverage”), la distancia

de Cook, así comouna serie de parámetrosestadísticosrelacionadoscon los

residualesdel modelode calibración(385,386).Nonnalinente,medianteel examen

de los residualesespectralesse pueden identificar una gran variedad de
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problemaspotenciales,como desviacionesde la ley de Lambert-Beero la

presenciade analitosinesperadoso interferencias.La aplicaciónde estimadores

robustosparaestemétodoha permitido resolverpartede esteproblema,puesto

que, en vez de identificar aquellasmezclasqueno pertenecenal conjuntopara

posteriormenteeliminarías,se aplicaun estimadorquepermitequela regresión

no sevea afectadapor dichasmezclaso tambiénfrente al hechode queel mido

no sedistribuyanormalmente(387,388).

Encuantoal númeromñuixno demezclasy longitudesde ondanecesanas

parael cálculode la matriz K y de la concentración(cd) respectivamente,este

viene dado por el número de gradosde libertad. En el caso de la regresión

lineal estosgradosde libertad estándeterminadospor la diferenciaentre el

númerode observaciones(mezclaso longitudesde onda)y la dimensióndel

modelo(analitosmástérmino independiente).Puestoqueel númeromínimo de

grados de libertad es uno, se necesitanal menos dos mezclasmás que el

númerode analitosparacalcularla matrizK, mientrasque, paracalcularCd~ el

númeromínimo de longitudesde ondadebeser dos o más que el númerode

analitos. En el caso de no considerarel término independienteentoncesel

númerode mezclasy longitudesdeondamínimosseriaunomenosconrespecto

al caso anterior(389). Puestoque el número máximo de longitudesde onda

paracalcularcd no estálimitado, estemétodopresentala ventajade poderpro-

mediarla señalanalíticaa lo largo de las longitudesde ondautilizadas.En este

sentidoestemétodosedenominatambiénde espectrocompleto(“full-spectrum”).

Por otra parte,aunquela utilización del métodosegundoparael cálculo

de la matriz K esútil paraaproximarciertasdesviacioneso no linealidadesy

puestoquedichasdesviacionesson aproximadasmedianteunaregresiónlineal,

la exactitud de los resultadosfinales dependeráde la magnitudde dicha

desviación. En el caso de sistemasque presentangrandesdesviaciones,es
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convenientela utilización de modelosno lineales(390). Así, la inclusión de

términoscruzadosy exponencialesen la matriz K parael cálculo de c<~ puede

mejorar los resultados,reduciendola magnitud de los erroresal modelarlas

posiblesdesviacionesdebidoa interacciones(391).

Unade lasdificultadesquepuedenapareceren estemétodoesla presencia

deun alto gradode colinearidadlo quehacequelos resultadosestimadossean

inestables.La colinearidadviene dadacuandounao másfilas o columnasde

unamatriz soncombinaciónlineal de otras,y afectaprincipalmenteal cálculo

de la matriz inversahaciendoquela varianzade los coeficientesde regresión

sea muy grande. No obstante, se han propuesto diferentes métodos de

ortogonalizaciónmatricialparaevitaresteproblema(392).

Cabedestacarel estudioestadísticorealizadopor Thomas(393) sobre

estemétodoenel queproponeun nuevoestimadordurantela etapade predicción,

el cual es consistentecon respectoal númerode observacionesutilizadas al

contrarioqueel estimadorclásico.

Cuandodurantela etapade calibracióno validaciónse incluye informa-

ción adicional sobrela varianzade los errores,entoncesel métodoCLS recibe

el nombredemétodode minimoscuadradosponderado(WLS) y de formamás

general,métododemínimoscuadradosgeneralizado(GLS). En el casodel CLS

seconsideraquelas varianzasde los erroresson desconocidase igualesy que

los erroresson independientesentreellos. A diferenciadel CLS, en el WLS y

GLS seconsideraqueciertosresidualessonmásimportantesqueotros al calcular

tanto la matriz K como cd. En particular, los residualescorrespondientesa

errores con unamayor vananzaserántenidosmenosen cuentaen el cálculo

correspondiente.La diferenciaentreel WLS y el GLS estribaen queel primer

casose consideraquelos erroresa pesarde tenerdiferentevarianzano están

correlacionadospor lo quela matrizde covarianzaesdiagonal.El métodoWLS
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puede aplicarse tanto en la etapade calibración como en la de predicción

mientrasqueel GLS solo seaplica en la etapade predicción.La estimaciónde

la matrizK y de c~ viene dadapor:

-l T 1
k~ =(CTyIC) C VJ a,

Cd —adZK(KZK)

dondey (mixm) y S (Nl) son las matricesde covarianzade los residualesen

calibracióny predicciónrespectivamente,las cualesson utilizadascomo factor

de peso. Desdeel punto de vista de la calibración, Haaland y col. (390)

demuestranque la varianza de los errores es proporcional a la inversa del

cuadradode la trasmitanciapara cadalongitud de onday mezcla,de manera

quecalculancadacolumnade la matriz K (lc~) a partir de cadacolumnade la

matrizA (a). En cuantoa la predicción,Haalandy Easterling(394), apartir del

mismo conceptoanterior, calculanla matriz de covarianza(E) pero con la

diferenciade queen estecasodicha matriz secalculaa partir de la mezclade

prediccióny no a partir de las de calibración. No obstante,en el casode la

predicción, se puede también utilizar como factor de peso parámetros

estadísticosobtenidosapartir de la calibración.Así, por ejemplo,la desviación

estándarde cadalongitud de ondacalculadaapartir de la etapade calibración

puedeutilizarsecomo factor de pesodurantela etapade predicciónde forma

que las longitudesde onda con mayoresdesviacionestendránun menor peso

quelasdemás(381). Igualmenteel cálculode la matriz E enel casodelmétodo

GLS se lleva a caboa partir de los datosde la calibración(395). En el caso de

quela matriz E dependade unaserie de parámetrosesposible calculardicha

matriz mediante un proceso iterativo. En definitiva la utilización de estos

métodos(WLS y GLS) nospermitereduciro eliminar informaciónquesabemos

apriori queesirrelevanteo poco útil.
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A.7.2.b. Regresióninversa de minimos cuadrados(ILS)

La regresiónde mínimos cuadradosinversa (ILS), también conocida

comométodo de la matriz P (374,375,396)y regresiónlineal múltiple (MLR)

(360,397,398),considera,al contrarioqueel CLS, la concentracióndel analito

comounafunción o combinaciónlineal de la señalanalítica.En estesentido,el

métodoILS tieneen cuentalos posibleserroresen la medidade lasconcentra-

cionesde referenciadurantela etapade calibración.

El hechode quetanto el CLS comoel LS sedenominenindistintamente

comoMLR sedebeaqueel desarrollomatemáticopararesolverdichosmétodos

seael mismo. Pero el hecho de poner la señalanalíticaen función de la

concentracióno viceversaconlíevaasumirunaseriede diferenciastalescomo

distribucionesestadísticaso algunostipos de errores(399). En estesentido,el

ILS presentala ventajade que los análisisbasadosen estemodelo no varían

con respectoal númerodeanalitosincluidosenel modelo.

Por otraparte,estemétodoprecisadeunaselecciónóptimade las señales

analíticasa utilizar o de un número grande de mezclaspatrón puesto que

durantela etapade calibraciónel númerode dichasseñalesanalíticasno puede

ser nuncasuperioral númerode mezclaspatrón,por lo quepresentala desven-

taja de no poderpromediarla señalanalíticaa lo largo de todoel rangodispo-

nible al considerarúnicamenteun númerodeterminadode lasmismas.

Partiendode las matricesA y C defmidasen el apartadoanterior, la

relaciónqueestableceestemétodoviene dadapor:

C=AP+E

dondeP (lxn) esla matriz de los coeficientesde regresióndel modeloy E, al

igual queantes,representaloserroresdelmodeloo residuales.
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Mientrasqueen el CLS la matriz K representabalos espectrosunitarios

de los analitosen estecaso la matriz P no tiene ningún significado desdeel

puntoespectralde los analitos.No obstante,dichasmatricesestáninterrelacio-

nadaspuestoquela matriz P es la pseudoinversade la matriz K y viceversa.

Por lo tanto, apartir de los valoresde la matriz P sepuedededucirquecuanto

mayor esel valor correspondientea unadeterminadalongitud de onda,menor

esla sensibilidada dicha longitudde ondaparaun determinadoanalito.

Puestoquela matrizPno representalosespectrosunitariosde los analitos,

la única forma de obtenerdicha matriz durantela etapade calibraciónes a

travésde una seriede mezclaspatrón,esdecir, medianteel métodoindirecto.

La estimaciónde P quemxmmiza la sumade los cuadradosde los erroresen la

concentraciónviene dadapor:

P=(ATAf’A ‘C

Medianteestaecuaciónestemétodopuedemodelarrelacionesno linealesentre

la concentracióny las señalesanalíticassiemprey cuandoestasno seanmuy

predominantesen el sistema. En caso contrario, es posible incluir términos

exponencialeso cruzadosteniendoen cuentaqueel númerode mezclaspatrón

debesersiempreigual o superioral númerode términosincluidosenel modelo

(400). A pesarde queno seintroducenerroressistemáticos,la utilizaciónde un

númerodeterminadode señalesanalíticashacequela estimaciónde P venga

dadapor unagranvarianza.

Durantela etapade predicciónla concentraciónde cadaanalito en las

mezclasdesconocidasvendriadadapor:

Cd =adP
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dondea~ y Cd serianel espectroy la concentraciónestimadade los analitosen

la mezcladesconocidarespectivamente.

Al igual que el CLS y desdeel punto de vista matemático,el ILS está

sometidoa los mismosproblemasderivadosde la inversión de matrices.No

obstante,es posible utilizar métodosde ortogonalizaciónpara evitar dicho

problema(401). Comoel CLS, el ILS utiliza toda la informacióncontenidaen

la matriz A incluida aquellaque espoco relevanteo inútil. En este sentido,

puestoque el númerode señalesanalíticasviene limitado por el número de

mezclaspatrónutilizadasenla calibración,esnecesario,comosehacomentado

anteriormente,seleccionaraquellasseñalesquepresentenunamayorinformación

del sistema,por lo que se han propuestodiferentesmétodospara seleccionar

dichas señales(160,362,402-404).El hechoque las señalesseleccionadasno

seanlas óptimaso el númerode lasmismasno seael apropiado,haceque la

incidenciade los erroresde predicciónpuedenincrementarsedebidoa factores

talescomocolinearidad,sobreajusteo modeladoinadecuadode lasinterferencias

o de la líneabasepresenteen lasmezclas(405).

Relacionadoconel métodoILS estáel métododenominadomejorestimador

lineal (BLP), el cual estábasadoenminimizarel cuadradode los residualesde

la concentraciónpero manteniendola precisiónmedialo mejorposibleparala

concentraciónestimada.En este sentido, es fácil demostrarque el BLP da

resultadosigualesal ILS en determinadascircunstancias(399). Lo importante

es que estemétodo BLP representaun punto de unión entre la calibración

inversay la clásica, concretamentea través del método GLS. Puestoque la

concentraciónestimadaen la etapadepredicciónvendríadadapor:

Cd =~+(ad —~K)(KTDK+S)’KTD
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donde t es la concentracióninedia de cadaanalito en las mezclasde cali-

bración, D (nxn) es la matriz de covarianzade la matriz C de calibracióny

Kl y E tienenel mismosignificadoqueen el CLS y GLS. La inclusiónde K

y E en estecasohaceque existaunarelacióndirectaentre la concentración

estimadaa travésdel GLS y la estimadaa través del BLP. Dicha relación

vendríadadapor:

CBLP —~=(c01~ —C)(D’ + KVIKT< KZIKT

o, alternativamente

COLS —~=(cBLP—~)(I+(DKZ’K
t$1)

donde 1 es la matriz identidad. En el casoparticularde que las varianzas

(diagonal principal) de la matriz E seanpequeñasambosestimadoresson

indistinguibles, en otras palabras, cuando la calibración es buena

(representativade la población), la diferenciaentre ambosestimadoreses

muy pequeña.

Desdeel punto de vista estadísticoy teniendo en cuentael error

cuadráticomedio, sedemuestraque el métodoBLP es superiorqueel GLS

dentrode unaregiónelipsoidalcentradaen la mediade la concentración(~)

mientrasque fuera de dicha región ocurre lo contrario (406). En conse-

cuenciael métodoBLP, y por lo tanto la regresióninversa,darálos mejores

resultadosparamezclascercanasal centrode la población,mientrasque el

GLS o la regresiónclásicadarálos mejoresresultadosparamezclasalejadas

de dicho centro.
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A.7.2.c. Filtro deKahnan(KF)

El filtro de Kalm&m (KF) se defmecomoun filtro digital lineal queutiliza

un algoritmo iterativo deminiimos cuadradosy estámatemáticamenterepresen-

tadocomounaproyecciónen un espacioprobabilísticolineal(espacioGaussiano).

Fuepropuestopor Kalmanaprincipiosde los añossesenta(407) y ha sido apli-

cadoaun grannúmerodeproblemasquímicosy de ingeniería.Suaplicaciónen

química analíticaha sido objeto de diferentesrevisionesbibliográficas a lo

largo de la última década(408-411),y aunquetradicionalmenteel KF no ha

sido consideradocomoun método de calibraciónmultivariante,surelación, así

comolas similitudes y diferenciascon los métodosde regresiónmultivariante

enel análisiscuantitativohansido estudiadospor variosautores(412,413).

El KF viene definido mediante dos ecuacionesfundamentales.La

primerade ellasse refierea la dinámicao modelodel sistema,la cual describe

comolos parámetroso estadosdel sistema,representadosporun vectorde estado,

varíanconunaomásvariablesindependientesamedidaqueel filtro vaprogresando:

x(k)=1?(k,k—J)x(k—1)+w(k)

La segundaecuaciónserefiereal procesodemediday describecomolas

señalesanalíticasestánrelacionadasconel vectorde estado:

z(k)=hT(k)x(k)+v(k)

En el casoparticulardel análisismulticomponente,el vectorde estado

vendríadefmidopor la concentraciónde los analitosde la mezcla(c(k)) y la

matriz de transicióndel sistema(F(k
4)) corresponderíaa la matriz identidad,

puestoque la concentraciónesinvariablea lo largo del procesoiterativo, o lo

quees lo mismo, esindependientede la variablea la cual se obtiene la señal

analítica.En estecaso,al igual queen la mayoríade los sistemasanalíticos,se
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dicequeel vectorde estadoesestáticomientrasquesi dichamatriz esdiferente

a la matriz identidad,sedicequeel vectorde estadoesdinámico.Considerando

la espectrofotometríade absorciónmolecular,z(k) seria el valor de la señal

analítica(absorbancia)de la mezclaacadaunade las longitudesde onda(a(k)),

el vector h’(k) corresponderíaal espectrode cadauno de los analitos de la

mezcla(kT(k)) y el indice k indicaría queel procesoiterativo se realizaa lo

largo de un intervalo de longitudesde onda. En defmitiva, la ecuaciónque

representael procesode medidano es másque la forma clásicade la ley de

Lambert-Beer,esdecir,

a(k)=kT(k)c(k)+v(k)

Por otraparte,el algoritmodel KF viene dadopor una seriede ecuaciones

para calculartanto el vector de estadocomo su matriz de covarianza.Todas

estasecuacionesvienenexpresadascomo:

- Extrapolacióndel vectorde estado:

c(k/k—J)= F(k,k— J)c(k—11k—])

- Extrapolaciónde la matrizde covarianza:

P(klk—l)=F(k,k—1)P(k—]Ik—J)+Q(k)

- Factordeganancia:

g(k)=P(kIk~J)k(k)jjkT(k)P(kIk~~1)k(k)+R(k)]

- Actualizacióndel vectordeestado:

c(klk)= c(klk—I)+g(k)[a(k)— kT(k)c(k/k—1)]
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- Actualizaciónde la matrizdecovarianza:

donde:

n númerodeparámetrosdel vectordeestado.

k índicequeindica el númerode la medida(iteración).

c(k) vectorde estado(concentracióndecadacomponente)(mcl).

F(kj) matrizdetransicióndel sistema(nxn).

w(k) ruido delmodelodelsistema(nxfl.

Q(k) matrizdecovarianzadel ruido delmodelodelsistema(nxn).

a(k) señalanalítica.

kT(k) vectorfunciónde medida(hin). Relaciónentrela señalanalíticay

el vectorde estado(espectrodecadacomponente).

v(k) mido delprocesodemedida.

R(k) varianzadelmido delprocesode medida.

PQc/j) matrizde covarianzadel vectorde estado(nxn).

g(k) factordegananciadelKF (nx1).

1 matriz identidad(nxn).

La notación(k/k-1) indicala estimaciónenel puntok basadaenmedidas

obtenidashastael puntok- 1.

Las dosprimerasecuacionesde extrapolacióndelalgoritmodescribenla

propagacióndel vector de estadoy de su matriz de covarianzaa lo largo del

proceso. El factor de gananciaes esenciahnenteun factor de peso para la

siguienteiteración,dandounaestimacióndecuantainfonnaciónha sido añadida

por la correspondientemedida en dicha iteración y siendo inversamente

proporcionala la vauianzadel ruido del procesode medida.En una situación

ideal, estefactordegananciadeberíaconvergerhaciaun valor deceroamedida
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queel vectorde estadoseva estabilizandoa lo largo delprocesoiterativo, pero

en la prácticaconvergeen un intervalo alrededorde cero determinadopor el

mido del sistema.Las dos últimas ecuacionesdel algoritmocorrespondena la

actualización,tanto del vectorde estado,como de su matriz de covarianza.En

el casode la actualizacióndel vectorde estado,estedependede unacantidad

conocidacomoinnovaciónquevienedefinidocomo:

v(k)=a(k)— kT(k)c(kI k— 1)

Como se puedeobservar, la innovación es la diferenciaentre las medidas

predichaspor el vector de estadoen cadauna de la iteracionesy la medida

observada,siendopor lo tanto,un residualque, al sercalculadoen cadaunade

las iteraciones,esconocidocomoresidual“on-line”. Estainnovacióndifierede

los residualescalculadosmedianteun procedimientode mínimos cuadrados

clásico, en que estosúltimos estánbasadosen las estimacionesfmales de los

parámetrosdelmodelo.La seriede valoresdev(k) esconocidacomosecuencia

de innovaciones.

Parapoderaplicarestealgoritmoesnecesariodefinir previamenteF(k,/)

y kT(k), asícomodarunaestimacióndeQ(k) y R(k),mientrasqueseasumeque

tanto la contribucióndel ruido del sistema(w(k)) como del procesodemedida

(v(k)) se distribuyen normalmentecon media cero y sus correspondientes

varianzas.En el casodel análisismulticomponente,debidoa la invariabilidad

del vectorde estado(concentración),la matriz de covarianzadel mido del sistema

seconsideracero(Q(k) 0).

Puestoqueel métodoesaplicadode forma recursiva,esnecesariodar un

valor inicial c(k) y P(k/j). Los resultadosfmalesno dependende estosvalores

iniciales,siemprey cuandolosvaloresde la diagonalprincipal deP(k/j) seanlo
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suficientementegrandescomoparaprevenirquela estimaciónfmal de c(k) no

vengaafectadapordichaaproximacióninicial. El hechode darun valor arbitrario

inicialmentehacequela estimacióndec(k) no seaexactahastaqueel filtro ha

avanzadoa lo largo de algunasiteraciones.El casoparticulardelanálisismulti-

componente,la aproximacióninicial de c(k) sueleser ceromientrasque P(kIj)
setoma comounamatriz diagonalconvaloresgrandesrespectoaR(k), que se

sueleconsiderarconstantea lo largo del procesoiterativo e igual a la vananza

de la medida. En este sentido Liu y col. (414) han demostradoque cuanto

mayoresP(k/j), másrápidaesla convergenciadec(k) haciasuvalor verdadero,

mientrasquecuantomayoresR(k),la convergenciaesmáslenta.Porotraparte,

la raíz cuadradade P(k/j) sueleconsiderarsecomolasdesviaciónestándarde c(k)

encadaiteración.

Al estarbasadoel KF en la forma clásicade la ley de Lambert-Beer,el

cálculo de k’(k) duranteel procesode calibraciónpuedehacerse,al igual que

en el CLS, de forma directa, apartir de patronespuros, o multivariantemente.

En cuantoa la forma multivariantesehandesarrolladoigualmentealgoritmos

de KF para el cálculode kT(k) ya seaa partir de mezclaspatrón(159,412)o

aplicandoun método GSAM (415). En el casode queel mido de fondo contri-

buya a la respuestadel sistemay ademásseareproducible,esposibleincluirlo

en kT(k). En casocontrario la utilizaciónconjuntadel KF con técnicasderivadas

permitesureduccióno eliminacióndelsistema(318).

El KF presentaunaserieventajasconrespectoa los métodostradicionales

de regresiónde mínimos cuadrados.Desdeel punto de vista matemático,la

ventajamás evidente es que el KF no requierehacer inversión de matrices

debido a su naturalezaiterativa, lo que mejora la estabilidadnuméricaen el

cálculodelvectorde estado.No obstante,esnecesariorealizarlos cálculoscon

gran precisión a lo largo del procesoiterativo, puestoque sino el error de
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redondeoserápropagadoy amplificadoencadaunade la iteraciones.La mani-

festaciónmáscomún de este tipo de error se da cuando los elementosde la

diagonalprincipal de P(kIj) toman valoresnegativoslo cualde acuerdocon la

teoríaesimposible.Esto ocunecuandoen la aproximacióninicial de P(k/j) se

toman valoresdemasiadosgrandesy el valor de R(k) es muy pequeño(411).

Unasolucióna esteproblemahasido la utilizaciónde ecuacionesqueestabilicen

numéricamentela actualizaciónde estamatriz a lo largo del procesoiterativo.

En estesentidosehanpropuestodosecuaciones:

P(klk)=P(klk—J)—P(klk—1)k(k)gt(k)+g(k)gT(k)

o, alternativamente

P(k1k)=[i—g(k)kT(k)]P(k1k — 1)[I~g(k)kT(k)f ±g(k)R(k)gT(k)

No obstante,cuandoseutiliza dobleprecisiónenlos cálculosnuméricos,

no sedandiferenciasimportantesenla estimaciónde c(k) utilizando unau otra

ecuación(414). Otrasaproximacionesqueproducenun algoritmo másestable

estánbasadosen la factorizaciónde P(k!j) (411).

Debido a su flexibilidad, el KF es capazde hacer frente a los errores

debidostanto a la presenciade interferencias,comoa datosqueno pertenecen

al conjunto, para ello se utilizan diferentes modificaciones del algoritmo

clásico. Entre estasmodificacionesla másutilizadaesla queda lugar al deno-

minado filtro de Kalman adaptado(AKF) (416) el cual fue introducido por

Rutany Brown, quienesdemostraronque en ciertos casosla correcciónde

dichoserrorespuedellevarsea cabo a travésde la secuenciade innovaciones.

En el casodequeel modelofuerainexactola innovación,quepor ser un residual

deberíadistribuirse aleatoriamente,aumentaen determinadasiteraciones,lo
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que afecta a la estimaciónde cQij. En este sentidoel AKF lo que hace es

adaptar,a lo largo del procesoiterativo, el valor de R(k) a dichoserroresdel

modeloatravésde la ¡imovación, esdecir, si la innovaciónindicaquedeterminadas

medidas vienen afectadaspor un error, entoncesR(k) es recalculadopara

reflejar la magnitud de dicho error. Dicha adaptaciónvendríadada por la

siguienteecuación:

R(k)=i[Zv(k~p)v(k~p)]~kT(k)P(kIk~hk(k)

dondem es el intervalo a lo largo del cual serealizala nuevaestimaciónde

R(k). PuestoqueR(k) esdirectamenteproporcionala v(k), al aumentarv(k),

aumentaR(k), lo cual setraduceen una disminuciónde g(k) y por lo tanto

un menorpesode dichasmedidasen la estimaciónde c(k), lo quele confiere

un mayorcarácterde métodoponderado.No obstante,estemétodopresenta

la limitación de que el modelo debe ser válido para ciertos valoresde la

señalanalítica.Por otra parte,aunquees capazde estimarla concentración

teniendoencuentala posiblecontribuciónde las interferencias,estemétodo

haceincrementarla varianzade dichasestimacionesy esgeneralmenteineficaz

paramodelosno lineales.Un problemaque presentaestemétodoesque es

sensiblea los valoresiniciales tomadospara c(k) y P(k/j), por lo que es

necesario optimizar previamente dichos valores para obtener buenos

resultados(417,418).
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A.7.2.d. Regresión de componentes pnncipales(PCR) y regresión

parcial de mínimos cuadrados(PLS)

La regresiónde componentesprincipales(PCR), introducidaamediados

de los añossesenta,y la regresiónparcial de mínimos cuadrados(PLS), intro-

ducida amediadosde los añossetenta,son conocidasigualmentecomométodos

blandosen comparacióncon los métodostradicionalesde minimos cuadrados

que se consideranmodelosduros, y comométodosbilineales(BLM). Ambos

métodosson tratadosconjuntamentepuestoquepartendel mismo concepto,la

descomposiciónde la matriz de calibraciónen el productode dos conjuntosde

parámetroslineales denominados“scores” y “loadings”. Desde el punto de

vista fisico estosmétodosno partende unaley detenninistica,sino empírica;

mientrasquedesdeel puntodevistaestadísticolos erroresasociadosal modelo

no tienen porque seguir una determinadadistribución. Por lo tanto, estos

métodosrequierenmuy poco conocimientosobrelas relacionescausalesentre

los parámetrosy lasvariablesdelmodelo,esdecir, no hacefalta conocercuales

son las causasde variación reales y modelarlasexplícitamenteya que se

obtienende forma abstractaa partir del análisismatemáticode factoresde los

datosdecalibracion.

Mediante la aplicación de estos métodos se intenta expresartoda la

informaciónsignificativa contenidaen los datosde calibración en un número

reducidodenuevasvariablesllamadosfactores,variableslatenteso componentes

principales,no colinealesentre si (ortogonales)y linealmenteindependientes

(no correlacionados)entreellos, que son combinaciónlineal de las variables

originales.

Estoscomponentesprincipalesson calculadosde tal modoqueel primero

de elloslleve asociadoel mayorporcentajede la varianza,disminuyendodicho

porcentajehastael último de ellos. A pesarde que el númerototal de compo-
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nentesextraídospuedeser igual al númerode vanablesoriginales,únicamente

los primerosllevaránasociadaunavarianzaacumuladasignificativa.

Las ecuacionesque definenla etapade calibración, la cual se lleva a

cabode forma indirecta,vienendadaspor:

A=TP÷E

C=TQ+F

T=AV

dondelas matricesA y C representan,respectivamente,las señalesanalíticas

correspondientesaunaseriedemezclaspatróny susconcentracionesparacada

analitoendichasmezclas.P expresael nuevosistemade coordenadassobreel

que se reproduceo descomponela informaciónde la matriz A (matriz de

“loadings”). T esla matrizde “seores”o intensidadesenestenuevosistemade

coordenadas.Como demuestranLorber y col. (419) los vectores“scoresy

loadings”calculadosmediantePLS son combinacioneslinealesde los calculados

mediantePCR. Q es la matriz de coeficientesde regresión que relaciona T con

lasconcentracionesde los analitosencadaunade lasmezclaspatrón(C). En el

casoespectrofotométricola matriz P contienelos vectores“loading” que son

unacombinaciónlinealde los espectrospurosde los componentesmientrasque

la matriz T representa,en este nuevoespaciovectorial, la cantidad de cada

vector“loading” quesedebeincluir en la reproducciónde cadaespectroexpe-

rimental. Los residualesE y F representanla variación de A y C no explicada

por el factor correspondiente.La matriz Y es defmida o estimadaen función

del criterio de optiniizaciónque caracterizaa los diferentesmétodosde cali-

bración.Parael PCRla matrizy esestimadaúnicamenteapartir de la matrizA

medianteun análisis de componentesprincipales(PCA) (420), mientrasqueen

el PLS dichamatrizesestimadautilizandoconjuntamentela informacióndeA y C

siendoestala principal diferenciaentre ambosmétodos.Una vez establecido
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dichocriterio y estimadala matrizY sedeterminala matrizT apartir de la cual

las matrices 1> y Q son estimadas mediante regresión lineal múltiple de los

matricesA y C sobrela matrizT, esdecir:

P=(TTTy’TTA

Q=(TTTy1TTC

Una vezdetenninadaslasmatrices1> y Q tiene lugar la etapa de predicción

queviene definidapor las siguientesecuaciones:

ad =tdP

Cd —tdQ

En estaetapasecalculaprimero el vectorde “scores” (tu) correspondienteal

vectorde señalesanalíticas(a) de la muestradesconocida,medianteproyección

de este sobre el nuevo espaciovectorial definido por la matriz P. Una vez

determinadotd se proyectaeste sobre la matriz Q, correspondiente a las

concentracionesde los analitos,obteniéndosefinalmentela concentraciónde

los analitosenla mezclaproblema.

El hechodeutilizarúnicamenteunaparteo la informaciónmásrelevante

de la matriz A, haceque las estimacionesde cd esténafectadaspor un cierto

errorsistemático,a diferenciade los métodostradicionalesde mínimoscuadrados.

Estosmétodosintentanoptimizarel modelocon respectoa su poderde

predicciónmediantela descomposiciónde la matrizA enunaseriede factores.

Esta optituizaciónestá basadaen equilibrar dos parámetrosestadísticosque

contribuyenal error de prediccióny queestánrelacionadoscon el procesode

calibración.Estosparámetrosestadísticossonel error sistemáticodepredicción
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(“bias”) y la varianza de los variablesestimadas(concentración),los cuales

están inversamenterelacionados.Al aumentarla complejidad del modelo

(mayornúmerode factores)los erroressistemáticosvan disminuyendo,puesto

queel modeloescapazdemodelarde formamásadecuadaaquellosfenómenos

queintervienenen el sistema(interferenciasfisicas y químicas).Sin embargo,

este aumentode la complejidad haceque la varianza aumentedebido a la

inclusión de incertidumbreso medidasaleatoriaspresentesen los datos de

calibración,lo que esconocidocomo sobreajuste.En estesentido,un modelo

es sobreajuastadosi incluye informaciónirrelevanteo aleatoriaen el modelo

durantela etapade calibracióntal como el mido del sistema,en cuyo caso

dicho modelopodrádar erroresde prediccióngrandes.El equilibrio de ambos

parámetrosestadísticosdependede la naturalezade lasmezclas,así como de la

precisiónde los datosdecalibración.

En cuantoa los algoritmosutilizadospara descomponerla matriz A en

suscorrespondientes“loadings” y “scores” los máspopularesen el casodel

PCR son el algoritmo NIPAJ.JS y la descomposiciónen valores singulares

(SVD), siendolaspropiedadesnuméricasde esteúltimo superioresal primero.

En cuantoal PLS la descomposiciónmásutilizada esla denominadaPLSl, la

cualhasidoestudiadapor diferentesautores(358,419,421-424).Otroalgoritmo

del PLS esel denominadoPLS2quesediferenciadel PLS1 enel hechode que

estimala concentraciónde cadaanalitosimultáneamente,adiferenciadel PLS1

quelo hacede forma individual. El PLS2esútil enel casodequelos diferentes

analitosde la mezclaesténfuertementeintercorrelacionados,mientrasqueen el

casode la presenciade no linealidades,la utilizacióndel PLS1 presentaciertas

ventajassobre el PLS2. Por otra parte, si los erroresdel modeloson indepen-

dientesentreellosy tienenaproximadamentela mismavarianza,el PLS2 dará

mejoresresultadosqueel PLS1. En casocontrariola aplicacióndel PLS2puede

ser contraproducentey sedebeutilizar una seriede algoritmosPLS1 indepen-
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dientesparacadauno de los analitos.Diferentesaspectosrelacionadoscon este

algoritmopuedenenconirarseen los trabajosde Manne(424)y Hoskuldsson(422).

Matemáticamenteestos métodospuedenser consideradoscomo inter-

mediosentreel CLS y el ILS. A diferenciadel CLS los parámetrosestimados

en la etapade calibraciónno representanrealidadesfisicas o químicasespecificas,

mientrasqueestosmétodosdescribeny compensanlos problemasde selectividad

en contrasteconel ILS queúnicamentelos compensapero no los describe.No

obstante,puestoquela matrizde concentración(<2) esmodeladaenfunciónde

los parámetrosobtenidosde la descomposiciónde la matriz de señalesanalíticas

(A), estos métodosson consideradoscomo métodosinversos.Como conse-

cuencia,y al igual queel ILS, estosmétodospermitenestimarla concentración

de los analitosde interésaunen presenciade causasde variaciónno explícitas

en la formulacióndel modelo (interferencias).En estecasoen las ecuaciones

anterioressesustituiríala matriz <2 por el vectorde concentracióncorrespon-

dienteal analitode interés.Por otra parte,al igual queel CLS ambosmétodos

son de espectrocompletolo que, enprincipio, les confiereunamayorprecisión

en lasestimacionesrealizadas.Unaventajaquepresentanestosmétodossobre

el CLS y el ILS es queno presentanproblemasderivadosde la inversión de

matrices(colinearidad)puestoquelas matricesobtenidasen la descomposición

de la matrizA son ortogonales.

El problema esencialen estos métodosse encuentraen la elección

adecuadadelnúmerode factoreso variableslatentesquesedebenincluir en el

modelo y quedeberáser inferior al númerode variablesoriginales(mezclaso

señalesanalíticas)de la matrizA. En el casode quedicho númerode factores

fuera igual al rango de la matriz A, el resultadoobtenido por cualquierade

ambosmétodosseríaigual al obtenidomedianteILS, esdecir, al aumentarel

número de factoresambosmétodosconvergenhacia el ILS. El número de
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factoresretenidosen el modelo es denominadocomo el pseudorangode la

matrizde calibración.La seleccióndeestepseudorangoesimportanteporqueel

modelo debedescribirla fuentesde variaciónsignificativas,pero no sobreajustar

los datos. El númerode factores(factoresprimarios) retenidosen el modelo

estárelacionado,desdeel punto de vista químico, con el númerode causas

realeso fuentesde variación sistemáticade la matriz de calibración(A), como

puedenserel númerode analitospresentesen lasmezclas,interaccionesentreellos

así comovariablesfisicas y químicasque actúensobre el sistemaanalitico. En la

determinacióncorrectadedichonúmerosehanpropuestola utilizaciónde diversos

métodos(425,426)entrelos cualesel másutilizado esel denominadovalidación

de cruce(“cross-validation”) (427430)el cual seleccionadichosfactoresa través

de los erroresde predicciónobtenidosal estimarlos propios datosde calibración

(<2). En este sentido,unao varias mezclasde calibraciónson excluidas de la

etapade calibracióny su concentraciónestimadaa partir del resto de las

mezclasque se utilizan para obtenerel modelo. Esteprocedimientoserepite

tantasvecescomoseanecesariohastaquetodaslas mezclasde calibraciónhan

sido excluidasuna única vez y su concentraciónestimadacon el resto de las

mezclas. Al final del proceso la suma de los cuadradosde los errores de

predicción(PRESS)es utilizadajunto con una serie de test estadísticospara

seleccionardichonúmerode factores.

Engeneral,los factoresseleccionadoscontienenla mayorinformacióno

varianzadel sistemaanalíticomientrasqueaquellosfactores(factoressecundarios)

que representanel ruido son eliminadosy no consideradosduranteel proceso

de calibración o modelado.En otras palabras,mediantela selecciónde los

factoresadecuadosse pretendeincluir en el modelo aquellos factoresque

presentaunagran varianzade la matrizA (PCR) o covarianzaentrelasmatrices

A y <2 (PLS).
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Aunque ¡a capacidadde predicciónde ambosmétodoses generalmente

la misma, el PLS puede tener, en determinadossistemas,una capacidadde

predicciónsuperioral PCRdebidoa la inclusiónde la matriz <2 durantela etapa

de calibración,lo quehaceequilibrarla infonnacióncontenidaen ambasmatrices

(A y <2) y reducir el impactode variacionesgrandespero irrelevantesen la

matrizA. La inclusiónde la matriz <2 hacequenormailinenteel PLS necesiteun

númeromenorde factoresconrespectoal PCRparamodelarel sistemaanalítico,

lo que hacequedicho métodoseamásparsunomoso.Por otra parte, De Jong

(431) demuestraqueel coeficientede determinaciónobtenidoa partir del PLS

es igual o superior al obtenidomedianteel PCR para un mismo númerode

factores,lo quesignificaqueel PLS ajustalos datosigual o mejorconrespecto

al PCR; pero estono implica necesariamenteque seasupenoren cuantoa su

capacidadde predicción.Por lo tanto, la elecciónentrePCRy PLS, cuandose

haelegidocorrectamenteel númerode factores,no esposiblea partir de criterios

demejorajuste.

Comoen todos los métodosde calibraciónmultivariante,estosmétodos

validan el modeloobtenidoen la etapade calibracióna travésde unaserie de

mezclasno incluidasen dicha etapa.Estetipo de validaciónesconocidacomo

validaciónexterna.Peroen el casode estosmétodos,existeotro tipo de validación

conocidacomovalidacióninterna,la cualselleva a caboutilizandolas propias

mezclasde calibraciónmediantela validaciónde cruce;esdecir, la validación

de cruceno solo seutiliza paraseleccionarel númeroadecuadode factoresque

sedebenincluir enel modelosinotambiénparavalidardichomodelo.

Puestoquela inclusiónde informaciónirrelevanteen el modelopuede

hacerque estepierda capacidadde predicción, uno de los pasosprevios que

generalmentesuelerealizarseparaeliminar esteefectoy obtenermodelosmás

parsimoniososy robustosesel tratamientopreviode losdatos.Mientrasquelos
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métodostradicionalesde minimoscuadradosson invariantesftente a transfor-

macioneslinealesde los datos,no ocurrelo mismoen el casodel PCRy PLS.

Dentrodel tratamientoprevio de los datos,los másutilizadosson el centradoy

estandarizadode los mismos,aunquetambiénseutilizan otros procedimientos

comoson el filtrado (transformadade Fourier)o la correcciónmultiplicativade

la señal(MSC). En el casodel PLS seha demostradoque la exactitudde los

resultadosdependecríticamentedel factordeescalade la matriz de concentración

en el caso de que ciertos componentespresentenuna señal analítica muy

pequeñaconrespectoal restode los componentesdel sistema(432).En ténninos

de la relaciónentre los erroresde prediccióny la complejidaddel modelo, el

tratamientoprevio de los datos lleva consigo unapronunciadareduccióndel

error sistemáticoal incluir menosfactoresen el modelo, pero estoviene acom-

pañadodeun ciertoincrementode la varianzadebidoa los erroresde estimación

(433). Seasholtzy Kowalski (434) demuestranqueen determinadoscasos,el

hechode centrarlos datos,aunquesueledarunamayorestabilidadnuméricaen

los cálculos,puededarlugar a erroresdepredicciónmayoresconrespectoa la

utilización de los datosoriginales,ya que el hechode centrar los datoshace

incrementarel númerode ténninosquecontribuyenadicho errorde predicción.

Otro estudiorealizadopor Lorber y col. (435) ha demostradoqueel hechode

utilizar un número determinadode mezclas de calibración, cercanasde la

mezcladepredicción,parallevar a caboel procesode centrado(centradolocal)

hacemejorarel errordepredicciónenunamediadeun 20%.

Puestoquetanto el PCRcomoel PLS seencuadrandentrode los métodos

de calibraciónde ordenuno, la presenciade interferenciasquímicasno tenidas

encuentaen la etapade calibracióndalugar a resultadoserróneosdebidoa la

influenciade dichasinterferencias.En estecasosehanpropuestovariosmétodos

pararesolveresteproblemaentrelos cualesdestacala utilizaciónde un método

GSAM junto con el PLS (354) que incluso permite obtenerresultadosmás
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exactoscon respectoal método GSAM utilizando métodostradicionalesde

mínimos cuadradosdebido a la capacidaddel PLS de eliminar información

irrelevantedelsistema.

En resumenpodemosdecir que el hechode quetanto el PCRcomo el

PLSpresentenun mejor comportamientoen diferentesáreasde la cienciay la

tecnologíacon respectoa los métodostradicionalesde mínimoscuadrados,se

debea que suspresunciones,en cuantoa las caracteristicasde los diferentes

sistemas,sonmásrealistas.

A.7.2.e. Otrosmétodos

Ademásde los métodoscomentadosen los apartadosanteriores,existen

unaseriede métodosque,aunquemenosutilizados,no dejande serimportantesen

cuantoquehancontribuidoal desarrollode la calibraciónmultivariante.

Entre estosmétodosuno de los másestudiadosdesdeel punto de vista

matemáticohasido la regresión“ridge” (RR). La RR (436-438)fue introducida

aprincipios de los añossetenta,conel propósitode estabilizarlas estimaciones

de las variablesen el casodeque la matriz de calibraciónpresentaraunagran

colinearidad.En estesentido,el RR essimilar al PCRy al PLS.

En cuantoal análisismulticomponente,la estimaciónde la concentración

en la etapadecalibraciónmedianteestemétodo,vienedadapor:

Cd —adK(KK±kl)

dondec~, a¡~ y Kl tienenel mismo significadoqueel métodoCLSmientrasquek

esel parámetro“ridge” (0 <k < os ) e 1 esla matriz identidad.Sepuedeobservar

que estaecuaciónes similar a la del método CLS exceptopor el términokI,
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dandopor lo tanto los mismosresultadosqueel CLS cuandok=0. Puestoque

enel casode la presenciade colinearidadesen la matrizK, sucorrespondiente

matriz de correlación (KW) es singular, este método adiciona una matiiz

diagonalpara resolverdicho problemay estabilizarel procesode inversión

matricial, haciendoquela estimaciónde c~ seaigualmentemásestable.

Estemétodoplanteael problemade la selecciónadecuadadelparámetro

k puestoque suvalor óptimo dependede Cd y su correspondientevarianza,ya

quedesdeel puntodevistade la predicciónesteparámetrodebeserelegidodemanera

que miinimice el valor del PRESS.Puestoque Cd y su vananzasuelen ser

desconocidasde antemanola detenninacióndel parámetrok debellevarsea caboa

partirdelos datosexperimentalesdecalibraciónhaciendoquela estimaciónde Cd sea

compleja.Por otra parte, seha demostradoque el valor de k estárelacionado

con la relación señal/midoy el número de mezclasde calibración. Roen y

Kennard(436) sugierenquela elecciónadecuadadek deberealizarsede forma

iterativa,representandosuvalor frentea la estimaciónde lasvariablesseleccionando

aquelvalor apartirdelcual la estimaciónalcanzaun valor estable.

Otro método,es el conocidocomométodo de la matriz Q (439,440)el

cual omite la etapade calibracióny utiliza la matriz de señalesanalíticas(A)

directamentepara ajustarla señal analíticade la muestradesconocidao de

predicción(ad). En estecaso,la señalanalíticaesajustadacomocombinación

linealde lasmezclasdecalibración:

a~—qA

La solucióndemínimoscuadradosdeq viene dadapor:

q=adA(AA)
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El vectorq serelacionacon la concentraciónde cadacomponentede la mezcla

desconocida(cd) a travésde la matriz de concentracionesde las mezclasde

calibración(<2):

c~—qC

En estecaso,encontrastecon el ILS, el númerode señalesanalíticasdebeser

mayor o igual que el número de mezclasde calibración, siendoconveniente

utilizar tantasseñalesanalíticascomo seaposible.Estemétodopermiteincluir

la señalanalíticacorrespondientea la línea basecomounamezclade calibra-

ción másdentrode la matriz A, considerandocomo cerola concentraciónde

cadauno de los componentesdentrode la matriz <2.

La regresiónen variableslatentes(LRR) (349,441)es un método que

estárelacionadocon el PCR. La diferenciaentraambosmétodosestáen queel

LRR sebasaendescomponero proyectarla matrizdecalibraciónutilizandolos

vectoreslatentesde la matrizdecorrelaciónobtenidaapartirde lasvariablesde

respuesta(señalesanalíticas)y deconcentracióndecalibración,mientrasqueel

PCR solo utiliza la matriz de señalesanalíticas.Los vectoreslatentesque no

presentanun gradodecorrelaciónconel vectordeconcentraciónson eliminados.

El hechode utilizar el vectorde concentraciónen la construccióndel modelo

puedehacerpensarqueel LRR essimilar al PLS. No obstante,mientrasque

LRR daigual pesoacualquierade lasdireccionesde la matrizde respuestas,el

PLS tiende a dirigir dicha matriz hacia la estimacióndel analito de interés

proyectandodirectamenteestamatriz en el vectorde concentracióny no en la

matrizde correlación.Al igual quelos métodosPCR,PLSy RR estemétodoes

utilizado como alternativaa los métodostradicionalesde mínimos cuadrados

cuandolas variables presentanuna alta colinearidad,dando en estos casos

resultadoscomparablesa dichosmétodos(441).
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Otro métododesarrolladodurantelos últimos años,esla regresiónlocal

ponderada(LWR) (442-444)queesun métodolinealbasadoen la ideade que

unano linealidadpuedeser aproximadamedianteecuacioneslinealeslocales.

La estrategiaseguidapor estemétodo es la siguiente:para cadauna de las

mezclasde predicciónseencuentranaquellasmezclasde calibraciónqueestán

geométricamentemáscercanasa cadaunade las mezclasen términosde los

componentesprincipalesmásrelevantes.Estasmezclasdecalibraciónseleccio-

nadasson utilizadaspara llevar a cabouna regresiónlineal ponderada,en

donde el factor de pesoes detenninadode acuerdocon la distanciade las

mezclasdecalibracióna la mezcladepredicción.El númeroóptimo de mezclas

de calibraciónseleccionadasasí como el númerode factorespuede determi-

narsemediantevalidaciónde cruce.Por lo tanto, enestecaso,cadamezclade

predicciónes estimadamedianteun modelodiferentea diferenciade los otros

métodos.Utilizando este métodose han obtenido mejoras en la estimación

entreun 30 y un40 %conrespectoa la regresiónlineal (445).

El análisisfactorial (FA) (446,447)esun métodoquese aplica a sistemas

en los cualesno seconocea priori la composiciónde los mismos.En su apli-

cación tiene lugar un procesode deconvoluciónpara estimar el espectrode

cadauno de los componentesasí como su concentración.El métodopartede

una serie de mezclasde calibraciónque contienentodos los componentesy

solo difieren en la concentraciónde los mismos,queen principio esdescono-

cida. La matriz original quecontienedichasmezclassedescomponemediante

PCA paradeterminarel númerode componentespresentes(igual al númerode

factoresseleccionados)paraposteriormente,determinarel espectroy concen-

traciónde los mismos.Esteúltimo procesoselleva acabomedianteunproceso

de rotación, siguiendoun criterio determinado,de los componentesprincipales

previamenteseleccionados,de maneraque son fisicamenteinterpretables.Por

lo tanto,el FA se componede dos etapascomoson la reduccióndel rangoy la
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rotaciónde los ejes.Puestoquese disponea priori de una escasainformación

sobrela naturalezadel sistema,las estimacionesquedaestepresentanun cierto

gradode indeterminación.

El método simplex es un método de optiniizacióniterativa cuyo algo-

ritmo hasidoadaptadoparael análisismulticomponente,tantoparacuantificación

comoidentificaciónde los componentesenmuestrascomplejas(448,449).Este

métodono requiereel conocimientoprevio del modelo matemático,por lo

presentala ventajade estabilidadnumérica,flexibilidad y su posibleaplicación

a sistemasno lineales.En este casose lleva a cabo la minimizaciónde una

funciónde la forma:

L

i=f

dondeU, la función a minimizar, dependede varios parámetros(p1) y/o

concentraciones(c¿>, L son los canalesde medida (p.e., longitudesde onda)y
3e~p y ~ son las señalesanalíticasexperimentalesy calculadasa lo largo del

procesodeoptimizaciónrespectivamente.Puestoqueesun métodoiterativo, es

necesariopartir de una serie de valores iniciales para los parámetrosy/o

concentraciones,los cualessonajustadosa lo largo del procesoparaminimizar

la funciónU. En cuantoal propio métodosimplex,suelenutilizarsealgoritmos

más eficacescon respectoal inicialmente propuestocomo, por ejemplo, el

métodosimplex modificado(SMS),el métodosimplexsupennodificado(MSM) o

el métodosimplexde toleranciaflexible (FTSM). Es un métodomuy eficienteen

presenciade fuertesinteraccionesentrelas variableso cuandoel sistemaestámal

condicionado,aunquela convergenciadel procesoen estecasopuedeserlenta.

Uno de los métodosque en los últimos añosha demostradosu gran

potencialy superioridadcon respectoal PCR y al PLS en la resoluciónde
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sistemasmultivariantes,sobre todo no lineales,ha sido las redesneuronales

artificiales (ANN) (450-452).El elementofundamentaldel ANN es el nodo.

Los nodossonordenadosen capas,el conjuntode las cualesformanunaarqui-

tecturade red. La red estacompuestapor lo menosde trescapasdenominadas

capade entrada(“input”), una o más capasescondidas(“hidden”) y capade

salida(“output”). En el casode la calibraciónmultivariantelosnodosde la capa

de entrada son obtenidos medianteuna transformaciónlineal de las señales

analíticasmedidasadiferentescanales.Parareducirla dimensiónde estacapa,

así como mejorar la capacidadde predicciónse puede utilizar los vectores

“scores” de la matriz de calibraciónobtenidosmediantePCR(450) o PLS (453).

En la capaescondida,conectadacon la capade entradaa través de conexiones

ponderadas,tiene lugaruna sumaponderadade los nodosde entradaseguidade

unatransformaciónmedianteunadeterminadafunción quepuede ser lineal o

no lineal. Los factoresde peso,queconectancadanodo de la capade entrada

con los de la capaescondida,son ajustadosduranteel procesode calibración,

conel propósitode reducirel errorde losnodosde la capade salida.El número

de nodosen la capaescondidajuegael papelde variablesintermediasy por lo

tanto son ajustables.La capade salida, conectadaa la capaescondida,y en

determinadasarquitecturasa la capade entrada,sueleestarcompuesta,en el

caso multivariante,de un único nodo correspondientea la concentracióndel

analitode interés.

Aunque en el caso de calibraciónno lineal la función básicacomún-

menteutilizadaparallevasa cabo la transformaciónen la capaescondidaesla

función sigmoide, la selecciónde estafunción se siguehaciendode forma

“ad hoc”. Esto puede ser atribuido, en general,a la dificultad de predecir

correctamenteel comportamientono lineal del sistema.No obstante,la incor-

poracióndediferentesteoríasqulinicasatravésde suscorrespondientesecuaciones



106 A. Revisión Bibliográfica

dentro de la arquitecturade la red (“Chen¡nets”)puedeayudara construirun

modelomuchomáscorrectoparadeterminadossistemas.

Lasprincipalesdesventajasdel ANN esel grannúmerode mezclasde

calibraciónrequeridasparamodelarapropiadamenteel sistema,la complejidad

matemáticadel procesoasí como el tiempo requeridopara llevar a cabo

dicho proceso.

A.7.3. Parámetrosestadísticosen calibraciónmultivariante

Existentresprincipalesfuentesde error que puedenafectara la calidad

de un modelode calibraciónen términosde su capacidadde predicción. Estas

frentesde error son: los erroresdel modelo,los erroresen la concentraciónde

los componentesde calibracióny los erroresen las señalesanalíticas.En este

sentido, algunos autores (454,455) han desarrollado diferentes teorías de

propagaciónde errorespara la estimaciónde los errores de predicción. No

obstante,la aplicaciónde estasteoríasparala estimacióndel error de predicción

tieneun sentidomásteóricoquepráctico.

Desdeel puntode vista estadísticola expresiónmáscomúndel error de

predicciónde un modeloesel error cuadráticomedio (MSE) que teóricamente

estárelacionadocon la varianzaresidual (c9) y con el error sistemáticode

prediccióndenominado“bias”:

MSE=c?+bias2

Su estimaciónpuedereailizarsea partir de las mezclasde calibración

(validacióninterna)o medianteun conjuntode mezclasdepredicción(validación

externa)y viene expresadoen función de los residualesde concentración.En

cualquier caso las mezclas utilizadas para estimar el MSE deben ser
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representativasdel conjunto total de la población,en caso contrarioel valor

obtenidopuedeserinexacto.

En el casode la validación externa,la estimacióndel MSE (MSEP)es

conocidocomo error estándarde predicción(SEP), aunquetambiénrecibe el

nombrederaízdel errorcuadráticomediodepredicción(RMSEP)(358) y raíz

de la diferenciacuadráticamedia(RMSD) (456). El cálculode esteparámetro

estadísticoparacadauno de los componentesviene dadopor:

1/2

SEP=

dondec~ y ¿~ son la concentraciónrealy estimadadel componenterespectiva-

mentey p esel númerodemezclasde validación. El valor deSEPdependede

la complejidaddelmodelo de calibracióny su valoróptimo seobtienecuando

seequilibranlos dos términosquecomponenel MSE durantela etapade cali-

bración. Esteparámetroestadísticorepresentauna desviaciónestándarde los

erroresde predicciónmedio,cuyo límite superioresla desviaciónestándarde

la concentraciónde cadacomponenteen lasmezclasdepredicción(457).

El numeradorde la expresiónanteriorescomúnmenteconocidocomosuma

cuadráticade los erroresresidualesdepredicción(PRESS):

P

PRFSS=Z(c, 8)2
1=!

En ocasionespuedeserútil corregirel valor de SEPconrespectoal error

sistemático(“bias”) como, por ejemplo,en el casode queel instrumentoutilizado

cambiea lo largodel tiempoy seanecesarioutilizar un métodode referenciapara

ser ajustadoo para corregir potencialesproblemasduranteun procesode
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estandarizacióninstrumental.En estecasoel valor de SEPtambiénconocido

comodesviaciónestándardepredicción(SDP)vendríadadopor(402,458):

SEP(biased)=[’4 cIÑas)

El valor del “bias” deberíaser estimadoidealmenteapartir de un conjunto de

mezclasde predicciónbien representativoy suficientementegrande.El valor

mediodel “bias” puedeserestimadosimplementecomo:

p

Z(é~ -ci)
bias=

p

Si todoslos erroresfueranaleatoriosel valor de este“bias” deberíaseraproxima-

damenteigual a cero. Sin embargo,estetipo de correcciónno debeserempleado

durantela validaciónde un modelo,puestoqueen el casodemezclasdesconocidas

la eliminaciónde estetipo de errorsistemáticono seríaposible,al ser la concen-

tración real de estasmezclasdesconocido.Por otra parte,puestoqueel valor del

“bias” debeser estimadoestadísticamente,si dicha estimaciónno es correcta

debido a que seobtienecon datosescasoso no representativos,la correcciónde

este“bias?’puedeintroducir unamayorincertidumbreen el valor delSEP.

El valor total de SEP considerandotodos los componentesvendría

dadopor (459):

1/2

SEPT=[tíN J
donden esel númerodecomponentesen lasmezclasdepredicción.
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El valor de SEP esutilizado paracompararla capacidadde predicción

de dosmétodosde calibraciónmultivariantea travésde la aplicaciónde un

testF (450,453):

F(pt,pD=~’ Y
dondep1 y p2 son el númerode mezclasutilizadaspara calcularel SEPde los

dosmétodos(SEP~y SEP4El valor de F asícalculadosecomparaconel valor

teóricoaun determinadonivel de confianzaconp1 y p2 gradosde libertad.Si el

valor calculadoesmayor que el teórico podemosdecir que el métodocon un

menorvalor de SEPtieneunamayorcapacidaddepredicciónconrespectoal otro,

al nivel de confianzacorrespondiente;o lo que eslo mismo, existendiferencias

significativasen cuantoa la capacidadde predicciónde ambosmétodos.Igual-

mente,el valor de SEPhasido utilizadopara compararla diferenciarelativade

loserroresde predicciónde dosmétodosa travésde la expresión(457):

SEP—SFI%
100

SE?,

Algunos autoresen vez de utilizar el valor absoluto de SEP, utilizan

valoresrelativosde dicho parámetrocon respectoa la mediade la concentra-

ción del componenteenlasmezclasdepredicción(t) (450,460):

1/2

100
SEP(%)=

Diferentesautoresllamana estevalorraízdelerrorcuadráticomediodepredicción

relativo (RRMSEP)(461,462).
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Otro parámetroestadisticorelativo que se utiliza en la validaciónexterna,

esel conocidocomo errordepredicción(PE) (153,463)aunquetambiénrecibe

el nombrede desviaciónestándarrelativadel residualde concentración(RSD)

(464), error de predicciónrelativo (RPE) (432,465)y errorde predicciónrelativo

estándar(RSEP)(466). Esteerror de predicciónse calculanormalmentepara

cada uno de los componentesaunquetambiénse puede calcular para cada

mezclao globalmenteconsiderandotodoslos componentesy mezclas,obteniendo

un errordepredicciónrelativototal quepuedeser utilizado confmescompara-

tivos entrediferentesmodelos.El cálculo de esteRPEglobal selleva a caboa

partir de la siguienteexpresión:

Z(c~ —é1)
2

RPF(%)=lOO[rí J
FI RPEpara cadacomponentese obtendríaconsiderandon~l en la ecuación

anterior, mientras que el caso de las mezclasdeberíaconsiderarsep=l.

Alternativamente,seha propuestoel cálculodel error relativo de predicción

medio(MRPE) quevendríadadopor la ecuación(432):

1/2

1OO~
MRPB(%)=

p

Puestoque normalmentela concentraciónde los componentessuele

variar entrediferentesniveles,el valor del RPE debeconsiderarseúnicamente

como una idea del error de predicción que podemosencontrarentre dichos

niveles.En generalcuantomayoresel númerode componentesmayorserádicho
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valor paraunamezcla(464), o lo queeslo mismo,el RPEse incrementacuanto

menoresla selectividaddel sistema.

ComoapuntanKeller y col. (467) no es suficiente,en la práctica,con

obtenerun valor de SEP pequeño,sino que serequiereque la concentración

estimaday la realesténdirectamenterelacionadaso lo queeslo mismo,queel

modelo de calibración obtenido ajustede forma adecuadala superficie de

respuestas.Por consiguienteuna correlaciónrazonableentreambasconcentra-

cioneses un prerequisitoparaque un modelo de calibraciónseacorrecto.En

consecuenciaes necesarioaplicar un criterio basadoen la correlacióncomo,

por ejemplo, el coeficientede correlación(R) o el cuadradodel mismo (R2)

tambiénconocidocomocoeficientedecorrelaciónmúltiple (375). El cálculo de

dicho coeficienteparacadaunode los componentesselleva acabomediantela

expresión(456):

p

Z(c, é)2t1

Z(c~ ~)2o, alternativamente(467)

p

iR.2 = i=1
p

Z(c~ —tfi

Un modelode calibraciónno puedeconsiderarsecorrectosi no hay suficiente

correlación(R>0.9)entrela concentraciónestimaday la real. Por lo tanto,para

cualquiermodeloademásde calcularel SEP,esnecesarioaplicarun criterio de

correlaciónpara cualificar dicho modelo (467). Por otra parte, mediantela

comparaciónde los valoresdeR paradiferentesmodelos,sepuedeoptimizarla

formateóricadelafuncióndelmodeloquemejorseajustaal sistemaanalítico.
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Cuandola estimacióndel MSE se realizaa partir de las mezclasde

calibración(validacióninterna)recibeel nombredeerror cuadráticomediode

estimación(MSEE). El parámeiroestadísticomáscomúnmenteutilizado esla raíz

cuadradadel MSEE,conocidocomo errorestándarde calibración(SEC),error

estándardeestimación(SEE)o simplementeraíz del error cuadráticomedio de

estimación(RMSE?E)(358). Esteparámetroestadísticovienedefinido como:

1/2

SEC=

dondeen estecasoc1 y ~ sonla concentraciónrealy estimadadel componente

en las mezclasde calibración, respectivamente;m esel númerode mezclasde

calibracióny df son los gradosde libertadutilizadosparaajustarel modelode

regresión.Generalmenteesteparámetroestadísticodebeser consideradomás

comoun límite inferior a la capacidadde predicción,quecomounamedidade

la propia capacidadde predicción,puestoqueel SECrepresentaa un modelo

sobreajustadoen el que todas las mezclasde predicción son incluidas para

obtenerel modelodecalibración(458).

A.7.4. Diseñoexperimentalen calibraciónmultivariante

Un modelode calibraciónpuedeserestimadode maneraqueel SECsea

mínimo,peroel SEPpuedeserinaceptabledebidoaquelasmezclasdecalibración

no abarcanel dominio de las mezclasde validación.Puestoqueun modelo es

utilizado generalmentecon fines de predicción,el propósitodel diseñoexpen-

mentalde la calibraciónesobtenerun modeloconunacapacidadde predicción

lo másprecisay exacta.Losprincipiosgeneralesy las ideasbásicasparala selección

de lasmezclasdecalibraciónsondesarrolladasporNaeseIsalcsson(468,469).De
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acuerdocon estos autoresel diseño de un experimentode calibración debe

incluir dosaspectosbásicos:

- Abarcartodaslascausasdevariabilidadsistemática,incluidasinterfe-

rencias.

- Minimizar el efectode los diferentesruidosaleatorios.

En este sentido,cuantomayor es el númerode experimentosutilizadospara

obtenerel modelo,mayoresla posibilidaddeincluir enel mismofrentesdeno

linealidady problemasde heterogeneidadpor lo que, desdeel punto de vista

del modelo matemático,este deberíaser desarrolladoa partir de un rango

pequeñodeexperimentos.Por otraparte,los parámetrosdel modelodebenser

estimadosestadisticamente,lo cual requiereun rangoamplio de experimentos

paraminimizarel efectodelmido aleatorio.Por lo tanto, al realizarun diseño

experimentalsedebellegara un compromisoentrela optimizaciónde la estruc-

tura del modelo y la estimación de sus parámetrosy teniendo en cuenta,

además,consideracionesde costo,tiempoy disponibilidaddeexperimentos.

Por consiguiente,la ideafundamentalen el diseñoexperimentales que

todos los fenómenoso causasde variabilidadsistemáticade las señalesanalíticas

debenser tenidosen cuentadurantela etapade calibracióny descritospor el

modelo.En estesentido,cadafenómenodeberíaserabarcadolo mejorposible

y separadodelrestodelos fenómenosy del ruido.Desdeel puntodevistade la

calibraciónmultivariante, el diseñoexperimentalse refiere a la selecciónde

unaseriedemezclasdecalibraciónparala obtencióndel modelo,considerando

cadamezclacomoun experimento.Sin embargo,unade lasprincipalescarencias

de los diseñosexperimentalesesel hechodequeraravez consideranla expresión

matemáticadel modelode regresiónutilizadoparaseleccionardichasmezclas.
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Dentrode lo quees el diseñoexperimental,hayqueconcretarquefactores

experimentaleshay quecontrolary comocombinarlos(diseñocontrolado).Una

vez identificadosdichosfactoresesnecesarioseleccionarlos nivelesdiscretosa

los cualescadauno de ellos variará. En el casode los factorescualitativosel

númerode nivelessueleser dos (p.e., ausenteo presente),mientrasqueen el

casode los factorescuantitativosel númerode estospuede ser superior(p.e.,

diferentesnivelesde concentración).Unavez seleccionadosdebemosdecidir la

combinaciónde nivelesde los factores.De acuerdocon el métodode combi-

naciónutilizado,tendremosunnúmerodiferentede experimentosa realizar.

En el casode queexistanfactoresno controlados(interferenciasfisicas o

químicas),susefectosdebenserminimizados.Unaformade teneren cuentadichos

efectos,esla incorporación,al diseñocontrolado,de experimentoscuyosfactores

varienaleatoriamente,paraasí aumentarla posibilidadde quetodasla fuentes

importantesde variabilidadse tenganen cuenta.El casoextremoesla utilización

de un diseñototalmentealeatorio(tambiénconocidocomodiseñonatural).

Dentro de la calibraciónmultivarianteexistendos tipos principales de

diseño.El primero correspondea la situaciónen la queesposiblegeneraruna

seriede mezclasde calibraciónen función de la concentraciónde cadauno de

los componentes(factoresdel diseño).El segundotipo consisteen seleccionar

lasmezclasdecalibraciónen funciónde su señalanalítica,a partir de un conjunto

de mezclas,las cualesnormalmentesehanobtenidode forma aleatoria.En este

casoun aspectoimportanteesla forma en quelas mezclasson seleccionadasy

no el númerodemezclasseleccionadas.

Dentrodelprimertipo de diseñosel másutilizado esel diseñofactorial,

también llamado diseñoortogonal, el cual consisteen considerartodas las

posiblescombinacioneso interaccionesde los factores,a todoslos niveles

discretosseleccionados.El númerototal de mezclasseobtendríamultiplicando
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el númerodenivelespara cadauno de lo factores,esdecir, Z~, dondeZ esel

númerode nivelesy f el númerode factores.Presentala desventajade queel

númerode mezclasseincrementarápidamenteal aumentarel númerode factores.

En estecaso se puedeutilizar una variante de este método conocidacomo

diseñofactorial fraccionadoel cual utiliza una ftaccióndel númerototal de

mezclasrequeridasen el diseñofactorial. Estemétodo consideraquelas inte-

raccionesde menor ordenentrelos distintosfactoressonmásimportantesque

las de ordensuperior,lascualespuedenserdespreciadasal serredundantes.Su

principal ventajaes quepuedeser utilizado para investigar los efectosde un

grannúmerodefactoresconun númeropequeñodemezclas.

Otro diseñoes el diseñode composicióncentral o de Box-Wilson, que

esun diseñoa dos nivelesy queparaun numerodadode factores(1> requiere

274-21W1mezclasmásalgunareplicaenel puntocentraldeldiseño.Estetipo de

diseñopertenecea un conjuntomásgeneraldediseñosconocidoscomodiseños

de respuestadesuperficie.

Los diseñosfactorial y factorial fraccionadotienden a dar una visión

generaldel sistemay por lo tanto sirvenfimdamentahnenteparaconstruir una

forma generaldelmodelo,mientrasquelos diseñosde respuestade superficie,

comoel de composicióncentralsonútilespan¡constnjirunmodelocuantitativo(470).

Dentro de esteprimertipo de diseñosuno de los másutilizadoses el

diseñosimplex, el cual impone una limitación a la posible combinaciónde

niveles. En estecaso, la sumadenivelespara cadauno de los factoresdebe

sumarun valor constante(“closure”). Por lo tanto, la composiciónde cadauna

de las mezclasde n componentespuedeser representadaen un simnplex en el

espacio n-1 dimensional. Mediante esta representaciónse determina que

proporciónencadamezclaesnecesarioutilizar paraobtenerunavisión global
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de la superficiede respuestas.El número total de mezclas,para un mismo

simplex,esfuncióndelnúmerodenivelesparacadaunode losu componentes.

El segundotipo de diseñoso deselecciónde mezclasestánbasadosen el

valor de la señal analítica. En este caso las mezclasson seleccionadasde

acuerdocon la idea de como los valores de la señal analítica deberíanser

distribuidosparaobtenerun modelode calibraciónadecuado.Varios autoreshan

propuestodiferentesmétodosde selecciónbasándoseen dicha idea (471-474).

Algunosde estosdiseñospresentanla desventajadenecesitarinformaciónsobrela

estructuracualitativade lasmezclas,esdecir,quecomponentesestánpresentesasí

comola señalanalíticacorrespondientea cadauno deellos(espectrospuros).

Medianteestosdiseñossereduceel volumen del espaciode diseño,lo

quepuedeminimizarproblemasasociadosa la falta de ajustedel modelo, como

puedeser la presenciade no linealidades.De estamanerala variación en la

mezclasde calibración en dicho espacioserásimilar a las de predicción, y

ademásseconsiguequela etapade calibraciónseamásrobustafrente a factores

no controladas.

Desdeel puntode vista estadísticoBrown (475) lleva a caboun estudio

decomoinfluye un diseñoaleatorioo controladoen los métodosde calibración

multivariante,llegandoa la conclusiónde queen el casode utilizar un diseño

aleatorio,si lasmezclassedistribuyensegúnunadistribuciónnonnal,los métodos

inversosson preferiblesfrente a los métodosdirectos,como métodosde cali-

bración.Estehechoesigualmenteseñaladopor Fuller y col. (476) quemantienen

queal utilizar métodosinversostalescomoel PLS esimportantequela concentra-

ciónde cadacomponentevaríedefonnaaleatoriaen lasmezclasde maneraquelas

concentracionesno estuvierancorrelacionadaso Iterancolineales.Un métodoútil

para identificar la existenciade estascorrelaciones,es representarla concen-

tracióndecadacomponentefrentea la concentracióndecadaunode los demás
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componentesy calcularel valor del coeficientede correlacióno la covarianza

(476,477).Un valor pequeñode dichosparámetrosindicaríauna distribución

aleatoriadedichasconcentraciones.

A.7.5. Seleccióndeseñalesanalíticas

Cualitativamente,la complejidaddel problemadeseleccionarlas longitudes

de onda,y en general,cualquierseñal analítica,puededefinirse como: las

longitudes de onda óptimas no se pueden seleccionarde forma analítica

(deductiva) por lo que es necesarioutilizar un método de optimización

(inductivo). No obstante,en un principio la selecciónsehaciade forma empírica

basándoseen las característicascualitativas de los espectrosde cadacompo-

nente(478). Paraunadefinición máscuantitativade la complejidaddel problema

se debeconsiderarel volumen del espaciode búsqueda,es decir, el número

total decombinacionesposiblesentretodaslas longitudesdeondadel espectro,

queviene dadopor la expresión:

dondeL esel númerode longitudesdeondadel espectrolascualessontomadasen

gruposdeb longitudesde onda. Puestoqueel valor de b tiene queserigualmente

calculado, la optiniización sedaprácticamenteimposible si no se utiliza un

determinadocriterio.

A travésde los métodosde selecciónde longitudesde onda lo que se

pretendeesmejorarla precisióny exactituddel modelo.Paramejorarla exactitud,

las longitudesde ondason seleccionadasbasándoseenun criterio de selectividad

y¡o sensibilidad (479), siendo los métodosbasadosen tales criterios los

habitualmenteutilizados. Aunque teóricamente,la precisión es mejor cuanto
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mayor es el númerode longitudesde ondaseleccionadas(480), sin embargo,

esto,a menudo,viene acompañadode unapérdidaen la exactitud.Puestoque

precisión y exactitudestánen competencia,para llegar a un compromisolo

idealseriallevar acabounaoptimizaciónsimultáneade ambas.En estesentido,

Lucasiusy col. (481) hacenun estudiocomparativode tresmétodosde selección

de longitudesde ondabasándoseen criteriosde precisióny exactitud.A pesar

de observarqueuno de los métodos(algoritmo genético)esmejor frentea los

otros dos, concluyenquepuestoquelos resultadosobtenidosdependende los

datosutilizados,no sepuededecir queestemétodo seasuperiorfrente a otros

cuandoseaplicaa otros sistemasanalíticos.

Un métodode selecciónha sido el propuestopor Sustek(482) queutiliza

como criterio la desviaciónestándarrelativade las señalesanalíticasde cada

componente,observandoqueun aumentoconsiderabledel númerode longitudes

de ondano tieneun significadoprácticoe inclusohacedisminuir la precisióny

exactitudde la concentraciónestimada.

Brown y col. (374) utilizan diferentescriteriosde seleccióntalescomo

la anchurade lasbandas,su solaparniento,absortividadesy relaciónseñal-mido

(SIN), observandoque los errores obtenidosestabanrelacionadosprincipal-

menteconla relaciónSIN y el solapamientoespectral.

La utilización de la relaciónSIN comocriterio de selecciónpresentala

ventajade quesolamenteseseleccionanaquellaslongitudesde ondaqueestán

menosafectadaspor interacciones.En este sentido,se hanpropuestootros

métodosbasadosen dicho criterio. Así, Salaminy col. (483) consideranun

valor óptimo de la relaciónS/N para seleccionarlas longitudesde onda. Sin

embargo,el problemaes escogerel valor óptimo parala relaciónSIN, puesto

que cuantomenor es dicho valor mayor es el númerode longitudesde onda

seleccionadaslo cual, como ya se ha comentado,por una parte mejora el
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modelopero por otro la calidadde los datossedeteriora, lo quepuedehacer

queel modeloobtenidotengaunamalacapacidaddepredicción.Por lo tanto el

valor óptimo seria aquel que presentaraun equilibrio entre la mejora del

modeloy la calidadde los datosutilizados.Por otraparte,Brown (484) utiliza

la función X2 paraseleccionarel númerode dichaslongitudesde onda.En este

casoel númerode longitudesde onda es elegido de maneraque minimice el

intervalo de confianzade la concentraciónestimada,el cual esproporcionala

unaexpresiónqueestádirectamenterelacionadaconla funciónX2. Relacionado

con estemétodoJouan-Rimbaudy col. (485) demuestranquelas longitudesde

ondaseleccionadasmedianteestemétodo sonlasmismasquelasseleccionadas

considerandocomo criteriola correlaciónde la matrizde señalesanalíticascon

la concentracióndecadacomponente.Igualmente,NavarroVillosladay col. (160)

utilizan la relaciónSIN comocriterio de selección,considerandocomonúmero

óptimode longitudesdeondaaquelquede lugara un valormínimodelSEP.

Un criterio muy utilizado en el casodel métodoCLS, esel númerode

condiciónde la matriz de calibración(cond(K)) (160,486,487),dondeK es la

matriz obtenidadurantela etapade calibraciónal aplicarel método CLS. El

cond(K) esunamedidade selectividado calidadglobal del sistema(488). De

acuerdoconla teoríadepropagaciónde errores(383) el cond(K) representaun

limite superiordel error relativo de la concentraciónestimada.Relacionalos

erroresrelativosde la concentraciónconlos erroresde la señalanalíticay de la

matrizK:

~ =cond(K{Aa}~ +

donde . representala normadel vector, la relación ~Ac~/hc esel error rela-

tivo enel vectordeconcentración,mientrasque Aaj~/~a y ~AK/BK~ tienenun
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significadosimilar peroreferido a la señalanalíticay a la matriz K respectiva-

mente. A representala diferenciaentreel valor real y el medido o estimado.

Puestoqueen muchoscasosel error relativo en la matrizK esmucho menor

queel de la señalanalítica,estaexpresiónsesuelesimplificar:

___= cond(K)~Aaj

Estaecuaciónindica el máximoerror relativo posibledelvectorde concentra-

ción perono de los componentesindividualesdedichovector.

El númerode condiciónha recibido multitud de interpretaciones,todas

ellasrelacionadasconla exactitudy precisióndel sistema.Ha sido considerado

comounamedidadirectade la amplificacióndel error relativo de las señales

analíticasen el errorrelativodela concentraciónestimada,o lo queeslo mismo, la

sensibilidadde los datos a la amplificación del error. Ha sido considerado

tambiéncomounaindicación de la estabilidaddel sistemaen cuantoa si está

bien o mal condicionado,lo cual estarelacionadocon el error potencialque se

tiene al estimarla concentración.Ha sido relacionadocon los erroresexperi-

mentales,el gradode solapamientoespectral,las interferenciasquímicasy con

la correctaaproximaciónde la concentraciónestimadaa la concentraciónreal.

En definitiva, los métodosqueutilizanel númerode condicióncomocriterio de

selecciónse basanen la mmimizaciónde dicho valor para obtener,por consi-

guiente,modelosmásprecisosy exactos.

Fransy Harris (489) utilizan comocriterio de selecciónlos elementosde

la matriz de varianza-covarianza.Los factoresde varianzaidentificanaquellas

longitudesde ondaqueproporcionanunamayorprecisiónen la estimaciónde

la concentración,especialmenteen el casodeun gransolapamientoespectral.



A. RevisiónBibliográfica 1 21

Thijsseny col. (490) proponenun métodobasadoenel filtro de Kalman

y en la teoríade la información,considerandodiferentescriteriosde precisión.

Una ventajaquepresentaestemétodoesla posibilidadde evaluarla precisión

deforma“on-line” a lo largo de las longitudesde ondaseleccionadasdebidoal

carácteriterativodel KF.

Juhí y Kalivas (491) evalúan como criterios de selección diferentes

característicasanalíticasdel sistemaparacadacomponente,comoselectividad,

sensibilidad,exactitud,propagaciónde errores y límite de detección. Estas

característicasanalíticasson obtenidasde forma teóricaconsiderandoel concepto

de señalanalíticanetadefinidacomola partede la señalanalíticaqueesortogonal

al espectrode los otroscomponentes(492). En estecasoobservanqueel límite

de detecciónpareceser el criterio másútil.

Otro método,es el propuestopor GarridoFrenichy col. (493) quienes

utilizan comocriterio los valoresmáximosde los coeficientesde regresióndel

modeloobtenidomediantePLS. Las longitudesde ondaseleccionadascoinciden,

engeneral,con los máximosde absorbanciay de mayor selectividad,mientras

que en el caso de un gran solapan>ientoespectral,las longitudes de onda

seleccionadasno coincidencon dichosmáximos.Otrométodorelacionadocon

los coeficientesde regresiónobtenidosmediantePLS es el propuesto por

Bjorsvik y Bye (494). En estecasolas longitudesde ondason seleccionadasa

partir deunarepresentacióngráficade dichoscoeficientesfrentea la probabilidad

normalacumuladadecadaunode ellos.
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A.7.6. Aplicacionesde la calibración multivariante en HA

El acoplamientode los instrumentosconocidoscomomultidimensionalesa

la técnicaFIA ha permitidoampliar el campo de aplicacióny versatilidadde

estatécnicaal análisismulticomponentegraciasal empleode la quimiometríay

másconcretamentede la calibraciónmultivariante.

Antesde la aplicaciónde la calibraciónmultivarianteen FIA, la deter-

mmaciónmulticomponentede variosanalitosserealizabamedianteconfigura-

cionesmuy complejas,empleandouna o variasválvulasde inyección,técnicas

especialescomo la extracciónlíquido-líquido, la separaciónen membranao

columnasempaquetadasconun determinadoreactivoy el acoplamientoauno o

varios detectoresen serie o en paralelo;todo ello para conseguiruna mayor

selectividad.En este sentidohay que destacarla revisión bibliográfica de

Kuban (495) sobreel empleode diferentestécnicasy configuracionespara la

determinaciónmulticomponente,ya seasunultáneao secuencial,devariosanalitos

utilizando la técnicaFíA.

Como ya se ha comentado,los instrumentosse dividen en diferentes

ordenes,dependiendode la cantidadde informaciónquepuededar(349). Son,

en estecaso,los instrumentosde ordenunoy deordendos, los conocidoscomo

multidimensionales,los queseutilizan comodetectoresacopladosa un sistema

FIA-calibraciónmultivariante(FLX-CM). Dentrode los detectoresdeordenuno

el másutilizado con diferenciaes el espectrofotómetroUy-VIS de matriz de

fotodiodosintegrados(496), aunquetambiénsehan utilizado otros detectores

comolos electroquímicos(497) y el espectrofotómetrode infrarrojo (498). De

los detectoresde orden dos el fluorimetro ha sido el único acopladoa un

sistemaFIA-CM (499,500).
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Los métodosutilizadosparala detenmnaciónsimultáneapuedenclasif;-

carsecomo métodoscinéticosy no cinéticoso convencionales.Los métodos

cinéticosestánbasadosen una reacción cinética entre los compuestosque

forma la mezclay uno o variosreactivos.En estecasoseutilizan procedimientos

de flujo paradomediantelos cuales,unavez que la muestray los reactivos

lleganal detector,el flujo separay seregistrala curvacinéticao la variación

del espectroa lo largodel tiempo (465,501,502).Por el contrarioy en general,

en los métodosno cinéticosel flujo no separa,registrándoseel espectrode forma

continuaa lo largodel tiempoy seleccionandolosdatosenel máximodelpicoFLk

parala posterioraplicaciónde la calibraciónmultivariante(86,461,503).

Unade lasprimerasaplicacionesdel sistemaFIA-CM esla llevadaacabo

por Zagatto y col. (504) que determinanNi(II), Cu(II) y Zn(II) en aceros

aplicandoun método CLS-GSAM. Sin embargo,utilizan un instrumentode

ordencero,como esun ICP-AES,por lo quetienenun sistemade ecuaciones

determinado,es decir, el mismo númerode ecuaciones(longitudesde onda)

quedeanalitos.En estecaso,la muestray la disoluciónestándarsoninyectadas

simultáneamentemedianteun inyectorproporcional.

Blancoy col. (328,344,505,506)llevan a cabovariosestudiossobrela

aplicacióny capacidadquepresentael espectrofotómetrode matriz de diodos

junto con la técnicaFíA, la espectrofotometríaderivaday la calibraciónmulti-

varianteparala determinaciónsimultáneade variosanalitos.Se considerandos

aspectosdiferentesenestosestudios:

- La obtencióndel espectrobajo condicionesde máxunareproducibilidad

y sensibilidaden el máximo del pico FíA. En este sentidodesarrollandos

programasparacontrolarla obtenciónde dicho espectrodependiendode quela

inyeccióndela muestraseaautomáticao manual.
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- El tratamientomatemáticoinvolucradoen la resolucióny cuantificación

de las muestras,para lo cual comparan tres métodos, uno gráfico y dos

numéricos.Estosmétodosnuméricosson el análisis multicomponentedirecto

(DMA) y el MLR basadosen la aplicacióndirectade la ley de Lambert-Beery

por lo tantorelacionadosconel métodoCLS.

Laprimerareferenciaencuantoa la aplicacióndel métodoPLSaun sistema

HA la hacenLukkari y Lindberg (507) que llevan a cabola determinaciónde

cinco ácidosorgánicosmedianteuna valoraciónácido-base.La mezclade los

ácidos es inyectadaen una disolución de NaOH que actúa de podadory,

dependiendodelvolumeninyectado,la fonnabásicay/o ácidade dichosácidos

esdetectadaespectrofotométricamente.

En cuantolos métodosde calibraciónmultivariante,los másutilizados

son los métodosbilineales,sobretodo el PLS aunquetambiénse hanaplicado

otros métodostalescomoel CLS (86,462,500),ILS (499), KF (86,497,501),ANN

(452), métodosde análisis factorial (508-510), etc. En la tabla VII se resume

algunasde lasaplicacionesde losmétodosdecalibraciónmultivarianteenFíA.

Unatécnicaemparentadacon el FLX y la cual ha sidoigualmenteutilizada

junto conla calibraciónmultivarianteesel análisispor inyecciónsecuencial(SIA)

en la cual,comosu nombreindica, la muestray los reactivosson inyectadoso

aspiradossecuencialmenteparaposterionnenteserpropulsadoshaciael detectorde

fonnaconjunta.Así, Gómezy col. (511) utilizanunaautoburetaparallevar acabo

dichoprocesoen la determinacióndeCa(II)y Mg(Il) aplicandoel métodoCLS.

Por último, puestoque la calibraciónmultivariante necesitade un gran

númerode datos(mezclas)parapodermodelarel sistemaadecuadamente,la utili-

zaciónde la técnicaFíA presentala ventajade pennitir adquirir dichosdatosde

forma rápida,simple,seguray con un bajocosto.
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TABLA VII. Aplicación de la calibraciónmultivarianteenFíA

Clorofenoles

FeQII), Co(Il), Zni3l>

PO4
3-, Cl~

Fe(II1),Co(II), Zn(II)

Pb(I1);TI(I)

Acetona,etanol,TRF

Acidosfenólicos

Zn(II), Cd(l1),Pb(1I),Mg(II), AI(III)

1 Métododecalibración
Analitos multivariante Referencia

CLS, KF, PLS

PCR, PLS,ANN

PLS

PLS

PLS

RE

PLS

86

461

62

465

497.

498

TLS 499

CLS,PLS

La(lll>, Pr(III), Nd(III> EIKF 501

Pesticidas PLS

Ca(lO, Mg(ll>, Zn(LJY, Cu(11> CtS

Complejosde clorurode Bi(III) WFA

Carbarily clorpirifos PLS 512

Cu(II), Zn(II) ¡‘LS

Ca(II), Mg(II), Cu(ll> PLS 514

Indicadores

Aminoácidos

Catecol,Resorcinol

Acidosdébiles

Triazinas

PLS-GSAM

PCR,PLS

CLS

PLS 518

PLS

Ni(IIX Co(lI) PLS 520

Cu(lI), Zn(II)

Fe(IIIXHNO
3

Tierrasraras

¡‘LS

¡‘LS

CLS

Gluconato/Acetato PLS 524

1

500

502

503

510

513

515

516

517

519

521

522

523
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La revisiónbibliográficaponedemanifiestola importanciaque,desdeel

puntode vistamedioambiental,hanadquiridolosfenoles,oncede los cualesse

encuentranincluidosen la lista de contannnantesprioritariosde la Agenciade

ProtecciónMedioambientalde los EstadosUnidos (USEPA). De estos once

fenoles contanunantesprioritarios destacanpor su toxicidad, el 2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol,2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenol.

Comoya sehacomentadoen el apartadoanterior, la presenciade estos

clorofenolesesconsecuenciade la granincidenciaquetienensobrenumerosos

la maderay desde1940 seutiliza tambiéncomoherbicidade contacto.Otros

clorofenolescontaminantesprioritarios son productosde degradaciónde

fenoxiácidoscomoel ácido 2,4-diclorofenoxiacético(2,4-D)o el ácido 4-cloro-

2-metilfenoxiacético(MCPA), ampliamenteutilizadoscomoherbicidasde traslo-

cación. Otra frente de contaminaciónambiental de clorofenolesradicaen los

procesosde cloración de aguasde consumopúblico, pues dado el carácter

extremadamentereactivodel cloro, producela cloración del fenol procedente

de la degradaciónbiológicade los detergentesde usodoméstico.
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Dadala importanciaqueestosfenolestienensobrela saludhumana,asi

comosobreel equilibrio ecológicodenumerosasespecies,tantoanimalescomo

vegetales,diferentespaíseshan establecidonormasrelacionadascon el uso de

los fenoles,así como con su presenciaen aguas,lodos y organismoso con su

análisis en diferentestipos de muestras.En este sentido, los fenolespueden

determinarsebien en forma conjunta, refiriendo los resultadosal contenido

total de fenoles,obiendeforma individual. En el primercaso,la determinación

se realizaprincipalmentemediantela espectrofotometríaUV-VIS, siendoel

métodode la 4-aminoantiprina(4-AAP) el recomendadoen las normaseuropeas.

Sin embargo,puestoqueni la toxicidad,ni la incidenciamedioambientalesla

mismaparacadafenol, frecuentementeesnecesariala determinaciónindividual

de las especies,paralo cual serequiereel empleode técnicascromatográficas

queincluyen complejasmanipulacionesde la muestra,puesdadala polaridad

deestosanalitos,en el casode la cromatografiade gasesseprecisanreacciones

de derivatizacióny en el casode la cromatografialíquida la separaciónprevia

de la matriz, la cualtambiéntienepropiedadespolares.

La presentememoriatiene comofinalidad estudiarel empleode proce-

dinuientos matemáticosbasadosen la calibración multivariantey el análisis

multicomponente,parala determinaciónespectrofotométrícaindividual de los

clorofenoles contaminantesprioritarios 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol,

2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenolsin separaciónprevia, lo

que, al simplificarel procesodepreparaciónde la muestra,puedeconstituiruna

interesantealternativaalos métodoscromatográficos.

En primerlugar, seestudiala influencia quediferentessalesde amonio

cuaternario,Hyamina-3500(Hy-3500),bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB),

nitrato de tetrabutilamonio(IBA), nitrato de tetrapropilamonio(IPA) y nitrato

detetrametilamonio(IMA), tienensobreel procesode extracciónde los cloro-
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fenoles.En esteestudioseincluye, también,la influenciadelpH deextracción,

tipo de disolventeorgánicoy concentraciónde la sal de amonio cuaternario

empleada.Unavez seleccionadaslascondicionesquímicasmásadecuadaspara

la determinaciónextractivo-espectrofotométricade los clorofenoles,seprocede

a su determinaciónmulticomponente,ensayandoprimeroun métododirecto de

regresiónclásicademínimoscuadrados(CLS) enel cualla matrizde referencia

o de calibraciónseobtieneapartir de los espectrosde los componentespuros.

Se estudiaseguidamenteel empleode la calibraciónmultivarianteCLS en la

cual la matriz de calibraciónse deducemedianteregresiónlineal de mínimos

cuadradosapartir de unaseriedemezclasquecontienenlos diferentesclorofe-

noles.Finalmenteseestudia,confinescomparativos,otrosmétodosde calibración

multivariante como la regresióninversade mínimos cuadrados(ILS), el filtro

de Kahnan(KF), la regresiónde componentesprincipales(PCR) y la regresión

parcial de mínimoscuadrados(PLS) ademásdel CLS ya mencionado.Simultá-

neamentea estosestudios,seensayany proponendiferentescriteriostendentes

a optimizarel númeromínimo de mezclasa utilizar en la etapade calibración,

así comoa la selecciónde las longitudesde ondamásadecuadasautilizar enla

estimaciónde la concentraciónde cadaunode los clorofenoles.

Teniendoencuentala ventajaquepresenta,por su sencillezy versatilidad,

el análisispor inyecciónen flujo (FíA) y dadala dificultad que suponeel

procedimientomanual de determinaciónextractivo-espectrofotométricasimul-

táneade los clorofenoles,especialmenteen la etapade calibración, se dedica

una segundapartede estatesisa la automatizaciónde la determinaciónde los

clorofenoles.En estaparte seestudiannuevamentelos métodosde calibra-

ción multivarianteCLS, ILS, KF, PCRy PLS, seleccionandoen cadacaso

lascondicionesidóneasquedanlugar a los resultadosmásprecisosy exactos,

comoson las longitudesde ondaa emplearen la estimaciónmulticomponente,

el número óptimo de factoreso variableslatentespara el casodel PCR y
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PLS y la detecciónde mezclasde calibración que se encuentranfuera del

intervalo muestral(“outliers”).

El métodoFíA queseproponeseaplicaa la determinaciónde clorofenoles

contaminantesprioritarios en diferentesmuestrasde aguas, estudiándose

tambiénla viabilidadde estosmétodosde calibraciónmultivarianteen matrices

muy complejas,comoseríael casode muestrasde orina, en que los compo-

nentesnaturalessuponenuna fuerte interferenciaen la estimación del

contenidode clorofenoles.
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CA. APARATOS Y MATERIAL

- Espectrofotómetrode matriz de fotodiodos integrados modelo

Hewlett Packard8452A conectadoa un ordenadorHewlett PackardVectra y

esteasuveza unaimpresoraHewlettPackardThinkjet.

- Analizadorde inyecciónde flujo Fiastarmodelo Tecator5020 com-

puestode dos bombasperistálticasy una válvula de inyección hexagonalde

volumenvariable.

- BombaperistálticaIscomodeloWiz concuatrocanalesdebombeo.

- RotavaporHeidolphmodeloVV 2000.

- EvaporadorKuderna-Danish.

- ExtractorSoxhilet.

- Bañode ultrasonidosmodeloAgimatic 243.

- pH-metro modelo PHM82 StandardRadiometerequipado con un

electrodode vidrio Hamilton.
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- BalanzaanalíticamodeloSartoriusHandyde 0.1 mg de sensibilidad

analítica,

- MantacalefactoraSelectamodeloFibroman-C.

- Bailo termostáticoSelectamodeloAquatenn.

- Cubetaespectrofotométricade cuarzoQ de 1 cmdepasoóptico

- Cubetadeflujo Helíma decuarzoQS de 1 cm depasoóptico y 18 gí

devolumeninterno.

- Separadorde fasesdemembranade teflón.

- Columnasde teflón de6 x 0.5 cm

- Tubosparabombaperistálticade Tygon queproporcionancaudales

variables.

- Tubos de teflón para conduccionesy reactoresde diferentesdiáme-

trosinternos.

- Conexionesde teflón en forma de T.

- Membranasdenylon de 0.45 ¡im dediámetrode poro.

- Refrigeradordebolas.

- Matracesaforados,pipetasy demásmaterialvolumétrico de calidad

contrastadapertenecienteadiferentesmarcas.

C.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

- Clorofenoles.

Se prepararondisolucionesde 100 mg/L de los siguientesclorofenoles:

2-clorofenol (2CF), 4-cloro-3-metilfenol (4C3MF), 2,4-diclorofenol (DCF),

2,4,6-triclorofenol(TCF)y pentaclorofenol(PCF).En todoslos casosse disuelven

10.0mgdecadauno deellosen2 ml deNaOH0.1 M enrasandoposteriormentea

100 ml con agua.Las disolucionesse homogeneizanenun agitadorde ultraso-

nidosdurante1 minuto.
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- Salesde amonio cuaternario.

Seprepararondisolucionesde 5000mgl de lassiguientessalesde amonio

cuaternario:Hyamina-3500 (Hy-3500), bromurode cetiltributilamonio (CTAB),

nitrato de tetrabutilamonio(TBA), nitrato de tetrapropilamonio(TPA) y nitrato

de tetrametilamonio(TMA). En todos los casossedisuelven0.5 g de la sal de

amoniocuaternarioenagua,aforandoa 100ml. Las disolucionesseintroducen

enel agitadordeultrasonidosdurante1 minutoparafacilitar su disolucióny

homogeneización

- Disolucionesreguladoras.

Acido acético/acetato0.01 M de pH 4.7 preparadaa partir de una

disoluciónde acetatosódicoy posterioradición de HCl hastaconseguirel pH

indicado.

H2P041HP04
20.01 M depH 7.4 preparadaapartir de unadisoluciónde

K
2HPO4y posterioradición de HCl hastaconseguirel pH indicado.

H3B03/B407
2 0.01 M de PH 9.1 preparadaa partir de una disoluciónde

Bórax (Na
2B4O7 .101120)y posterioradición de HCl hastaconseguirel pH

adecuado.En lasaplicacionesensistemaFíA estadisolucióncontieneunaconcen-

tración0.05M deNaCíparafijar la fuerzaionxca.

NaOH 0.01 M depH 12 preparadadisolviendo0.04g de NaOH en 100ml

de agua.

- Orina comercial liofilizada (SIGMA).

Dostipos deorinaliofilizada:

1.- Unicamentelos concomponentesde pesomolecularmenorde 10000.

2.- Con los componentesde pesomolecularmayor de 10000 de los cualesel

60%sonproteinas.
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Ambos tiposde orinasedisolvieronen agua,5 g de Ja primenen 250ml y 8 mg

de Jasegundaen igual volumen,homogeneizandoen baño de ultrasonidos

durante1 minuto.

- ResmaXAD-.4 (ROHM andHAAS).

- Enzima j3-glucuronidasa (SIGMA) tipo HP-2 (100000unidades/mI)

conactividadsulfatasa(5000unidades/mí).

- Disolventesorgánicos.

Metanol.

Diclorometano

1 ,2-dicloroetano

Tetraclorurode carbono.

Cloroformo.

Tolueno.

Acetona.

Acetonitrilo.

Hexano.

- Otras disoluciones.

NaOH 0.1 M preparadadisolviendo0.4 g de NaOI-l en 100 ml de agua.

NaOH 10 M preparadadisolviendo40 g deNaOH en 100 ml deagua.

H2S04concentradodel 96%.

HCI concentradodel 35%.

tiC! 3M preparadopor dilución de 26.4 ml de ¡¡Cl del 35% a 100 ml

conaguay extraídoconhexanoy tolueno.

Todos los reactivosutilizadosfueron de calidadanalíticay el aguapurificada

medianteun aparatoMilli Q.
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C.3. MUESTRAS

- Agua de consumopúblico.

La tomademuestraserealizóenel mismolaboratorio.Sedejó correr el

aguadelgrifo durante10 minutosaun caudalde aproximadamentede 2 L/miin,

transcurridoseste tiempo se tomó la cantidad adecuadapara realizar varios

análisis,seacidificó a razónde 5 ml de ¡¡2504por litro demuestray seguardó

enfrigorífico hastael momentodel análisis.

- Agua de río.

La muestrasetomó enel río Toroteal estede la Comunidadde Madrid,

en una zona de gran actividadagrícolay pecuaria,pero ausentede vertidos

urbanos.La muestracolectadaseacidificó y conservócomoenel casoanterior.

- Orina humana.

Setomó la orina de primerahora de la mañanade diferentesindividuos

sanosdeedadescomprendidasentre15 y 28 años.Lasbotellasutilizadaspara

la recogidafueron previamentelimpiadas con mezclacrómica y acetonay

secadasantesde su uso. Las muestrasseguardaronen frigorífico un tiempo

máximode 48 horas.
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C.4. PROCEDIMIENTOS

C.4.1. Métodomanual

C.4.1.a. Estudio extractivo-espectrofotométrico de los distintos

clorofenolesenpresenciade salesdeamonio cuaternario

Enun embudode separaciónseañade1 ml de la disoluciónde 100 mg/L

del clorofenol, 3 ml de la disolución de sal de amonio cuaternario,3 ml de

disoluciónreguladoray el restode aguahastaun volumenfinal de 10 ml. Cada

clorofenol seextraecon 9 ml de 1,2-dicloroetanoen tresetapas,en cadaunade

las cualesseadicionan3 ml dedisolventeorgánico.Seagitadurante1 minutoy

tras la separaciónde las fasesserecogenlos extractosorganicosen un matraz

de 10 mí, el cual seenrasacon 1,2-dicloroetanodespuésde la última extracción.

Los espectrosse registranen absorbanciafrente al blanco correspon-

dientepara cadauno de los diferentespHs y en presenciade cadauna de las

salesde amoniocuaternario.

C.4.1.b. Determinación simultánea de clorofenolesaplicando un

métododirecto CLS y espectrofotometríaderivada

Siguiendoel procedimientodescrito en C.4.l.a. y bajo las siguientes

condiciones:

- Sal deamoniocuaternario:nitrato de tetrabutilamonio(TBA).

- Disoluciónreguladora:H3B03/B40<0.01 M depH 9.1

seprepararon20 disolucionesde los compuestospurosen el rango de concen-

tración entre2 y 20 mg/L. Unavez registradocadaespectroen absorbancia,se
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normalizó a 1 mg/L dividiendo por su correspondienteconcentración.Apli-

candoel criterio Q deDixon y la distribuciónt deStudentseobtuvo el espectro

medio,representativodecadaclorofenola un nivel de confianzadel 95%. Los

espectrosnonnalizadosen
1a derivadaseobtienenderivandolos correspondientes

espectrosenabsorbancia.

La determinaciónde los diferentesclorofenolesenmezclascuaternarias,

ternariasy binariasse llevó a caboaplicandoun métodode determinación

multicomponentebasadoen la regresiónclásicade mínimos cuadrados(CLS),

enel intervalode longitudesdeonda250-380 mn.

C.4.1.c. Determinaciónde clorofenolesmedianteun método de

calibración multivariante CLS y espectrofotometría

derivada

Siguiendoel procedimientodescrito en C.4.l.a. y bajo las mismas

condicionesdelapartadoC.4.l.b. seobtuvo el espectroderivadode20 mezclas

cuaternarias,seleccionadasde forma aleatoria, de los clorofenoles2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol,2,4-diclorofenoly pentaclorofenol,en el intervalo de

concentraciónentre3 y 15 mg/L. La matrizK de coeficientesde absortividaddel

espectroderivado seobtuvo a partir de dichasmezclas,mediantecalibración

multivarianteCLS. A partir de estamatriz K se cuantificaronlos diferentes

clorofenolesenmezclasbinarias,ternariasy cuaternanas.

C.4.1.d. Procedimientode estimación del número mínimo de

mezclasde calibración

Un diseñode 37 mezclasde clorofenolesgeneradoaleatoriamentepara

el intervalo de concentracióncomprendidoentre0-15mgl, sedividió en seis
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gruposde 5 mezclasy uno de 7 mezclasmediantela aplicación del método

propuestopor Honigs y col. (525). Siguiendo el procedimientodescrito en

C.4.l.a. y bajo las condicionesdel apartadoC.4.l.b., se obtuvo la matriz de

calibraciónde los espectrosderivadosdel primer grupo de 5 mezclaspara el

intervalo de longitudesde onda220-380 nm. Con estamatriz de calibraciónse

realizóunaestimacióndel errorestándardepredicción(SEP)sobreunaseriede

14 mezclasde control (validación). Seguidamenteseobtuvo unanuevamatriz de

calibraciónformadapor lasmezclasdelprimer grupo al quesele añadieronel

segundogrupo de 5 mezclas,volviendo a calcularseel SEP sobre la misma

seriede mezclasde validación. El experimentoserepitió hastaque el valor de

SEPsemanteníaprácticamenteinvariableparacadaclorofenol.

Este procedimientose realizó para cadauno de los cinco métodosde

calibraciónmultivarianteestudiadosen estetrabajo,CLS, ILS, KF, PCRy PLS.

C.4.1.e. Selecciónde las longitudes de onda para la determinación

multivariante de clorofenoles

Sobre el conjunto de mezclas seleccionadosegún el procedimiento

descritoanteriormente,seprocedióa la selecciónde las longitudesde ondaa

utilizar en la determinaciónmultivariantede los clorofenoles.Paraello se

siguieron los criterios del número de condición (cond(K)) y de la relación

señal-ruido(S/N)cuyosaspectosteóricossecomentanenel apartadoA.7.5.
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C.4.2. Métodoautomático (FIA)

C.4.2.a. Determinación de clorofenoles mediante calibración

multivariante por FIA y espectrofotonietriaderivada

Se utiliza un sistemaFIA cuyo esquemasemuestraen la figura 1. A la

disoluciónportadora,disoluciónreguladorade Bórax a pH 9.1 con un caudal

de 1.5 ml/mm, sele inyectan250 pl de disolucionesquecontienenentre2.0-

10.1 mgl de clorofenoles.La muestraconfluye,posteriormente,conla disolución

deTBA de 1500mg/L quelleva uncaudalde 1.2 ml/mm. La reacciónprogresa

en un reactorde 30 cm de longitudy 0.3 mm de diámetrointerno,y la mezcla

resultanteseextraecon cloroformo,introducidoen el sistemamedianteun frasco

de desplazamiento,aunacaudalde 0.6 ml/mm. La transferenciade masatiene

lugar enun reactorde extracciónde teflón de 130 cm de longitudy 0.3 mm de

diámetrointerno.La faseorgánicaseseparade la acuosamedianteun separadorde

fasesde membrana(S.F.), registrándoselos espectrosentre 200 y 430 nm a

intervalosde0.6 segundosy contiemposde integraciónde 0.3 segundos.Tanto

muestrascomopatronesse inyectaronpor quintuplicado,obteniéndoseel espectro

medio correspondienteal máximo del pico FíA. Esteespectrose derivay se

guardaparaposteriorescálculos.

Parallevar a cabola calibraciónmultivariante,segeneraron50 mezclasde

forma aleatoria,en el intervalo de concentración0-lo mg/L y a seisnivelesde

concentración.Otras 36 mezclasigualmentegeneradasde forma aleatoriafueron

utilizadascomomezclasde validación.Los métodosde calibraciónmultivariante

estudiadosfueronel CLS, el ILS, el KF, el PCRy el PLS(PLS2). Lacapacidadde

predicciónde cadaunode los métodosfue valoradaenfimción delvalor obtenido

del SEP,RPEy coeficientedecorrelación(R2), utilizandoel númerode condición

(cond(K)) comocriterio de seleccióndel intervalo óptimo de longitudesde onda

parallevaracabodichadeterminación.
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C.4.2.b. Determinación multivariante de clorofenolesen aguas

Un volumen de 500 ml de agua,queconteniaclorofenolesen el inter-

valo deconcentración0-200~xg/L,fue previamentefiltrado por papel de filtro y

seguidamentea travésde unamembranade nylon de 0.45gm de diámetrode

poro. Tras adicionar 10 ml de HCl 3M, las muestrasfueronpreconcentradas

medianteunaresinaXAD-4, la cual había sido previamentepreparada,guar-

daday regeneradade acuerdoconel procedimientodescritopor Edgertony col.

(526)y queconstade los siguientespasos:

- Lavadode la resinaXAD-4 con ¡¡Cl 3N, previamenteextraído en

hexanoy tolueno. La operación se realizó mediantereciirculación en un

aparatoSoxhletdurante18 horas.

- NeutralizaciónconNaOH 0.1 M y aguaMilli Q.

- Extracción Soxhletcon metano!,acetonitrilo, acetonay hexano,

sucesivamente,durante8 horasparacadadisolvente.

- Finalmentela resmaesguardadaenmetanolenunfrascodevidrio.

Conestaresinaserellenóunacolumnadeteflón de 60 x 5 mm de diámetro

internola cual conteníaaproximadamente1.2 g de dicha resina.La columnase

guardómanteniendometanoldentrode la misma.

Antes de ser utilizada la columnase acondicionópasandoa travésde

ella 10 ml de ¡¡Cl 3M. Las muestrasde aguafueron pasadasa travésde la

colunmaa un caudalde 4 ml/mm y los clorofenolesfueroneluidoscon 10 ml

de metanola un caudalde 2 ml/mm. El metanolfue eliminado utilizando un

rotavapory los clorofenolesfuerondisueltosen 10 ml de la disoluciónregula-

dorade bórico/boratoutilizadadeportadorenel sistemaFíA.
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Las muestrasasí obtenidasfueroninyectadasen el sistemaFIlA descrito

enel apartadoC.4.2.a.y la determinaciónde cadaclorofenol fue llevadaa cabo

aplicandolos métodosdecalibraciónmulfivariantedescritosen dicho apañado.

C.4.2.c. Determinaciónmultivariantede clorofenolesenorina

Un volumende50 ml de orinaqueconteniaentre0.2-1.0mgIL de cloro-

fenolesfue sometidoaun procesodehidrólisisbásica,mediantela adición de 5 ml

de NaOH tO M, calentandoa reflujo durante1 hora. Posteriormentese dejó

enfriar la muestray se llevó a cabo un primer procesode extracciónlíquido-

líquido con 15 ml de tetraclorurode carbono(3 porcionesde 5 ml). La fase

orgánicasedesechómientrasquela faseacuosa¡he neutralizaday acidificada

adicionando5 ml de ¡¡Cl concentrado.Se lleva a cabo entoncesun segundo

procesode extracciónlíquido-liquido con 15 ml de tetraclorurode carbono

(3 porcionesde 5 mí). La faseacuosaesdesechadamientrasquela faseorgá-

nica, unavez secadacon N%S04anhidro,essometidaa un procesode evapo-

ración en un dispositivo de Kuderna-Danish.Los clorofenolesson finalmente

disueltosen 5 ml de la disoluciónreguladorabórico/boratoutilizadade portadoren

el sistemaFíA. En la figura 2 se muestrael esquemade la preparaciónde las

muestrasde orina.

La determinaciónmultivariantede los clorofenolesen orina serealizó a

partir delmismodiseñode calibraciónempleadoen el análisisde agua,pero al

quese le añadieron10 mezclasqueconteníanorina liofilizada con diferentes

cantidadesde clorofenolespara,de estemodo, modelaren el sistemamultiva-

rianteel efectomatrizde los componentesnaturalesde la orina.
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DA. MÉTODO MANUAL

U. 1.1. Estudioextractivo-espectrofotométricode los clorofenoles

en presenciadesalesdeamoniocuaternario

D.I.La. Influencia de la naturaleza de la sal de amonio

cuaternarioy delPH

Siguiendoel procedimientodescritoen C.4.1.a., sellevó acaboel estu-

dio de la influenciade cinco salesde amonio cuaternariode diferentetamaño

molecular, sobrela extracciónde cinco clorofenolesconsideradoscontaminantes

prioritariospor la USEPA.El estudioserealizótanto apH ácido comobásico

(<2, 4.7, 6.4, 9.1, y>10).

A continuaciónseexponenlos resultadosobtenidosparacadauno de los

clorofenolesestudiados.
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En el casodelCTAB y al igual queconla Hy-3500, sefonnanemulsiones

a pH ácidos, siendoprácticamenteimposible la separaciónde ambasfasesa

pH<2. A pHs inferioresa 10 el espectrodel 2-clorofenol presentauna banda

con máximoa 276tun y un hombroen 282nm correspondientea la extracción

del compuestoen formaácida.Igual ocunecon el restode las salesde amonio

cuaternariodemenorpesomolecular;TBA, TPAy TMA, no observándose,por

consiguiente,enningún casolasbandascaracterísticasde la extraccióndel par

iónico. En la figura 3 semuestrael espectrocaracterísticode la extraccióndel

2-clorofenolenforma ácidaenpresenciade IBA apH 7.4, el cualessimilar al

obtenidoenpresenciadeCTAB, TPAy IMA.

A pH>lO el 2-clorofenolno seextraeenpresenciade CIAD, IBA, TPA

y IMA debidoa que el equilibrio estámuy desplazadohaciala forma básica

(fenóxido)(pKa 8.48).

D.1.lLa.2. 4-cloro-3-metilfenol

En estecaso el estudioha reveladoque el 4-cloro-3-metilfenolno se

extraecomopar iónico enpresenciade las diferentessalesde amonio cuater-

nanoy aningúnpH, extrayéndoseentodoslos casosen la forma fenol, presen-

tandounabandacon un máximo de absorcióna 282 tun (Fig. 4). El hechode

queel fenol seextraigacomotal, y no comofenóxido,formandoparesiónicos

puedeser debidoa las propiedadessuperficialesde las salesde amoniocuater-

mino, quefavorecenla extracciónde la formaneutrade los clorofenoles.A pH

muy ácidosy con lassalesde amoniocuaternariomuy voluminosasseforman

emulsionesdificiles de romper, siendoprácticamenteimposible la separación

deambasfases.
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tamañoque la Hy-3500, se encuentramenosfavorecidala formaciónyio

extraccióndelpariónico.

Los espectrosdel 2,4-diclorofenolen presenciade IBA y a pH 9.1 y

superiorespresentantambiénlas bandasde absorcióncaracterísticasdel par

iónico, siendoestasde muy pequeñaintensidad.A pH inferioresa 9.1 en pre-

sencíade IBA seextraeen la forma neutra.

En presenciade TPA y IMA y a pUs inferiores a 10 debido a su

pequeñotamaño molecularel 2,4-diclorofenolno se extrae en forma de par

ióxñco observándoseúnicamentela bandacorrespondientea la extracciónde la

forma neutra.A pH>l0 no se extraeprácticamentenadaal estarel equilibrio

muy desplazadohaciala formaiónica(fenóxido)(pKa= 7.85).

En la figura 5 semuestranlos espectrosmáscaracterísticosobtenidosen

la extraccióndel 2,4-diclorofenolen presenciade diferentessales de amonio

cuaternarioy a diferentespUs. El espectroobtenido con Hy-3500 a pH 4.7

correspondea la extracciónde la formaneutra,el cual esmuy similar al obte-

nido enpresenciade IPA y IMA a p11sinferioresa 10, enpresenciade IBA a

pUsinferioresa 9.1, o en presenciade CTAB apHsinferioresa 7.4.

D.1.1.a.4. 24,6-triclorofenol

En presenciade Hy-3500 el 2,4,6-triclorofenolse extraeconjuntamente

en formaneutray en forma depar iónico a partir de pH 4.7, siendolasbandas

de absorcióndelpar iónico másintensasa medidaqueaumentael pH. a pH’C2

se extraeenformaneutra.El comportamientoenpresenciadeCTAB essimilar

al obtenidoconla I-ly-3500.
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D.1.l.a.5. Pentaclorofenol

Paraesteclorofenol seobservó,queenpresenciade Hy-3500, la extracción

del par iónico tiene lugar a partir de pH 4.7. En dicha extracción,y a esepH,

tienetambiénlugar la extracciónde la fonnaneutradelpentaclorofenol,la cual

escadavez menoramedidaqueaumentael pH, siendoestadesplazadapor la

extraccióndelparióiúco. Estecomportamientoessimilar enpresenciade CIAB.

A pH<c2,y al igual queen los anteriorescasos,ambassalesde amonio cuater-

nario danlugaraemulsionesquehacendificil la separaciónde lasdosfases.

El espectroobtenidoen la extracciónde la forma neutradel pentaclorofenol

presentaunabandaconun máximodeabsorcióna304nm,mientmsqueel espectro

deextraccióndelpariónico presentadosbandasconmáximosa 264y 336nm.

Las salesde amonio cuaternarioIBA y IPA presentanun comporta-

miento similar entreellas. A pHcZ2 no se forma el pariónico extrayéndoseúni-

camentela forma neutra.A pH 4.7 tiene lugar la extracciónde ambasformas

(neutray parlónico) lo cualvieneindicadopor la presenciade tresbandasen el

espectro,la correspondientea la extracciónde la fonnaneutra<304 fin) y las

correspondientesa la extraccióndelpariónico (264y 336mu). A partir depH 7.4

únicamenteseobservanlasbandascorrespondientesa la extraccióndelpariónico.

El pentaclorofenolenpresenciade IMA no se extraeen forma de par

iónico aningunode los pHsestudiados,siendoapartir depH ‘7.4 prácticamente

nulala extraccióndel fenol al estarmuy desplazadoel equilibrio haciala forma

iónica(pKa= 5.25).

En resumen,el pentaclorofenoles, de los clorofenolesestudiados,el que

presentaunamayor capacidadde formación de paresiónicosen presenciade

salesde amonio cuaternariode tamañomolecularadecuadoy en un amplio

margendepUs.
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Se estudióposteriormentela influenciadel disolventeorgánicosobre la

extracciónde los diferentesclorofenoles.Siguiendoel procedimientodescrito

en C.4.La., seestudiarontres disolventesorgánicoscomo son: el tetracloruro

de carbono(CCI4), el 1,2-dicloroetanoy el cloroformo(CHCl3).

Se considerócomo parámetrorepresentativode cadauno de los disol-

yentes el parámetroE~ de Diirnroth-Reichardt. El E
1 de un disolventeesun

parámetroquetiene en cuentalas diferentescaracterísticasfisico-quiniicasdel

mismo queincluyenpolaridad,constantedieléctrica,etc. (527). En el casode
N

los disolventesestudiados,el ET tomalos valores0.327,0.256y 0.052parael
1,2-dicloroetano,cloroformoy tetraclorurodecarbono,respectivamente.

En las figuras9 y 10 serepresentala absorbanciade cadaclorofenol

(10ing/L), en el máximo de la bandadeabsorción,frenteal E decadaunode los

disolventesestudiados.Comose puedeobservarla extracciónde la fomia neutra

del 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenolno estáafectadapor

ningún disolvente(figura 9), mientrasque sí influye en la extraccióndel par

iónico del 2,4,6-triclorofenoly del pentaclorofenol(Fig. 10). Enestosdosúltimos

casosseobservaunadisminuciónde la absorbanciaal utilizar el CCI
4 (EfÁO.052),

mientrasquelosresultadosobtenidosutilizandoCHCl3 (E[=0.256), y l,2-dicloroetano

(E7=0.327),no presentandiferenciasimportantes.Se eligió el CHCl3 como

disolventeorgánicode extracciónal serun disolventemuy usualen los labora-

torios analíticos.

Comoen las condicionesde trabajo, el 2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol

y 2,4-diclorofenolseextraenen la formaneutra,mientasqueel 2,4,6-triclorofenol

y pentaclorofenolseeximen comofenóxidosfonnandoparesiónicos, cabeconcluir

queel disolventeempleadopuedeinfluir de formaimportantesobrela formacióny

el rendimientode la extraccióndelpariónico.
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D.iLI.c. Influenciade la concentracióndeTBA

Otroparámetroqueseha estudiado,ha sido la influenciade la concen-

traciónde IBA sobrela extracciónde cadaclorofenol. Paraello seha utili-

zadounaconcentraciónde IBA comprendidaentre 100y 1500mg/L, siguiendo

el procedimientodescritoenC.4.1.a. La concentraciónde clorofenol en todos

los casossefijó 10 mg/L.

En la figura 12 se representala variaciónde la absorbanciade cadauno

de los clorofenolescon respectoa la concentraciónde IBA. Como puede

observarsedicha absorbanciaaumentacon la concentraciónde IBA hasta

300 mg/L a partir de la cual alcanzaun valor prácticamenteconstante.Por

lo tanto, cuandola concentraciónde clorofenolesde 10 mg/L essuficiente

con 300 mgl de la sal de amonio cuaternarioparaconseguirla máximaseñal

analítica. Sin embargo,se fijó como concentraciónóptima 500 mgl para

asegurarla formación del par iónico tanto a concentracionesmás altas de

clorofenolcomo enpresenciade otros clorofenoles.

Comoconclusiónde estosestudiosprevios realizadospara la determi-

naciónextractivo-espectrofotométricade los clorofenolescontaminantespriori-

tarios2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol,2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly

pentaclorofenol,sepuededecirque losmejoresresultadosencuantoa extracción,

reproducibilidady estabilidadse obtienenextrayendoen clorofonno y utili-

zandocomo contraión IBA a pH 9.1. La tabla VIII muestraun resumende

estasvariablesestudiadasasícomo los valoresfinalesseleccionadosparaestu-

diosposteriores.
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Hg. 12.- Influencia de la
cadaclorofenol.

concentraciónde TBA en la extracciónde

IABLA XIV. Condicionesexperimentalesseleccionadas.Métodomanual.
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1 ,2-dicloroetano
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• 2-clorofenol,276 sim

• 4-cloro-3-metilfenol, 282 sim

• 2,4-diclorofenol, 286 nm

• 2,4,6-triclorofenol, 330 nm

• Pentaclorofenol,336 sim
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D.1.2. Determinaciónsimultáneade clorofenoles medianteun

método directo de regresión lineal clásica de mínimos

cuadrados(CLS)

Unavez fijadas lascondicionesde extracciónde los distintosclorofenoles,

se procedió a la determinaciónde cadauno de ellos medianteun método

directoCLS.

D.1.2.a. Normalización de espectros

La utilización de un método directo,hacereferenciaal hechode quelos

espectrosnormalizadosde cadacomponente,quese utilizan parala obtención

de la matriz de calibración (K), son obtenidosa partir de cadauno de los

componentesen estadopuro. Paraello, en estecaso,seobtuvieronparacada

componentelos correspondientesespectrosen el intervalo lineal de 2 a 20 mgIL

con una variación de 2 mg/L. Cadauna de las disolucionesse preparópor

duplicadolo querepresentanveinteespectrospor cadacomponente.Posterior-

mentesenormalizaronlos espectrosa 1 mgl dividiendo cadaespectropor su

correspondienteconcentracióny corrigiendola líneabaseaabsorbanciacero.

Paraobtenerel espectrorepresentativode cadaclorofenol se aplicó el

criterio Q de Dixon y la distribución t de Studenta un nivel de confianzadel

95%paraexcluir aquellosespectrosquemásse desviabandel espectromedio.

De estaforma se obtuvieronlos espectrosdel 2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol,

2,4-diclorofenoly el pentaclorofenolrepresentadosen la figura 13.

Los espectrosobtenidosparaestosclorofenoleseranmuy reproducibles,

no así el 2,4,6-triclorofenol,queno presentóespectrosreproduciblesen las condi-

cionesde trabajoseleccionadas,por lo queno seincluyó enposterioresestudios.
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TABLA IX. Composición de las mezclas cuaternarias
utilizadasparaevaluarla capacidadpredictiva
del métododirecto CLS (mg¡L).

169

(_PCF__¡Mezcla 2CF 4C3MF DCF

15.0 11.0 7.0 3.0

2 ú5’.& ~7.0 3.0 7.0

3 11.0 13.0 15.0 13,0

4 7.0 5.0 3.0 5.0

5 3.0 11.0 130 5.0

6 13.0 9.0 7.0 15.0

7 15.0 15.0 90 7.0

8 5.0 YO 13.0 15.0

9 15.0 70 70 15.0

10 11.0 5,0 11.0 13.0

11 7.0 50 15.0 15.0

12 5.0 ‘lEO 3.0 9.9

13 3.0 11.0 90 13.0

14 7.0 713 913 9.0

15 15.0 70 9.0 9.0

16 913 1.0 o
17 9.0 110 130 7.0

18 110 . 3.0 3.0 513

19 13.0 90 90 5.0

20 3.0 5.0 9.0 15.0
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TABLA X. RPE(%) y SEP (mg¡L) para cada clorofenol en
Absorbanciay ia Derivada.

1__Absorbancia__1__iaDerivada
RPE¡SEP

Clorofenol 1__RPE(SEP__¡
2-clorofenol 34.3 7.5 23.4 5.1
4-ciora-3-nietílfen 659 O

2,4-diclorofenol 40 7 76 9.9 1 8

Pentaclorofenol 196 3 6
— —

16.6 3,1

Comosepuedeobservarenestatabla,seobtienenvaloresdeRPEy SEP

menorescuandoseutiliza los espectrosenprimeraderivada.El hechodequeel

orden de la derivadaintluya en la precisióny exactituddel método ha sido

igualmentepuestode manifiestopor variosautores,comoya seha comentado

en la revisiónbibliográfica.En estesentido, diferentesfactorestanto de origen

instrumental(derivade la líneabase)como químico(concentracióndelanalito)

puedenafectaral resultadodependiendodelordende la derivada.

Como consecuenciade estoseeligió la derivadade primerordenparael

posterioresestudiosdeanálisisdeclorofenolesendiferentesmezclas.
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Intervalode longitudes

de onda(nm) MRPE SEN?

200-400 20.9 4.0

200-380. ... ¿ 20.9 . 4.0.

210-380 21.1 4.0

21<9 .2

230-380 21.5 4.1

230-400 21.5 4.1

240-380 214 4.1

240-400 21.4 4.1

250 - 380 12.3 2.4

279-400 13,0 25

270-380 1313 2.5

D.1.2.c. Seleccióndel intervalo de longitudes de onda.

Se estudiarondiferentesintervalos de longitudesde ondapara llevar a

cabo el análisis multicomponenteutilizando los espectrosen l~ Derivada.El

intervaloóptimoseseleccionóen estecasobasándonosen los valoresobtenidosen

cadaunode los intervalosdelerror relativode predicciónmedio (MRPE); y del

errorestándarde prediccióntotal (SEPI), los cualesestánreferidosal conjunto

de las mezclasde validacióny al conjunto de los componentes.Paraello se

utilizaronlasveintemezclascuaternariasde la tablalix. Los resultadosobtenidos

semuestranen la tablaXI. El intervalo óptimoseleccionadoesaquelquepresente

un valor mínimo en ambosparámetros,esdecir, el intervalo comprendidoentre

250y380 nm.

TABLA XI. MRPE(%) y
de longitudes

SEPT para diferentesintervalos
de onda.
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D.1.2.d. Determinacióndeclorofenolesendiferentesmezclas

Se estudiola determinaciónde los clorofenoles en distintas mezclas

cuaternarias,ternariasy binariasen el rangode concentraciónentreO y 15 mgfL

(labla XII) aplicandoel método directo CLS y considerandolas condiciones

seleccionadasen los apanadosanteriores,es decir, utilización de la primera

derivadae intervalo de longitudesdeondacomprendidoentre250y 380mxi.

Los resultadosobtenidosparacadaclorofenol se muestranen la figura 15

en dondese representala concentraciónestimadafrentea la concentraciónreal

de cada uno de ellos. Esta comparacióntiene como principal interésla

identificaciónde erroressistemáticos.En ausenciade estos,esdecir, en el caso

idealde queexistaunatotal correlaciónentrela concentraciónreal y la estimada,

la rectade regresiónlineal deberíatenerordenadaen el origen igual a cero y

pendientey coeficientede regresiónigual a uno. En la práctica,estonuncaocurre

debidoa la presenciade erroresaleatorios,por lo queesnecesariodetenninarel

intervalo de confianza,normalmenteal 95% de nivel de confianza,tanto de la

ordenadaen el origen,comode la pendienteparaencontrarposiblesdiferen-

cias significativas.En el casoque nos ocupa, se observaque el 2-clorofenol

muestra,engeneral,resultadosinferioresal valor teórico a todos los nivelesde

concentración,dando una pendientesignificativamentediferente del caso

ideal. Con respectoal pentaclorofenol,estemuestraconcentracionessuperiores

al valor teórico o real anivelesde concentracióngrandes,y tanto la ordenada

en el origen comola pendientemuestrandiferenciassignificativasdel compor-

taniientoideal.Por otraparte,el 4-cloro-3-metilfenoly el 2,4-diclorofenolpresentan

unabuenacorrelaciónentrela concentraciónrealy la estimada.
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TABLA XLI. Composiciónde lasmezclasutilizadasen la etapade
validacióndel métododirecto CLS (mg¡L).

9
10
11
12
13

14
15

1
15.0

¡$0
11.0

7.0..
3.0

~1313
15.0

1
11.0

7.0.
13.0

5.0
11.0

7.0

3,0
15.0

3.0
13.0

3.0
7-O

13.0

5.0
5.0

9.0 7.0 ji’ 15.0’
15.0 9.0

5.0 34 13.0
15.0 7.0
litO 5.0
7.0
5.0
3.0
7.0

11.0

5.0
11.0..
11.0

7.0
3.0

16 ¡ 9~.0’ 11.0
3.0

1313
9.0

7.0

lito...
15.0
3.0
9.0
9.0
3.0

9.0
9.0
9.0

13.0

9.0.
7.0
.3.0
7.0

5.0
0.0

9.0
0.0

5.0
0.0

Mezcla 2CF 4C3MF ¡__DCF PCF

20 15.0
21

22.

23

24
25

26’
27

29

9.0
0.0
5.0

5.0

5.0

7.0

5110.0

5.0 ¡

o
11.0

LO..
0.0

5.0
9.0

7.0
3.0
0,0.
5.0

7.0
3.0

30,’ 0,0 0.0 7.0
5.0 0.0

31 5.0
33 0.0
34 ¿tU

7.0
9,0

3.0
5.0

.7.0.
5.0
0.0

3.0
0.0.
7.0
0.0
0.0

04

70

154
15.0

1311’
15.0
9.0....

13.0

.9.0
5.0
5.0

15.0
5.0
7.0

9,0
5.0

7.0
0.0
5.0..
7.0

7.9..
3.0

0.0
7.0

5,9
0.0

0.0
0.0

5,0
0.0
5.0

1
2’
3

5

7

ti
18
19

31

35

36
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Otra forma de determinarla bondaddel métodode calibraciónen la

determinaciónde cadaclorofenol, escalcularel correspondienteRPE, SEP y

para cadauno de ellos,considerandotodaslas mezclasde forma conjunta.

Los resultadossemuestranenla tablaXIII.

TABLA XIII. RPE(%), SEP(mg¡L)y R2 para cadaclorofenol
obtenidosaplicandoel métododirectoCLS.

RPE SEP 112

2-clorofenol 17.7 1.5 0.915

4-eloro-3-metilfenol 8.2 0.6 0.875

2,4-diclorofenol 6.8 0.5 0.959

Pentaclorofenol 133 11 0319

A partir de estatabla sepuedeconcluirquetanto el 4-cloro-3-metilfenol

comoel 2,4-diclorofenolson los dos clorofenolesquese detenninancon una

mayor precisióny exactitud,con valoresde RPEde 8.2% y 6.8%respectiva-

mente,mientrasque, ahora,el 2-clorofenola pesarde tenerunamenorprecisióny

exactitudcon respectoa los demásclorofenoles,presentaunagran correlación

global entrela concentraciónestimaday la real (R>0.957). En el caso del

pentaclorofenol,éstepresentaun RPEintermediocon respectoa los otros tres

clorofenoles,sin embargo,el modelo de calibraciónutilizado no presentauna

correlaciónrazonableentrela concentraciónestimaday la realpor lo quedicho

modelono sepuedeconsiderartotalmentecorrectopara el casoparticularde

esteclorofenol.
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D.1.3. Determinación simultánea de clorofenoles mediante

calibración multivariante CLS y espectrofotometría

derivada

Siguiendo el procedimiento descrito en C.4.1 .c. se llevo a cabo la deter-

minación de clorofenolesmedianteun método de calibraciónmultivariante

de mínimos cuadradosclásico (CLS). Como cualquierotro métodode cali-

braciónmultivariante,estetiene dos etapasbien diferenciadas,Ja etapade

calibracióny la deprediccióno validación.

D.il.3.a. Etapade calibración

Durante esta etapa tiene lugar la obtención de los espectrosde

referenciade cadaclorofenol. Paraello se utilizó una serie de mezclasque

conteníancadauno de los clorofenoles.El hecho de utilizar una serie de

mezclaspara obtenerlos espectrosde referenciade cadacomponentees lo

que diferenciala calibraciónmultivariantedel métododirecto en el cual se

utilizan los componentespuros(univariantes)paraobtenerdichosespectros.

Concretamente,en este caso, se utilizaron 20 mezclascuaternariascon

concentracionescomprendidasentre3 y 15 mg/L (labla XIV) y susespectros

en primeraderivada.Los espectrosenprimeraderivada,obtenidosmediante

calibraciónmultivarianteCLS, paracadauno de los clorofenolesse muestran

en la figura 16.
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TABLA XIV. Composición de las mezclas utilizadas en la
etapade calibracióndel métodomultivariante
CLS (mg¡L). Métodomanual.

11.0
1 ‘7<0’’

13.0

7.0

3.0

15.0

0 3.0

11.0 13.0

13(1 ‘ 9.0 7.0’

15.0 9.0

5.30 3.0 13.0

7.0 7.0

1
3.0

7.O~

13.0

5.0

r. 1511

7.0

¡ 15.0~

15.0

1i0<~ 5.0 litO 13-.0

5.0 15.0 15.0

Mezcla 2CF 4C3MF DCF PCF

11.0

11.0

311 9.0

9.0 13.0

‘7,0 7,0 9.0 9.0

¡ 7.0 9.0 9.0

11.0 13.0 7.0

11.0< ‘, ‘3,0< 3.0 50

9.0 9.0 5,0 ¡

15~0

1

3

15.0

11,0

3.05

7

9

15.0

15.0

11

12

13

LO

:5<0.’

3.0

l5 15.0

17 9.0

19 13.0

20 3.0 5.0. 9.0
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TABLA XV. Composición de las mezclas utilizadas en la
etapa de validación del método multivariante
CLS (mgfL). Métodomanual.

Mezcla 2CF 4C3MF DCF PCF

1 3.0 11.0 130 70

2 ‘ 11.0 5.0 $0 . 11.0

3 5.0 5.0 9.0 7.0
4 15.0 ~9.Ó 3.0 3.0

5 3.0 15.0 150 9.0

6 3.0 3.0 5.0 11.0

7 5.0 7.0 50 0.0

8 0.0 7.0 5.0 5.0

9 9.0 00 70 5.0

10 .. 7..0 5.0 90 0.0

11 0.0 7.0 7.0 7.0
12 7.0 5.0 ‘ 0.0 3.0
13 0.0 5.0 3.0 3.0

.14 9.0 .1.0 0~0 53)
15 5.0 00 30 0.0

16 5.0 3,0 0.0 0»
17 0.0 3 0 0.0 7.0

18 7.0 .5.0 0,0 0.0
19 0.0 0.0 7.0 5.0

20 0.0 5.0 7.0 0.0
21 9.0 0.0 0.0 5.0
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TABLA XVI. MRPE(%) y SEPT para diferentesintervalosde
longitudesde onda.CalibraciónmultivarianteCLS.

Intervalode longitud
deonda(nm) MRPE SEPT

200-380 87 17

200-400 8.7 1.7

210-380 8.9 1.7

220-380’ 8,8 1.7

230-380 8.8 1.7

230-400 8.8 1.7

240-380 8.8 1.7

240-400 8.8 12

250-380 6.8 1.3

270 - 380 5.3 1.0

270 - 400 5.3 1.0

280-320 5.4 1.0

290-380 5.8 1.1

serealizadeformamásrápida,mientrasquelas longitudesde ondapor encima

de 380 mii seguramenteno aportanningunainformaciónrelevanteo significativa

sobre el sistema,al ser la absorbanciaprácticamentecero (figura 16). Por otra

parte, se observaque este intervalo es inferior al consideradoen el método

directo (250-380nm), sin embargo,y atendiendoa los valoresdel SEPT, no

presentadiferenciassignificativascon esteen ningunode los dosmétodosa un

nivel de confianzadel 95%, seleccionándoseuno u otro teniéndoen cuentael

valor máspequeñodeMRPEy SEPTencadaunode los casos.
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Los resultadosde la determinaciónde los clorofenolesen las diferentes

mezclasde validación, queseobtienenparael intervalo de longitudesde onda

seleccionado,semuestranen la figura 17. A partir de dichafigura seobservauna

gran mejoríaen los resultadosobtenidoscon respectoal método directo; no

encontrándose,ahora,desviacionessignificativastantoenla ordenadaen el origen

comoen la pendiente,paraningunode los clorofenolesestudiados.No obstante,

paracompararlos dos métodos (directoy multivariante)deunaforma global, es

adecuadopartir de los valoresde RPE, SEPy R2 obtenidosparacadaclorofenol,y

cuyosresultadossemuestranenla tablaXVII.

TABLA XVII RPE(%), SEP(mg/L)y R2 paracadaclorofenol
obtenidos aplicando el método de calibración
multivarianteCLS.

Clorofenol RPE SEP

2-clorofenol 4.0 0.3 0.986

4-cloro-3-metilfenol 44 0.3 0.967

2,4-diclorofenol 4.8 0.3 0.994

Pentaclorofenol 6.5 ~0.4 0.913

A la vista de estosresultados,se deducequeel métodomultivariante

es muy superiorcon respectoal método directo (tablaXIII>, obteniéndose

ahoraun valor deRPEdelordende cuatrovecesinferior parael 2-clorofenoly

de dos vecesinferior para el caso del 4-cloro-3-metilfenoly pentacloro-

fenol, siendoel 2,4-diclorofenolel quepresentaunamenor disminuciónde

estevalor. Porotraparte,aplicandounadistribuciónF de Snedecorsobrelos

valoresdel SEPobtenidosparacadamétodoy clorofenol,seobservandiferencias
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significativasal nivel de confianzadel95%entreambosmétodosparatodos los

clorofenoles (tabla XVIII). Igualmente la correlación entre la concentración

estimaday la concentraciónreal esbastantebuenasiendoel coeficientedecorre-

laciónmúltiple (R) superioren todoslos casosal obtenidomedianteel método

directo. Estehechoesmásacusadoparael casodelpentaclorofenol,haciendo

queel métodoCLSpasedeser un mal métodoparasudeterminacióncuando

seutiliza el método directo de calibración, a poder ser consideradocomo un

métodoconectocuandoseempleaun métodomultivariantede calibración.

TABLA XVIII. F calculadoparacadaclorofenol
Comparación entre el método
directoy multivarianteCLS.

Clorofenol

2-clorofenol 25

4-.cloroA3¡ñetilfwlol 4.0

2,4-diclorofenol 2 8

Pentaelozófenol 7.6

Kti~.(95%) = 1.98
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Dli. Determinación simultánea de clorofenoles mediante

diferentes métodosde calibración multivariante. Estudio

comparativo de los métodosCLS, ILS, MS PCR, PLS

Los estudiosrealizadosen los apartadosD.1.2. y D.1.3. ponen de mani-

fiesto las importantes diferencias que en la determinación simultánea de los

clorofenoles2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol,2,4-diclorofenoly pentacloro-

fenol da lugarel procedimientode calibraciónseguidoparala obtenciónde la

matrizde coeficientes(¡<1); auncuandoen la resoluciónmulticomponentede

las mezclasse utilizó en ambosel método de regresiónclásica de mininos

cuadrados(CLS).

Dadala importanciaqueel método de calibraciónpuedetenersobrelos

resultadosdel análisis, en este apanadose procedióa realizar un estudio

comparativode diferentesmétodosde calibraciónmultivariante,que incluyen

métodosde regresiónlineal, tanto clásicacomoinversa(CLS e ILS), un método

lineal iterativo (KiF) y dosmétodosbilineales(PCRy PLS).

Parala realizaciónde esteestudiosepartió de un diseñoaleatoriode 37

mezclasde calibración(tablaXlix) y de 14 mezclasde validación(tablaXX)

en lasqueseincluyenmezclasdecuatro,tresy dosclorofenoles.

A partir del conjunto de 37 mezclasde calibraciónse hizo un estudio

previoparaestimarcual erael númerominino de mezclasnecesarioparaobtener

los mejoresresultadosde validación para cadauno de los métodosde cali-

braciónmultivariantepropuesto.Estaestimaciónsehizo enbaseal error estándar

de predicción(SEP)obtenidoparacadauno de los clorofenoles,a partir de las

mezclasde validación.
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TABLA XIX. Composiciónde las mezclasde calibración(mgl).
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TABLA XX. Composiciónde las mezclasde validación(mgl).

Mezcla_1

1

2CF 4C3MF DCF PCF

13.0 9.0 7.0 15.0

2 3.0 11.0 ‘ 9+0 13.0

3 3,0 11.0 13.0 7.0
4 ‘ 3.0 15.0’ 15.0 9.0

5 7.0 5.0 9.0 0.0

6 9,0 7.0 0.0 5.0

7 0.0 70 70 7.0

8 9.0 0.0 7.0 5.0

9 7.0 50 00 0.0

.10 ... 0.0 .0+0.. .7.0.. ‘.. 5.0.
11 7.0 0.0 5.0 0.0
12 0,0 7.0 0.0 5.0
13 0.0 5.0 7.0 0.0

14 9,0 0.0 0.0 5.0

Con el grupoóptimo de mezclasobtenidoparacadamétodode calibra-

ción multivariante se hizo posteriormenteuna selecciónde las longitudesde

ondamásidóneaspara cadauno de los métodos,considerando,en este caso,

doscriteriosde selección,númerode condiciónde la matriz Kl de calibracióny

relaciónseñal-mido,los cualesson independientesde la precisióny exactitud

del métodode calibraciónmultivarianteempleado.De estoscriterios, uno de

ellosestárelacionadocon la amplificacióndelerror relativoen la estimaciónde

la concentración(númerode condición),y el otro sebasaen la sensibilidadque

presentancadaunade las longitudesde ondaa cadauno de los componentes

(relaciónseñal-mido).

Los resultadosde estosestudiossemuestrana continuación.
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D.I.4.a. Estimación del número mínimo de mezclas de

calibración

Este estudioserealizó siguiendoel procedimientodescritoen C.4.1 .d.

En la tabla XXI se muestranlos gruposde mezclasseleccionadosa partir del

métodopropuestopor Honigsy col. (525), consistenteen seleccionar,mediante

técnicasdeálgebralineal, aquellasmezclasquepresentancaracterísticasespec-

trales únicas, las cualespresentan,igualmente,una gran variación en su

composiciónquímica.

TABLA XXI. Mezclas seleccionadasutilizando el procedimiento de
Honigsy col,

MezclasSeleccionada?

1 1 2 3 4 5

2 9 6 12 24 23

3 28 26 11 14 8

4 15 32 16 25 27

5 33 10 35 17 34

6 31 19 22 29 30

7 7 18 13 36 37 21 20

a. El númerocorrespondea la mezcladela tablaXVIII.

Paraseleccionarel númeroóptimo de mezclas,seconsideróel valorde

SEPobtenidoapartir de lasmezclasdevalidaciónenel intervalocomprendido

entre220 y 380mu paratodoslosmétodosdecalibraciónmultivariante,exceptoel

ILS, el cual seencuentralimitado por el númerode mezclasseleccionadocada

vez. Los resultadosobtenidospara el caso del CLS, KF, PLS y PCR se

muestranen lasfiguras 18 a la 21. A partir deestasfiguras seobservaquepara
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el casodel CLSy KF (figuras 18 y 19) el valor de SEPalcanzaun valorprácti-

camenteconstante,paratodoslos clorofenolesa partir de 20 mezclas;lo que

indicaquela precisiónno mejoraal incrementarel númerode mezclasempleadas

en la calibración.

3,0

2,5

20

ts

tu

0.5

0,0

4,0

3,5

3,0

2,5

~ 2,0

“5

tú

0.5

0,0

Hg. 19.- Influenciadel númerode mezclasde calibraciónen la
precisióndel KW
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15 20 25 30 40

N
0de mezclas de calibración

Hg. 18.- Influenciadel númerode mezclasde calibraciónen la
precisióndel CLS.

N0de mezclasde calibración

40
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En el casoparticulardel PCRy PLS, un pasoprevio, es el cálculodel

númerode factoreso variableslatentesóptimo, el cual fue obtenidomediante

validacióndecruceparacadaconjuntodemezclasconsiderado.Dichosfactores

varíanentre3 y7 parael casodel PCRy entre3 y 6 parael casodel PLS. Como

sepuedeobservaren lasfiguras 20 y 21, a partir de 15 mezclasel valor de SEP

alcanzaun valor prácticamenteconstante.

3,0

2,5

2.0

0-+

00
tS

1.0

0.5

0.0
10 LS 20 25 30 35 40

N
0de mezclas de calibración

Hg. 20.- Influenciadel númerode mezclasde calibraciónen la
precisióndel PCR

3,0

2,5

2.0

1,5

0.5

0.0
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30 40

N0de mezclas decalibración

Hg. 21.- Influenciadel númerode mezclasde calibraciónenla
precisióndelPLS
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Parael casodel ILS no esposibleutilizar el mismo intervalo de longitudes

de ondaqueen los anterioresmétodospuestoque, comoessabido,el númerode

longitudesde ondano puedeser superioral demezclasde calibración.En este

caso se seleccionaronpreviamente15 longitudes de onda en función de su

relaciónSIN, comenzandoel procesode estimación,por tanto,con 15 mezclas

de calibracióncomo mínimo (grupos 1, 2 y 3 de la tabla XXI). Los resul-

tadossemuestranen la figura 22, observándosecomoapartir de 20 mezclasel

valor de SEPalcanzaun valor prácticamenteconstanteno existiendodiferen-

cias significativas.

3,5

3,0 —

2.5

2,0 —

00 t5 —

LO -

0,5 —

0,0 ¡
LO 15 20 25 30

N
0 de mezclas de calibración

35 40

Fig. 22.- Influenciadel númerode mezclasde calibraciónen la
precisióndel ILS

Por consiguienteel númerode mezclasseleccionadasparacadauno de

los métodosde calibraciónmultivariantefue parael casodelCLS, KF e ILS de

20 mezclas(grupos1, 2, 3 y 4de la tablaXXI) mientrasqueparael PCRy PLS

de 15 mezclas(grupos1, 2 y 3 de la tablaXXI).

• 2-clorofenol

• 4-cloro-3-metilfenol

• 2,4-diclorofenol

• Pesitaclorofenol
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D.1.4.b. Selecciónde las longitudesde onda

Parala selecciónde las longitudesde ondaa utilizar en la detenninación

multicomponenteseconsiderarondos criterios,el númerode condición(cond(K))

y la relaciónseñal-ruido(S/N). El númerode condición,comoya sehacomentado

en la revisión bibliográfica, esunamedidade la amplificacióndel error y de la

precisióny exactituddel sistema.La seleccióndel rango de longitudesde ondaa

partir de esteparámetrosebasaen la inininiizacióndel mismo.Por otra parte, la

seleccióna partir de la relaciónS/N sebasaen elegiraquellaslongitudesde onda

quepresentanunamayorrelaciónS/N paracadaunode los componentes.

La tablaXXII semuestrael cond(K)paradiferentesintervalosde longitud

de onda, calculadoconsiderandola matriz 1< de calibraciónobtenidamediante

CLS y KF a partir de las 20 mezclasseleccionadasparaestosmétodos.A la

vista de los resultadosde dicha tabla, seobservaque el valor mínimo para el

cond(K) correspondea los intervalos280-340,280-330,280-320,280-310 y

280-300mii en amboscasos.Paraseleccionarel intervalo óptimo seconsideró

el valor del MRPEy del SEPT, de cadauno de ellos, los cualessemuestranen

la tablaXXIII. A partir dedichosresultadossecompruebaqueel intervalo que

contieneun menornúmerode longitudesde onda(280-300mii) presentalos

mejoresresultados.Esteresultadopuedeserdebidoaqueen dicho intervalo se

encuentranlas longitudesde ondaque presentanuna mayor información del

sistema,al estarincluidas,en general,lasbandasespectralesmáscaracterísticasde

cadaclorofenol.

En cuantoa la relaciónSIN, seseleccionaronun máximo de 37 longitudes

de ondaenfuncióndel valordedicharelación.Estas37 longitudesde ondase

dividieron en 7 grupos,ordenadasde mayora menorrelaciónSIN (tablaXXIV).

Paradeterminarel númeroóptimo de longitudesde onda secalculóel valor de

SEPen funcióndelnúmerode longitudesdeondautilizadas.
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TABLA XXII. Número de condición (cond(K)) para
diferentesintervalos.

220-380 4.9

230-380 ¡ 4.8

240- 380 5.1

4.8

4.7

5.0

250-380 ‘ 6.1 6.0

260-380 6.5 6.3

270-380 63 6.1

280 - 380 3.9 3.7

290-~380 8+5 8.2

280 - 370 3.9

280-360 3»

280- 350 3.9

3.7

32....

3.7

Intervalode longitud

cond(K)

de onda(nm) CLS KF

280 - 340 3.8 3.6

280 - 330

280 - 320

280 -310

3.8 3.6

3.8 3~6

3.8 3.6

280- 300 3.8 3.6

270 - 300 6.3 6.1

260 - 300 65 6.3

250 - 300 6.1 5.9

240-300 5.1 4.9

230 - 300 4.8 4.7

.5.8

6.0

270-310 6.0

260-320 6.2
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TABLA XXIII. MRPE(%) y SEPTdelos intervalosconmenorcond(K).

Intervalode longitud
de onda(rin)

CLS KF

SEPT MRPE SEPTMRPE====
6.3 0.38 8 3 0.54

64 0.40 84 0.56

6.9 042 8.8 0.58

0.35 oso..

4.0 0.27 5.7 0.43

280-340

280~330’ ‘

280-320

.280-310

280 - 300

TABLA XXIV. Longitudes de onda seleccionadasa partir de su relación S/N.

Grupo Longitudes de onda (nm)

1 268 272 288 296 344

2 264’ 276. 280 284’ 300

3 248 256 260 348 352

.4 252 .292 356 360
5 244 304 324 328 340

6 ‘224’ 320 332 364’ 372

7 232 240 308 312 316 368 376

Esteestudioserealizópara todos los métodosconsiderandoel número

de mezclasóptimo paracadauno de ellos. Puestoqueparael casodel [LS, el

númeromáximoposiblede longitudesde ondadependedel númerode mezclas

de calibración,sehizo un estudioconjunto del númerode longitudesde onda

en funcióndelnúmerodemezclasdecalibración.Parael PCRy PLS el número



194 D.Resultadosy Discusión

de factoressecalculó a partir de la validación de cruceparacadauno de los

casos.Estenúmerodefactoresvaria entre3 y 8 en el PCRy entre3 y 7 en el

PLS.Los resultadossemuestranen lasfiguras23 a 27.

0,

lO 15 20 25

N
0de longitudes de onda

30 35 40

Fig. 24.- Influencia del númerode longitudes de onda
precisióndel ¡‘CF

20 25 40

N0 de Longitudes de onda

Hg. 23.- Influencia del número de longitudes de onda en la
precisióndel CLS

3

6—

5.

4—

• 2-clorofenol

• 4-cloro-3-metilfenol
A 2A-diclorofenol

• Pentaclorofenol

Co 3
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3,5

3,0

2,5

2,0

t5

1,0

0.5

0,0

Fig. 26.- Influencia del númerode longitudesde onda en la
precisióndel PCR

Fig. 27.- Influencia del númerode longitudes de onda en la
precisióndel PLS

N0 de Longitudes de onda

3.5

de longitudes de onda

40
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A partir de estasfigurassecompruebaqueparael CLSy KF (figuras23 y

24) el númeroóptimode longitudesdeondaes10 (grupos1 y 2 dela tablaXXIV).

El hechode aumentarel númerode longitudesde ondano mejora la precisión

de los métodos, obteniéndoseincluso peoresresultadospara el caso del

4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenol.Parael ILS (figura 25) seobservaque

cuandoel númerode longitudesde onda es igual al númerode mezclasde

calibraciónse obtienenlos peoresresultados,siendonecesarioseleccionarun

número de longitudes de ondamenor. Por otra parte, cuandoel númerode

longitudesde onda es muy bajo (5 longitudesde onda) el métodopierde,

igualmente,capacidadde predicción;por lo tanto, esnecesarioseleccionarun

númerointennediode longitudesde onda. En este caso se seleccionaron15

longitudesdeonda.Parael PCRy PLS (figuras26 y 27) seobservaqueambos

métodospresentaresultadossimilares,no presentadolos resultadosdiferencias

importantesapartir de las 15 longitudesde onda,quefueronlas seleccionadas

(grupos1, 2 y 3 de la tablaXXIV).

En la tabla XXV semuestranlos valoresde SEPparacadauno de los

clorofenoles,métodosy condicionesestudiadasy seleccionadascomo óptimas

encadacasoparticular,pudiendoconcluirsequela selecciónpreviade longitudes

de onda,ya seamedianteel cond(K)o la relaciónS/N, haceaumentarla precisión

con respectoal empleodel espectrocompletoen el casodel CLS, KF, PCR y

PLS. Parael ILS debidoa la limitación quepresentacon respectoal númerode

longitudesdeondaquepuedeutilizarse,solo seestudióel cond(K)y la relación

SIN observándoseen estecaso que el cond(K) presentalos mejoresresultados.

Considerandolos valoresobtenidosde SEPT paracadauno de los métodosy

aplicandouna distribución F de Snedecor,seobservaque en todoslos casos,

excepto en el ILS, no se obtienendiferencias significativas a un nivel de

confianzadel 95%, entre los resultadosobtenidosmedianteel cond(K) y la

relaciónS/N (tablaXXVI). A partir de los valoresde SEPparacadauno de los
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clorofenoles,únicamentese observandiferenciassignificativasal 95% en el

casoparticulardelpentaclorofenolcuandoseempleael KF. Porotraparte,para

el casodel PCRy PLStampocoexistendiferenciassignificativasal 95%entre

los resultadosobtenidosconsiderandoel espectrocompletoy los dosmétodos

de selecciónde longitudesde onda,debidoposiblementea la propia naturaleza

de dichosmétodos,los cualessoncapacesde discernirentrela informaciónque

eso no relevanteparamodelarel sistema.

TABLA XXVI. F calculadopara cadamétodo de calibración
multivariante. Comparaciónentre los criterios
de selecciónde longitudesde onda.

E.C./cond(K} E.C./(S/N}

CLS 12 5.8 2.1
•KF

5.3 3.0 ‘ 1.8

ILS 3.4

PCR 21 2,3 U

PLS 1.7 lA 1.2

E.C.: espectrocompleto
cond(K)’ númerodecondición
S/N: relaciónseñal-ruido

Fcrit.(95%) 2.48
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D.2. MÉTODO AUTOMÁTICO (FíA)

Los estudiosrealizadosen el capitulo D. 1. ponende manifiestoque es

posiblela detenninaciónexiractivo-espectrofotométricasimultáneade losclorofenoles

contaminantesprioritarios 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenoly

pentaclorofenol.Esta determinaciónpuedehacersemediantediferentesmétodos

inulticomponente,basadostanto en calibración directacomo multivariante

(indirecta),siendoestaúltima la queofrecelos mejoresresultados.

No obstante,el procesomanualseguidoeslargo y tediosoy estásome-

tido a múltiples erroresde carácteraleatorio,relacionadoscon el procesode

extracciónlíquido-liquido y los equilibriosinvolucradosen dicho proceso,que

incluye, no solo el equilibrio de extracciónde los fenolessino tambiénlos de

formacióndel par iónico y los propiosdel carácterácido-basedel fenol. Estos

aspectosdel procesomanual seguido,tienen su principal efecto sobre el

2,4,6-triclorofenol,quecomo sehacomentado,no hapodido serincluido en el

estudioanterior,dadala granirreproducibilidadde los espectrosobtenidos.

Una alternativaal métodomanualquepermitiria unamayorrapidezdel

procesodeextraccióny medida,esel empleodel análisisporinyecciónenflujo

(FLX). Por otro lado, el empleode un sistemaFíA permiteunamayorreprodu-

cibilidad en lo referentetanto a las cantidadesde analito inyectado,como al

tiempo quetranscurredesdela extraccióndel analito hastasumedidaespectro-

fotométrica;por lo que en el presentecapitulo se estudiarála posibilidadde

automatizacióndel procesoextractivo-espectrofotométricocon determinación

multivariantede los cuatroclorofenolesdelmétodomanuala los queseunirá el

2,4,6-triclorofenol.



1). Resultados y Discusión 201

D.2.Il. Optimización de las variables hidrodinámicas

Se ha procedido en primer lugar a evaluar aquellas variables

hidrodinámicasdel sistemaFíA quepuedeninfluir en las características

analíticasdel métodocomo son: volumende inyección,caudalde la fase

acuosay orgánicay longitud y diámetro interno del reactory bucle de

extracción. Para este estudio se utilizó como fenol de referencia el

pentaclorofenol,por ser el único que, segúnel estudio realizadoen el

capítuloD. 1., se extraecomopar iónico y por consiguientepuedeestar

más influido por las variableshidrodinámicasa estudiar. Para estos

estudiosse registraronlos fiagramasa la longitud de onda de 336 nm

que correspondea uno de los máximos del espectrodel par iónico

pentaclorofenol-TBA.

D.2.iLa. Volumende inyección

La influenciadel volumen de inyecciónse ha estudiadoen el inter-

valo 50 a 500 ¡il, utilizando unaconcentracióndepentaclorofenolde 10 mgl.

El esquemadel sistemaFIA empleadose muestraen la figura 1, apartado

C.4.2.a.

Los resultadosobtenidos,representadosen la figura 28, muestran

que la señalanalíticaaumentacon el volumen de inyección de pentaclo-

rofenol hasta-un valor de 250 jil a partir del cual la señal se mantiene

prácticamenteconstante,por lo queseha elegido estevolumen de inyección

como el óptimo.
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0,10-

0,08 -

~ 0,06 -o
“a-o
3-o‘.o 0,04-“o

0,02 -

0,00 - __________________________________________________________

<1 600

X336nm, [PCF~l0 nig/L, (TBAJ500mg/L, L~doé’15 cm,Lextradoñ6Ocm,

~~r’Ú5mm, Cj,ortadotl.
2 ml/mm,qTBA=’-2 ml/mm, qd¡±

0L~0-.1~=O.6ml/mm.

Eig. 28.- Influenciadel volumende inyecciónsobrela altura del pico FIA del
sistemapentaclorofenol-TBA

D.2.1.b. Caudal de la faseacuosa

Se estudiaronla influencia del caudaldel portador(disolución regula-

dora bórico/boratoa pH 9.1) y reactivo (IBA) siguiendo el procedimiento

descritoenC.4.2.a.einyectando250 gl de pentaclorofenolde concentración10mgl.

En primerlugar seobservóla influenciadel caudaldel podadorcuando

semanteniaconstanteel caudalde reactivoa 1.2 ml/mm, y manteniendouna

relaciónde caudalesentrela faseorgánicay el portadorigual a 0.5. Los resul-

tados experimentales,representadosen la figura 29, muestranque la señal

analíticadel sistemapentaclorofenol-TBAdisminuyeal aumentarel caudalde

portador,debidoala dilución del IBA, cuyaconcentraciónafectaa la intensidad

100 200 300 400 500

y. inyección,gí
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0,08

0,06 -

0,04 -

0,5

>s336 mu, [PCF]=1OmgfL, [TBA~5OO mg/L, Lreadoel5ciii, Lextractor’6Ociii, ¡
~6rO.5miii., V~25O g, ‘tWA-12 ml/mu, qdj

5~~0~¿qportadorO.
5. 1

Fig. 29.- Influencia del caudalde portador sobrela altura del pico FIA del
sistemapentaclorofenol-TBA

de la señal analítica, como ya se vio en el estudio del método manual

(subapartadoD.l.1.c.,figura 12).

Puestoquela velocidadde muestreoaumentacon el caudal,pero, por

contra,al aumentaréste disminuye la sensibilidad,se tomó como caudalde

compromisoparaposterioresestudios1.5 ml/mm dedisoluciónportadora.

A continuaciónseestudiola influenciadel caudaldel reactivovariando

entre0.8 y 1.5 ml/niin y fijando la velocidadde la disoluciónportadoraa 1.5

ml/min y la relaciónde caudalesfaseorgánica/portadora 0.5. esteestudiono

mostródiferenciasimportantesparalos caudalesensayados,por lo queseeligió

un caudalde 1.2 ml/mm parael IBA.

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

~portaáor’ ml/mm
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D.2.1.c. Caudal de la faseorgánica

Con el fm de conseguirmayor sensibilidaden el método, seprobaron

diferentesrelacionesde volumen de faseorgánica/portadoren el intervalo

1-0.27,manteniendoconstanteel caudalde portadora 1.5 ml/mm y el de reactivo

a 1.2 ml/mm.

Los resultados,representadosen la figura 30, muestranque para una

relaciónde caudalde faseorgánica/portador0.4, correspondientea un caudal

de faseorgánicade0.6 ml/niin, seobtienela mejor señalanalítica,separándose

totalmentelas dos fases,por lo quefue seleccionadacomoóptimaparaposte-

rioresestudios.

0,12

0,10

o
(‘a-o
5-o

‘o

0,08

0,06

0,04

0,02

0,00
0,2

?~336nm, [PCFF10 mg/L, (TBA]=500 mg/L, L>~t0~=15 cm, Letac±oeóOcm, ¡
~FO.5 mm,VÚ,g25O ±1,a~o,uñoel.

5ml/mu, q~~gl.2 mI/niin.

¡

ente 1~porta dor

Fig. 30.- Influenciadela relaciónde caudalesqái~~~va,tJqportadorsobrela altura
del pico FIA del sistemapentaclorofenol-TBA
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D.2.1.d. Longitud del reactory del bucle de extracción

Sehaestudiadola influenciade la longituddel reactorsobrela intensidad

de la señalanalíticaensayándosereactoresde longitud comprendidaentre

15 y 50 cm. Los resultadosexperimentales,representadosen la figura 31, muestran

quela señalanalíticano varíade forma significativaconel aumentode la longitud

del reactor,eligiéndose,por tanto,una longitud de 30 cm queproporcionauna

velocidadde muestreoaceptable,asícomounaligeramejoraenla señal.

0,12

o

,~ 0,11-
5-’o

CO‘o

0, LO
10 20 30 40

Longitud, cm

50 60

k336 nm, [PCFIZIO mg/L, [TBA~5OO mg/L, Lextxadoe6O cm, ~s=O.5mm,
Víny250 iii, Cfro,tadoet5 nd/mun,qr~A=1.2 ‘nl/mm, q~¡~~=O.6ml/mu.

Fig. 31.- Influenciade la longituddel reactorsobrela altura del pico FIA
del sistemapentaclorofenol-TBA

Por otra parte, seha estudiadotambiénla influenciade la longitud del

bucle de extracción,ensayándoselongitudesentre60y 180 cm. Losresultados,

representadosen la figura 32, muestranquela señalanalíticaaumentahastauna
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longitud de 130 cm a partir de la cual disminuyedebido,

pérdidade eficacia del separadorde fases,y al aumento

analito. Seeligió, por tanto,unalongitud de 130 cm, como

deextracción.

0,13

o
be

‘o
5-ou,-o

0,L2 -

0,11 —

0,10

probablemente,a la

de la dispersióndel

óptima,parael bucle

190

6 nm, [PCFI=1Omg/L, [TBA]=500 mg/L, Lreador=30cm, ~4=O.5mm,

g, qportaaoe=I.5ml/mm, <lTBA—12 ml/mm, qdisoLv~tt0-6ml/mm.

Fig. 32.- Influencia de la longitud del bucle de extracciónsobrela altura
del pico FíA del sistemapentaclorofenol-TBA

D.2.l.e. Diámetro interno del reactor y del bucle de extracción

Otravariablefisica delsistemaFíA queha sido estudiada,esel diámetro

interno de los reactory bucle de extracción.Se han estudiadolos diámetros

existentesen el mercado, de 0.3, 0.5 y 0.7, considerandolas longitudes,

optimizadasanteriormente,de 30 cm parael reactory 130 cm parael bucle

de extracción.

50 70 90 110 130 i% í’~o
Longitud, cm
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Los resultadosexperimentales,representadosen la figura 33, muestran

queapenashayun ligero aumentode la señalentre0.3 y 0.5 mm, mientrasque

con 0.7 mm la señal analíticadisminuye apreciablemente.Se eligió 0.3 mm

como diámetro internoya queeste diámetropermiteunamayor velocidadde

muestreo(76 muestras/h).

0,13

0,12-

o
be

“o
3-ou,

“o

0,11

0,10 -

0,09
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Diámetro interno, $~ (mm)

0,8

k=336nm, [PCFJ=10mg/L, [TBA~5OO mg/L, Lreaaoe3Ocm, Lextractoe’130cm,

Fig. 33.- Influencia del diámetrointerno del reactory del bucle de extracción
sobrela altura delpicoFíA del sistemapentaclorofenol-TBA

11.2.2. Optimización de las variables químicas

Trasel estudiode lasvariableshidrodinámicas,sepasoal estudiode las

químicas,estudiándosela influenciaquesobrela señalanalíticatiene el pH, la

fuerza iónica del portadory la concentraciónde nitrato de tetrabutilamonio

(IBA). Los caudalesempleadosasícomo lascaracterísticasdel reactory bucle

deextracciónhansidolos optimizadosenel apartadoD.2.1.

0,7
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D.2.2.a. Influencia del PH

Sehaestudiadola influenciadel pH en la extracciónde los clorofenoles

en el intervalo 4.7-12. Los resultadosobtenidosfueron similaresa los del

métodomanual,esdecir, apH 4.7 los clorofenolesseextraende forma neutra,

exceptoel pentaclorofenolqueempiezaa extraersecomo par iónico, mientras

que a medida que vamos aumentandoel pH el 2,4,6-triclorofenol se extrae

comopariónico y soloapH 12 el 2,4-diclorofenolse extraetambiéncomopar

jónico. Sin embargo,amedidaqueaumentael pH, el 2-clorofenoly el 4-cloro-

3-metilfenol seextraenenmenorcuantía,por lo queseeligió el pH 9.1, al igual

queenel métodomanual,comopH de compromisoal cual el 2,4,6-triclorofenol

y pentaclorofenolseextraenen forma de pariónico, mientrasqueel 2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenolseextraenen formaneutra.

.D.2.2.h. Influencia de la faena jónica

Un aspectoque se ha consideradoen el estudioy puestoa punto del

métodoFIA ha sido la influenciaquela fuerzaiónica del portadortiene sobre

el equilibro de extracciónde cadauno de los clorofenoles.Dicha fuerza iónica

es fijada mediante la adición de sales, electrólitos fuertes en el portador

(disoluciónreguladorabórico/borato a pH 9.1). Las salesempleadasparaeste

estudiohansidoel KNO3 y el NaCíenel intervalo de concentraciónO-O.09M.

Seestudióen primerlugarla extracciónde los clorofenolesenpresencia

de KNO3 cuyosresultados,representadosen la figura 34, muestranque amedida

queaumentala concentraciónde dichasal, la señalanalitica aumentaligeramente

en todos los clorofenoles,exceptoparael 2,4,6-triclorofenolquedisminuye;no

llegandoenningunode los casosa alcanzarun valor constante.Igualmente,se

observóquela extraccióndel 2,4,6-triclorofenoles la másafectadapor la
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presenciade KNO3, aumentandola cantidadde esteclorofenolqueseextraeen

formaneutraamedidaqueaumentala concentraciónde KNO3, lo quehaceque

la señalanalíticacorrespondientea la extraccióndelpariónico disminuya.

0,12

0,10—

o
u
‘o
o
-o

0.08 -

0,06

0,04

0,02
0,00 0,02 0,04 0.06

IKNO4. M

0,08 0~ 0

X=336 ma, [CFj=1Omg/L, [TBAI=500 mg/L, Lrcactoe30cm, Lexínctoel3Ocm,

<4#> 3 miii Vmy250 pl, 4portad&
4.S mPmun,qTnA—12 ml/mu, qdisoív~,te#>~6mIman.

Hg.34.- Influencia de la ft¡erza iónica (KNO) sobre la altura del pico FíA del
sistemaclorofenol-TBA

Los resultadosobtenidosen presenciade NaCí, representadosen la

figura 35, muestranque únicamentela extraccióndel pentaclorofenoly el

2,4,6-triclorofenolse ve afectadapor la fuerza iónica del portador, siendola

señalanalíticaprácticamenteconstanteapartir de unaconcentraciónde O.05M

de NaCí, la cualfue seleccionadaparaposterioresestudios.

- A ~ ~

• 2-clorofenol, 276 sim

• 4-cloro-3-metilfenoL,282 nm

• 2,4-dic Lorofenol, 286 sim

• 2,4,6-trieLorofenol, 330 sim
• PentacLorofeno!, 336 nm
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0,12

0,10

CO
o
CO

o

.0

-1
0,08 —

0, 06

0.04 -]

0,02
0,00 0,02 0,04 0.06

[NaCI], M

0,08 0.. o

mm Wy=250 pl, (lrodadof4.5ml/mu, qTBA=’-2 ml/mu, q&,,íva,tcO.6 ml/mu. ¡~336 nm, [CF]=1Omg/L, [TBA~5OOmg/L, Lrcactoe3flcm, Lextradoel3Ocm

¡

Hg. 35.- Influencia de la fuerzaiónica (NaCí) sobrela altura del pico FíA del
sistemaclorofenol-TRA

D.2.2.c. Influencia de la concentraciónde TBA

Comosepusode manifiestoen los estudiosreferentesal métodomanual

para la determinación extractivo-espectrofotométricamulticomponente de

clorofenoles(capítulo D. 1.), el IBA favorecela extracciónen cloroformo de

los clorofenolesya seaenformaneutra,o mediantela formacióndelcorrespon-

dientepariónico clorofenol-IBA, debiendosiempreestarenexceso.

Puestoqueel efectode la concentraciónno tiene por que ser el mismo

en el métodomanualqueen FIA, seprocedióa estudiarde nuevoestavariable

química. Los resultadosexperimentales,representadosen la figura 36, muestran

s 2-clorofenoL, 276 sim

• 4-cloro-3-metilfenoL, 282 sim

• 2,4-dicLorofeno!, 286 sim
— 2,4,6-tricLorofenol, 330 sim

• PentacLorofeno!, 336 sim
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queparael 2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenol,los cualesse

extraenen forma neutramayoritariamente,la señalanalíticaes independiente

de la concentraciónde IBA en el intervalo de concentracióncomprendidoentre

100 y 1800 mg/L. La señal analítica correspondientea la extraccióndel par

iónico pentaclorofenol-IBAsolo seve afectadaa concentracionesmuy bajas

de IBA, mientrasquela extraccióndelpariónico 2,4,6-triclorofenol-IBAesel

que presentauna mayor variación en función de la concentraciónde IBA.

Comosepuedeobservara partir de 1500 mg/L de IBA la señalanalíticapresenta

un valor prácticamenteconstantepara este último caso, eligiéndosedicha

concentraciónde IBA paraposterioresestudios.

0,84

0,12 -

0,10-

o
CO 0,08-
CO

.0

o
<~ 0,06-

,0

0,04 -

0,02 -

0,00
200 400 600 800 LOGO 1200 1400 16001800 2000

[IBA], mg/L

X~.-336 WF~iOrngWjTBAp5OOrng~ L~do,=13O cmqdisdv~,,tj0•6 ml/mm.

O

• 2-clorofesioL, 276 orn

• 4-cloro.3.metilfesioL, 282 sim
• 2,4-dicLorofenol, 286 sim

— 2,4,6-tricLorofesiol, 330 sim

• PesitaclorofesioL, 336 sim

Fig. 36.- Influencia de la concentraciónde TBA sobre la altura del pico FíA del
sistemaclorofenol-IHA
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En la tabla XXVII se resumenlas condicionesexperimentalesseleccio-

nadasparala extracciónFíA de cadauno de los clorofenoles,obtenidasapartir

del estudiode las diferentesvariableshidrodinámicasy químicasrealizadoen

los apartadosanteriores.Los espectrosobtenidosde cadauno de los clorofe-

nolesbajo estascondicionessemuestranen la figura 37.

IABLA XXVII. Condicionesexperimentalesseleccionadas.MétodoFIA.

Variable Intervalo [Seleccionado

Variables hidrodinámicas:
Volumendeinyección(~il) 50-500 250

Caudal(ml/mu):
Podador 0.8-3.0 1.5

Reactivo(TBA) 0.8-1.5 1.2

Faseorgánica(CHCI3) 0.4-1.5 0.6

Reactor:

Longítud(cm) 15-50 30

Diámetrointerno(mm) 0.3-0.7 0.3

Buclede extraccion:

Longitud (cm) 60-180 130

Diámetro interno(mm) 0.3-0.7 0.3

Variables químicas:
pH 4.7-12 9.1

Fuerzajónica (NaCí,M) 0.00-0.09 0.05
[TBA],mg/L 100-1800 1500
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D.2.3.a. Seleccióndel intervalo de longitudes de onda

A partir de los estudioprevios realizadosparaponera puntoel método

manual,sededucequeunaadecuadaselecciónpreviade longitudesde onda,ya

seamedianteel númerode condición(cond(K)) o la relaciónSIN, haceaumentar

la precisióny exactitudde todos los métodosestudiados,con respectoal empleo

del espectrocompleto. Puestoque amboscriterios no mostrarondiferencias

significativasen los resultadosobtenidosal aplicarlosen los métodosde cali-

braciónmultivarianteestudiados,exceptoen el ILS (tablaXXVI), se eligió el

número de condición del intervalo de longitud de onda como criterio de

selecciónen estecaso.

El cálculodel númerode condición de la matriz de calibración(cond(K))

paradiferentesintervalosde longitud de ondaserealizóapartir de la matrizK

obtenidamediantecalibraciónmultivariante de regresiónclásicade mínimos

cuadrados(CLS). Esta matriz K, que tambiénpuedeser obtenidamediante

calibraciónmultivariantecon filtro de Kalman (KF), muestrasimilaresvalores

delcond(K)),comoquedódemostradoen el apartadoD. 1 .4.b. del métodomanual

(tablaXXII), dondeseapreciasimilarestendenciasen la variaciónde esteen

funcióndel intervalo de longitudde onda.

Las figuras 38 y 39 muestranlos resultadosde la variacióndel cond(K)

enfunciónde los intervalosde longitud de ondaquepresentanun menorvalor

dedichoparámetro.La figura 38 muestrala variacióndel cond(K)parael intervalo

comprendidoente el valor indicado en abscisas,que correspondeal limite

inferior, y 338 nm que correspondeal limite superiordel intervalo y que se

mantieneconstante.La figura 39 muestranuevamentela variacióndel cond(K)

pero ahoraparaintervalosde longitud de ondacrecientes,en los cualesel

limite inferior essiempre286nin y el superiorel indicadoen el eje de abscisas.
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Ambasfiguraspresentanun valor minimo,y por consiguienteóptimo, delnúmero

decondiciónparael intervalode longituddeondacomprendidoentre286-338nm.

12

10

2
ao
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4
2

F¡g. 38.- Variación del númerode condición (cond(jK)) para diferentes
intervalosde longitud de onda. (Cadaintervalocorrespondeal
comprendidoentreelnúmeroindicadoen abscisasy 338 nm).
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Fig. 39.- Variación del númerode condición (cond(K)) para diferentes
intervalosde longitud de onda. (Cada intervalo correspondeal
comprendidoentre286mu y elnúmeroindicadoen abscisas)
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D.2.3.b. Seleccióndel númerode factores en PCR y PLS

Uno de los pasospreviosparala aplicaciónde los métodosPCRy PLS

es la seleccióndel número óptimo de factoreso variableslatentes.En este

trabajo dicha selecciónse llevó a cabomediantela aplicacióndel método de

validaciónde cruce, paralo cual seconsiderarondiferentesgruposde mezclas

y los criteriosde selecciónpropuestospor Osten(429), Eastmenty Krzanowski

(428) y l-laalandy Thomas(528), así comola variaciónde la sumacuadrática

de los erroresresidualesdepredicción(PRESS)frenteal númerode factores.

Los resultadossemuestranen las figuras40 a 43 parael casodel PCRy

en las figuras 44 a 47 para el PLS, que comopuedeobservarseson práctica-

mentesimilaresparaambosmétodos.Atendiendoa los criteriospropuestospor

Osten (estadísticoF) y Eastmenty Krzanowski (Wa), amboscriterios dan

resultadosanálogos,independientementedel númerode gruposde mezclas

seleccionadosen la validación de cruce,siendoel númeroóptimo de factores

igual a 6 tanto parael PCRcomoparael PLS,valor éstequecorrespondecon

el primermínimo local del valor del PRESS(figuras 40 y 44), con el primer

valor del estadísticoF inferior al valor crítico segúnel criterio propuestopor

Osten(figuras42 y 46) y conel factoranterioral primero quepresentaun valor

de Wa inferiora 1 (criteriodeEastmenty Krzanowski)(figuras41 y 45).

Por otra parte, los resultadosobtenidosempleandoel estadísticoF

propuestopor Haalandy Thomasson flmción delnúmerode gruposdemezclas

seleccionadosen la validaciónde cruce,siendoel valor de este estadisticomayor

cuanto mayor es el número de grupos de mezclaspara ambosmétodosde

calibración. En el casodel PCR(figura 43) y considerandoel nivel de confianza

del 75% (ct=0.25) propuestopor estosautores,se observaque únicamenteen

el casode 5 y 10 gruposdemezclasel valor calculadode esteestadísticoF es
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Fig. 40.- Variación del PRESSen
el PCR.
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Fig. 42.- Variacióndel estadistico
fhctoresparael PCR.
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Fig. 43.- Variacióndel estadísticoF de Haalandy Thomasen función
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Hg. 44.- Variación del
el PLS.
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Fig. 46.- Variación del estadísticoE
factoresparaelPLS.
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menorqueel valorteórico cuandoel númerode factoresesel óptimo segúnlos

otros criterios.Sin embargo,y comoseñalanestosautores,la elecciónde dicho

nivel de confianzaescompletamentearbitrario por lo queseestudióotros niveles

de confianza,observándosequeesnecesarioaumentarhastaun 85% «yO.15)

paraqueel valor de F seleccionando50 gruposde mezclas,que significaeliminar

unaúnica mezclacadavez, seainferior al valor teórico. Parael casodel PLS

(figura 47) seobservaqueapartir deun nivel deconfianzadel76%(ct=O.24)el

valor calculadodel estadísticoF esmenorqueel teórico paratodos los grupos

de mezclas,el cual esprácticamenteigual al propuestopor Haalandy Thomas.

En definitiva, de lo anteriormenteexpuesto,se puedeconcluir que el

númerode factoresóptimo tanto parael PCRcomopara el PLS es en ambos

casosigual a6, ya queestevalor esel queseobtienesiguiendotanto el criterio

deOstencomoel de Eastmenty Krzanowski. En cuantoal criterio de Haaland

y Thomasestenúmerode factoresno seobtieneparatodoslos gruposde mezclas,

salvo que se considereun nivel de confianzaalgo mayor del recomendadopor

estosautores.

D.2.3.c. Detección de mezclasde calibración que se encuentran

fuera del intervalo niuestral (“outliers”)

Se buscóla posible presenciade mezclasde calibración que no se

encuentranfuera del intervalo muestral, tambiénconocidascomo “outliers”.

Comoessabido,cualquierprocedimientoquese apliqueparabuscar“outliers”,

debeofrecer la protecciónnecesariapara evitar declararmuchoscasoscomo

tales“outliers”. Esto haceque searecomendableel uso simultáneode diferentes

parámetrosy testsestadísticos.En estecasosehanconsideradoel efectoleva,

los residualesdeStudenty la distanciadeCook.
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El efectolevao “leverage”(hj esun parámetromuy utilizado, queconsiste

en una estimaciónde la distanciarelativa de la señalanajitica obtenidapara

cadaunade las mezclasde calibraciónal centrodel conjunto de dichasmezclas.

Fonnalmentehablando,el efectolevaesdefine comola distanciadeMahalanobis

que, para el casode los métodosde calibraciónmultivarianteCLS, ILS y KF

viene dadapor la expresíon:

h, =a1Y(A
TA)’a,

dondea
1 esla señalanalíticade una determinadamezclade calibracióny A es

la matriz de señalesanalíticasqueincluye todaslasmezclasde calibración.En

el casopaniculardelPCRy PLS, esteefectolevaviene dadopor la expresión:

h.=I±t[(TTTYIt,
m

dondet1 esel vectorde “scores” de unadetenninadamezcla,T esla matriz de

“scores” del conjuntode calibracióny m esel númerototal de mezclasde cali-

bración.Un valor pequeñodel efectoleva significaque la mezclaestácercadel

centro del conjunto de calibración,mientrasque un valor alto del efectoleva,

debido posiblementea un valor extremode la señalanalitica,significa que dicha

mezcla se encuentralejos del centro, por lo que puedetenerun gran efecto

sobreel resultadofinal de la estimaciónde la concentración.Por definición el

efectoleva se encuentraen el intervalo comprendidoentre hmy 1, es decir,

hm ch1 c 1, mientrasque su valor medio es p/m dondep es el númerode

longitudesde ondaseleccionadasenel casodelCLS, ILS y KF, o el númerode

factoresseleccionadosen el casodel PCRy PLS. En la figura48 se muestrael

valor de h, paracadauna de las mezclasutilizadas la etapade calibración

(tablaXXVIII), parael casode los métodosdecalibraciónmultivarianteCLS,
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b

Mezcla

Fig. 48.- Efecto leva de cadamezclade calibración para los
métodosde calibraciónmultivarianteCLS,ILS y KF

ILS y KF, observándoseque todos los valoresse encuentranalrededorde la

media,no apreciándosevaloresmuy extremos.

En el casodel PCRy PLS, debido a suscaracterísticasespeciales,este

efecto leva suelerepresentarsefrente a la varianzaresidualespectralde cada

unade lasmezclas(358), la cualvienedadapor la expresión:

s(ef =±e/(dflm)

dondee,~ representanlos residualesespectralesde cadamezclade calibracióny

df son los gradosde libertaddel modelo, que en estecaso vienendadospor

dfr(l-fgm-f-1), siendo 1 el número de longitudes de onday f el númerode

factoresutilizadosenel modelo.En lasfiguras 49 y 50 serepresentanel efecto

levafrentea la varianzaresidualparael casodelPCRy PLS,respectivamente.

h.

0,8
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En estasfiguras serepresentan,igualmente,los valoreslimites tantopara

el efectoleva comopara la varianzaresiduala partir de los cualessepueden

considerarqueunamezclaesanómaladesdeel puntodevistaespectral.Dichos

valoreslímitesvienendadospor:

h1>2pIm

s(ef >2s(ef

dondes(e)
2esla varianzaresidualespectraltotal queviene dadapor:

ml

s(e)2zrZXe~ df
i=1 j=t

A partir de estasfiguras, se puedeobservarque en el caso del PCR

cuatro de las mezclaspresentanun valor grandede la varianzaresidualy una

presentaun valor del efecto leva superioral valor limite, mientrasque en el

caso del PLS solo unamezclapresentaun valor alto de la varianzaresidual

mientrasque otra tiene un valor del efecto leva también superioral valor

crítico, no encontrándoseen ningún caso,ningunamezclaquepresenteambos

parámetrossupenoresa su valor límite; de haberocurrido así, esasmezclas

habríansido consideradasfueradel intervalomuestral(“outliers”).

No obstante,la búsquedade posibles“outliers” sesuelerealizarapartir

de los residuales,ya seande la señalanalíticaparalos métodosclásicos(CLS y

KF) comode la concentraciónparalos métodosinversos(ILS, PCRy PLS). En

este sentido, se estudio un parámetroconocido como residual de Student

(376,385). Dicho residual, obtenido para cada mezcla, se comparacon la

distribución£ de Studenta un determinadonivel de confianza.Existendostipos

deresidualde Student,denominadosresidualinterno(rj y residualexterno(t),

los cualesestáninterrelacionadosy vienendadospor las expresiones:



228 D. ResuLtados y Discusión

~éi

GI—h

1t5zPrt2ti:::

dondeé1 es

ILS, PCRy

el residualde cadamezcla,expresadocomo c141 paralos métodos

PLS y como a1-á1 parael CLS y KF y a es el error estándarde

dichosresiduales.

El residualexternode Studentesel quenormalmentesecomparacon la

distribución 1. En las figuras 51 a 55 se muestranlos valores de t1 de cada

mezclaparalos métodosCLS, ILS, KF, PCRy PLS, respectivamente.En todos

los casos se puede observarque dichos residualesexternos de Studentse

encuentranpor debajodel valor crítico al nivel de confianzadel 95% y, como

consecuencia,ningunade lasmezclaspresentadesviacionesanómalasdesdeel

punto de vista de la concentración.Por otra parte, se puedeobservarla gran

similitud entrelos resultadosobtenidosmediantePCRy PLS.

3,53

ti 3

2

‘3
50

Mezcla

Eig. 51.- ResiduaiexternodeStudentde cadamezclade calibración
paraelmétodo CLS.

O LO 20 30 40



D. Resultados y Discusión

50

Mezcla

Hg. 52.- Residualexternode Studentde cadamezclade calibración
para el método KF.

4
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o

Fig. 53.- Residualexternode Studentdecadamezclade calibración
paraelmétodo¡LS.

229

O U 20 30 40

1’

Mezcla



D.Resultados y Discvsión

4

3,54

t. 3

2

o

Hg. 54.- ResidualexternodeStudentdecada
parael métodoPCR.
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F¡g. 55.- Residualde Studentexternode cadamezclade calibración
para el método PLS.
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Por último, tambiénseestudiootroparámetro,denominadodistanciade

Cook (Di) (376,385)queestárelacionadocon la influenciao importanciade

las mezclasen la estimacióndel modelo de calibración. Esta distanciade

Cookviene dadapor la expresión:

donderl es el residual interno de Studenty h es el efecto leva, los cuales

hansidodefinidosanteriormente.El valorde esteparámetrosecomparacon

una distribución F de Snedecor.Una forma de comprobarla influencia de

cadamezcla,esrepresentarel logaritmonaturalde cadaunode los términos

quefonnanpartede dichoparámetro,es decir, log(r1
2) frentea log(h/p(1-h

1))

(529). En las figuras56 a 60 semuestranlos resultadosde cadamezclapara

cadauno de los métodosde calibración asícomo el contorno de valores

constantesde log(D1) a un nivel de confianzadel 10% el cual, quecomoya

se ha comentadoanteriormente,está relacionadocon la distribución F de

Snedecor.Como puedeobservarse,para todos los métodos, los valores de

todaslas mezclasseencuentranpor debajode dicho contornoo valor crítico,

lo que significa que ningunamezclatiene unagran influenciaen la estima-

ción de los diferentesmodelosde calibraciónmultivariante.Al igual que en

el casode los residualesde Student,se observauna gran similitud entrelos

métodosPCRy PLS.
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Este estudiorealizadopara la detecciónde posiblesmezclasde cali-

braciónque seencuentranfueradel intervalo muestral,ponende manifiesto

que, en este caso, el diseñoaleatorio de 50 mezclasde calibración(tabla

XXVIII) que seva a utilizar parael estudiocomparativode los métodosde

calibraciónmultivarianteCLS, ILS, KF, PCRy PLS, es, desdeel punto de

vista estadístico,suficientementerepresentativocomoparaque las diferen-

cias que se puedanapreciaren la etapade validación seanconsecuencia

únicamentedelmétodode calibraciónempleado.
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D.L3.d. Etapa de validación

La precisióny exactituddecadaunode loscinco métodosde calibración

multivarianteestudiados(CLS, KF, ILS, PCRy PLS)ha sido evaluadaa través

de36 mezclasdevalidacióngeneradasaleatoriamente(tablaXXIX) y mediante

el cálculode los correspondientesvaloresdeRPE,SEPy R2, deunmodosimilar al

seguidoenel métodomanual(capituloD.I).

Antes de estacomparaciónglobal entremétodos,seprocedióa estudiar

la concordanciaexistenteentre la concentraciónreal y la estimadapara cada

clorofenol y cadamétodo de calibración. Los resultadosse muestranen las

figuras 61 a 65. Comopuedeapreciarseel 2-clorofenolno muestradiferencias

significativas(a=O.05)ni en la pendienteni en la ordenadaen el origen, para

ningunode los métodosde calibraciónestudiados.El 2,4-diclorofenolpresenta

diferenciassignificativascuandola estimaciónde la concentraciónsehacea

partir de los métodosde calibraciónmultivariante CLS y KF, y el 4-cloro-

3-metilfenolpresentadiferenciassignificativasparael KF y enla ordenadaenel

origen para el CLS. El 2,4,6-triclorofenolpresentadiferencias significativas

paratodoslosmétodos,pero solamenteen la ordenadaen el origen,no así en la

pendiente,lo queindica quelas diferenciasvienendadaspor errorespuntuales

de algunasde las estimaciones.Finalmente,el pentaclorofenolmuestradife-

renciassignificativasen cuantoa la pendiente,paratodoslos métodosestudiados,

lo queindica quela estimaciónde esteclorofenol estásometidoaalgúntipo de

error sistemático.Como seaqueel estudiorealizadoen D. 1.3.b., relativo a la

validacióndel métodomultivarianteCLS de forma manual,no se encontraron

diferenciassignificativasni en la ordenadaenel origen,ni en la pendiente,y en

eseestudiono se incluía el 2,4,6-triclorofenol,puedesuponerseque el error

sistemáticoahora,tengarelacióncon la presencia/ausenciade estefenol, ya

queambosfenolespresentanespectrosmuy parecidos.Paracomprobaresta
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posibilidad,seestudiópor separadola correlaciónexistenteentrela concentración

realy la estimadade pentaclorofenolen aquellasmezclasdevalidaciónqueno

contenían2,4,6-triclorofenoly las que sí conteníaneste fenol. La figura 66

muestraen rojo las rectasajustadasconsiderandosolamenteaquellasmezclas

queno contienen2,4,6-triclorofenol,y ennegrotodaslas demás.Como puede

apreciarse,salvo el ILS, ahorano seencuentrandiferenciassignificativasni en

la ordenadaenel origenni en la pendientecuandoen el cálculode estasno se

incluyen lasmezclasen las queel 2,4,6-triclorofenolseencuentraausente;por lo

quepodríaconcluirsequeel error sistemáticoen laestimacióndel pentaclorofenol

estáen relacióncon el empleode mezclasen las queel 2,4,6-triclorofenolse

encuentraausente.

En cuantoa la comparaciónglobal de los diferentesmétodosde calibra-

ciónmultivarianteaplicadosenETA, en las tablasXXX, XXXI, XXXII semuestran

los valoresdeRPE, SEPy R2 decadaclorofenolparacadamétododecalibración.

Clorofenol CLS }KF¡J~j PCR

73 64 97 82

PLS

2-clorofenol 82

4-clár&3-metilfenol’ 13 12 19 - 11 11

2,4-diclorofenol 9.2 9 4 9.5 8.5 8.5

...Z4.6-triclorofenol 16 y- ~.<.. «.25 36 16

Pentaclorofenol 9 8 9 6 9.9 9.5 9.5

MRPE- - - 11
—

1Ú 35 10 10

TABLA XXX. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%)
métodode calibración.

para cada
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TABLA XXXI. SEP(nigfL} de cadaclorofenol y SEPT (mgIL) para
cadamétodode calibración.

PCR=
0.47

- - 0.57

0.44

12.......016

0.49

Clorofenol CLS KF ILS PLS

2-clorofenol

4-cloro-3-xnetiltbno¡

2,4-diclorofenol

2,4,6-triclorofrna1

Pentaclorofenol

0.41

0.66

0.47

014

0.50

0.37

0.63

0 48

0<57

0.50

0.55

0.99

0.49

0.51

0.47

0.57

0.44

.<..Q.77..

0.49

SEPT - 0.57 032 0.80 0.56 056

TABLA XXXII. R2 decadaclorofenolparacadamétododecalibracion.

Clorofenol CLS] KF liS {PCR~ PLS

2-clorofenol 0.978 0.998 0.885 0.940 0.940

4-cloro-3-metiltbnol 0.878 ‘0,798 0.882 0,926 0926

2,4-diclorofenol 0.925 0.902 0.961 0.966 0.969

2,4.6-triclorofen 1 ‘-. O 921 0918. .Q965. 0.923 .~ 0921.

Pentaclorofenol 0.907 0.904 0.905 0.893 0.896
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A partir de estastablasse observaque el KF es el que presenta,en

general,un valor másbajo del RPE para cadaclorofenol, mientrasque a

nivel global (MRPE) tanto el KF como el PCR y PLS muestranel mismo

valor. Por otra parte, el ILS presentalos peoresresultados,tanto a nivel

individual comoglobal,y el PCRy el PLS dan lugar a resultadossimilares

tantoparael RPE comopara el SEPy el R2. En cuantoanivel individual, el

pentaclorofenoltiene valoresde RPE prácticamentesimilaresen todos los

métodos,el 2,4,6-triclorofenoles el quepresentalos peoresresultadoscon

todos los métodos(RPE=12%),mientrasque el 2-clorofenol, el 4-cloro-

3-metilfenol y el 2,4-diclorofenolpresentanerroresdispares,dependiendo

del métodoutilizado.

En cuantoal valor del SEP,la comparacióndevarianzas(SEP2)muestra

que únicamenteel ILS presentadiferenciassignificativas al 95%, a nivel

global (SEPT) con todos los demásmétodos,cuandosecomparanentre sí

(tablaXXXIII). A nivel individual, el 2-clorofenolmuestradiferenciassignifi-

cativasentreel ILS con el CLS y KF; el 4-cloro-3-metilfenolmuestradife-

rencias significativas entre el ILS con todos los demás métodos y el

2,4,6-triclorofenolmuestradiferenciassignificativasentreel ILS con todos

los demásmétodosy entreel KF con el PCRy PLS. El 2,4-diclorofenoly el

pentaclorofenolno muestrandiferenciassignificativasal 95% entreninguno

de los métodosde calibracion.

Por último, en cuanto al Rl únicamenteel 4-cloro-3-metilfenolutili-

zandoel métodoKF presentaunabaja correlación(R0.893),mientrasque

los demásclorofenolespresentanuna correlaciónaceptablecon todos los

métodos(R>0.9).



fl
R

esultados
y

D
isc,>si&,

o
...o

—
—

9
.0

—
—

o
.0

..

C
C

-4~
2-’2~

2
-
2

2

‘2
t

2
~

:
2

C
C

-4C
C

—
‘~<9>

—
‘tq

’
—

‘

ee.n

M
.J

—

A
’~

—
e

S
—

J
<

’i

C
C-4

N
U

~
9

•‘~
j9

e
ir*

—
—

~

~
~

Z
2Z

Z
2

2

-4
.9

—
—

O
—

~
‘

—
—

—
CCCC-4Q

l

C
C

-4O

~
2

:~
‘

~
Z2

—

[-‘.4
‘e

n
Q

Q
Q
W

O

OO
O

jo
E—.

C
C

‘O
—

—
rl

o
e

’

245

a>cecd

4->E‘o.5ceu
-

-ee.>4>
-erl,
o-ao‘a)ECOO>

4-5O
>

u
-

a>‘Ooa>4-,
4->a->

‘o.5‘eo
,

EoOoa>
e

..-
o3--
oore
-areocea3

-,
reo

,
o-eree.’>e.)

•<

rs
-

tio-’

[-A
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A la vista de los resultadospodemosconcluir quetanto el PCRcomoel

PLS son los métodosquepresentan,en general,los mejoresresultadosparala

determinaciónconjuntade cadaunode los clorofenoles,con un menorerrorde

prediccióny unamayor correlación,seguidospor el CLS. El ILS esel método

quemuestralos peoresresultados,presentandolos mayoreserroresrelativosde

predicción,tanto a nivel individual paracadaclorofenol (RPE), comoa nivel

global (MRPE). Estamismatendenciase observacuandola comparaciónentre

métodos se hace por medio del error estándarde predicción tanto a nivel

individual (SEP),comoanivel global (SEPT).



247D. ResuLtados y Discusión

D.2.4. Determinaciónmultivariantede clorofenolesen diferentes

tipos de aguas

Convistasa evaluarla aplicabilidadde los métodosmultivariantesen la

determinaciónextractivo-espectrofotométricade los clorofenolescontaminantes

prioritarios, 2-clorofenol,4-cloro-3-inetilfenol,2,4-diclorofenol,2,4,6-triclorofenol

y pentaclorofenol,se procedió a la determinaciónde estos compuestosen

diferentestiposde aguas,quetrascomprobarqueseencontrabanlibresde fenoles,

al menosen cantidadesdetectablespor el procedimientopropuesto,se las

añadióentre0-200 ~ig/Ldecadaunode los clorofenoles,paraasí, simularen la

medidade lo posiblelascantidadesquepuedenllegara encontrarseen estetipo

de muestras,y que, de acuerdocon la regulaciónde la Unión Europearelativas

a la calidad requeridapara las aguassuperficialesdestinadaa producciónde

aguapotable, no puede ser superiora 0.1 mg/L (292), y en lo relativo a la

calidadde lasaguasdestinadasabaño,el límite seencuentraen 0.05mg/L (293).

Puestoquelas concentracionesa las quelos clorofenolesseencuentran

en estetipo de muestrases muy inferior a las que los métodosmultivariantes

propuestosaquí puedenser aplicados,el procesoanalíticode determinación

requiereun pasoprevio de preconcentraciónmedianteel empleode unaresma

poliméricaXAD-4, adsorbentehabitualmenteutilizado en la preconcentración

de fenoles y con el que se obtienenrecuperacionespróximas al 100%. El

procesode preparaciónde la resma,asícomoel procedimientode preconcen-

tracióny elución de los fenolesseencuentrandescritosen el apartadoC.4.2.b.

Comomatrizde calibraciónparala aplicaciónde los diferentesmétodosmulti-

variantes,se ha empleadola misma que se utilizó en el estudioprevio de

determinaciónde clorofenolesmediantecalibraciónmultivarianteen FIA y

espectrofotometríaderivada(apartadoD.2.3.).
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D.2.4.a. Agua purificada (MiIIi Q)

Con el fin de evaluar los posiblesefectosde matriz quelos diferentes

componentesdel aguapuedentener sobre el resultadofinal del análisis; así

comoparacomprobarla eficaciadelprocesode preconcentracióny elución, se

hizo previamenteun estudiode la recuperaciónde los distintosclorofenolesen

aguapurificadamedianteun aparatode Milli Q. Se analizaron,siguiendoel

procedimientode preconcentracióny determinaciónen FIA descritoen C.4.2.b.,

10 mezclasde aguapurificadamedianteun aparatoMilli Q y quecontenían

entre0-200 gg/L de cadaclorofenol estudiado.La determinaciónde los cloro—

fenolessehizo de forma conjmmtaaplicandolos cinco métodosde calibración

multivarianteestudiados.

Los resultadosobtenidosparacadauno de las 10 muestrassepresentan

en la tabla XXXIV, dondese apreciala capacidadpredictiva de los diferentes

métodos estudiados,incluido los casos en que había ausenciade algún

clorofenol.Larecuperaciónmediaasícomolosvaloresde RPEy SEPsemuestran

en las tablasXXXV, XXXVI, XXXVII. A la vistade estosresultadosseobserva

que la recuperaciónmedia se encuentraalrededordel 100% para todos los

clorofenolesy métodosdecalibraciónestudiados.Sin embargo,en cuantoa los

valoresde RPEy SEP, el métodoCLS esel quepresenta,engeneral,los mejores

resultados(RPE=7.2%y SEP=7~.tg/L),siendo,por el contrario, el métodoILS

el quepresenta,comoen los casosanteriores,los resultadosmásinexactose

imprecisos,mientrasque el PCRy PLS muestranresultadossimilares,confir-

mandoprácticamentelos resultadosobtenidosen la validaciónde cadauno de

los métodosde calibración.
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TABLA XXXIV. Determinaciónmultivariantede clorof’enoiesen aguaMliii Q.

249

Muestra 1CLS~ KF lIS
—

E 1 Rec[ E Rec
=

2CF 120 116 96.7 120 100 138 115

PCR [ PLS
—T ~1~ —

EIRecl E Rec

114 95.0 114 95.0

41~MF 120 W..9~ . 127’ 106-127 19 U 95.0 1$ SP

DCF 100 102 102 101 101 104 104 97 97.0 98 98.0

- TCF 140 139 99+3 ~I42 106 9139 99.3 144 103 143 102

PCF 120 118 98.3 119 99.2 109 908 119 99.2 119 99.2

2CF 140 134 95.7 138 98 6 131 93.6

4C3MF 100 97 97.0 102 102 92 92.0

136 97.1 136 97.1

100 ~lO0 100 ‘ 10(1

DCF 60 55 91.7 56 93.3 56 93.3 56 933 56 93.3

.TCF .80 74 3 SQ 100 24 7$. 938 74 2.5

PCF 100 94 940 94 94.0 88 88.0 93 93.0 92 92.0

2CF 120 125 104 128 107 124 103 126 105 126 105

4C3MF 80 77 96-3 87. 109 ‘-93 116 79 98.2 79 982

DCF 140 144 103 143 102 143 102 145 104 145 104

TCiE 60 61 102 68. 113 51 95.0 61 102 60 100
PCF 60 60 100 60 100 52 86.7 59 98.3 59 98.3

2CF 100 95 95.0 99 99.0 85 85.0 99 990 98 98.0

4C3MF 14 143 102 15 -111134 95,1~ 136 97.1 ¡36 971
DCF 100 94 94.0 93 93.0 113 113 110 110 110 110

TCP SO 88 110 97 121 76 95,0 60 75.0 60 750

PCF 40 39 97.5 40 100 44 110 33 82.5 32 80.0

2CF O a — e — e — e —-u o —

403MF 140 136 971 i45~ - 104 141 101 131 9%6 J31 93.6
DCF 100 96 96.0 94 94.0 108 108 103 103 104 104

TCF 140 - 14! 101 15<> jO? A6 971 126 90.0 125 89.3

PCF 120 117 97.5 118 98.3 120 100 114 95.0 113 94.2

2CF 100 97 97.0 99 99.0 104 104 103 103 103 103

4C3ME 0- ~-. — — —

DCF 60 61 102 61 102 65 108 64 107 64 107

- TGI? 80- - 79- 98.8 82 103 82 103 80 100 79 98.8

PCF 60 58 96.7 58 96.7 51 85.0 56 93.3 55 91.7
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TABLA XXXIV. (cont.)

Muestra

P ~E)Rec

KF ¡ ILS PCR PLS

El RecE Ree E Rec Rec

2CF 120 117 97.5 121 101 133 111 116 96.7 117 97.5

-. 4cXIMF 100 99 9%O 110 10. 107191. .105 105 103’ 105

DCF O — e — e — e — e

TOP’ 100 -111 fil ‘Hill?- 134 134 123 123 122 ‘122

PCF 140 137 97.9 138 98.6 142 101 138 98.6 138 98.6

2CF 140 146 104 150 101 152 109 147 105 147 105

4C3MF 80 83 104 -94 118 97 121 90’ 113 90 113

DCF 140 142 101 141 101 141 101 135 96.4 135 96.4

“TOP’ “ o “ — —

PCF 100 99 99.0 100 100 108 108 102 102 102 102

2CF 160 158 98.8 163 104 166 104 158 98.8 158 98.8

‘4C3MF 160 154 963’ 170- 106 148 92.5 140 873 140 87~5

DCF 200 198 99.0 198 99.0 215 108 214 107 215 108

TCF 120 130 108’ 142 118 95 79.2 - 99 825 98 81.7

PCF O — — e — e — e —

2CF 100 112 112 117 117 126 126 108 108 108 108

.4c3MiF .180. 177 .98.3 iS 107173 961 167 92,8 166 92.2

DCF 120 119 99.2 118 98.3 125 104 121 101 121 101

TCF 140 143 102 155 III - 151 108 135 96.4 134 95>7

PCF 140 146 104 147 105 148 106 145 104 145 104

P: Puesto(¡.tg¡L)
E: Estimado (pg/L)
Rec: Recuperación(%)

e valorespordebajodel limite de detección(L.D. = t(99%)SEP)
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TABLA XXXV. Recuperaciónmedia Q/o) de cadaclorofenol para cada
métodode calibraciónen aguaMilil Q.

Clorofenol CLSJKF¡ILS¡PCR¡PLS

2-clorofenol 100 104 106 101 101

4-cloró-3-mettlfenol 9SA~ 109- 103 9&1 98.0

2,4-dicíorofenol 98.7 98.2 105 102 102

Z4-6-tñckrof¿»qí... 1-aV.. >4 1.. l~00 $12

Pentaclorofenol 98.3 99.1 97.3 96.2 95.6

Clorofenol [CLS KF RS PCR PLS

2-clorofenol 5.1 6.1 12 4.5 4.5

-4-cloro-3-metilfenól 2.8 -‘ 8.2 7.6 8,0 8:1-

2,4-diclorofenol 3.3 3.6 7.0 5.6 5.8

2,4.6-triclorofén t2 12’ 14 “ 12. - .1.3.

Pentaclorofenol 4.9 5.0 76 5 5.2

MRPE 4.5 6.8 93 70 7.1

TABLA XXXVI. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada
métodode calibraciónen aguaMilil Q.



D. Resultados y Discusión

TABLA XXXVII. SEP (~g¡L) de cadaclorofenol y SEPT (pg/L) para
cadamétodode calibraciónen aguade MilIi Q.

Clorofenol CLS KF liS PCR PLS

2-clorofenol

‘4-clow-3-rnetilfenol

2,4-diclorofenol

..2,4.6-triclorofenol..,

Pentaclorofenol

~

~

~

~..7i

5

1

10- ¿

4

- 13

5

14

9

8

14

7

1

10

6

5

‘

‘10

7

1.3

5

SEPT 5 8 11 8 8

En cuantoa la comparaciónestadísticaentre el CLS y los demás

métodos,el criterio F aplicadoa los valoresde SEPparaun nivel de confianza

del 95%, muestraque existendiferenciassignificativas solamenteentre el

ILS y el CLS a nivel global (SEPT) (tablaXXXVIII). A nivel individual se

ha encontrado que el CLS es significativamente mejor que los demás

métodosmultivariantesparala determinacióndel 4-cloro—3-metilfenoly el

252

2,4,6-triclorofenol.
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TABLA XXXVIII. F calculadopara cada clorofenol. Comparación
entre el CLS y los demásmétodosde calibración
multivariante en la determinaciónde clorofenoles
en aguaMilíl Q.

CLSIILS CLSIKF CLS¡PCR CLSIPLS

2CF 5.4 lA 14 14

“4C3ME .9.0<, U.

1 1

DCF 4.0 1.0 2.3 2.3

- 4.& 3.4 - 3.4 3.4

PCF 2.0 1.0 10 1.0

Total 4.8 2.6 U - 2.6

Fcrit(95%) = 2.98

D.2.4.b. Agua de consumopúblico

A continuación,seestudióla detemúnaciónde los clorofenoles2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol,2,4,6—triclorofenoly pentaclorofenolen

9 muestrasdeaguadeconsumopúblicoobtenidasenel propio laboratorioalas

queseles añadió,comoen el casoanterior,entre0-200 gg/L de dichoscloro-

fenoles.El resultadode las determinacionesse muestraen la tablaXXXIX a

nivel individual y la recuperaciónmediaasí como losvaloresde RPEy SEP se

muestranen lastablasXL, XLI, XLII. A la vista deestosresultadosseobserva

que la recuperaciónmediaseencuentra,comoen el casoanterior,alrededor

del 100% paratodoslosclorofenolesy métodosdecalibraciónestudiadosexcepto
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TABLA XXXIX. Determinación multivariante de clorofenoles en agua de
consumopúblico

Muestra¡CLSJ KB ¡ ES JPCR ¡ PLS

IP[E¡RecJ E [Ree1 E ReclE lRec[ E 1 Rec
2CF 140 138 98.6 143 102 134 95 7 138 98.6 138 98.6

4C3MF 120 .122.102.‘135 3113 94.2. 116 96IJ$. 961

DCF 120 128 107 128 107 125 104 135 113 135 113

TCF IOÓ 103 103 112 112 94 94» ‘ 91 91.0 “90’ 90~0

PCF 100 106 106 107 107 105 105 104 104 103 103

2CF 100 96 96.0 99 99.0 82 82.0 98 98.0 98 98.0

4cáM 80 77 96.3 - 86 108 62 77.5 73 41.3 73 91.3

DCF 140 139 99.3 138 98.6 138 98.6 150 107 150 107

TCF. 120 122 .102 129 ‘89 74.2 . 194 86.7 103’ $6.7

PCF 80 76 95.0 77 96.3 71 88.8 72 90.0 72 90.0

2CF 160 158 98.8 163 102 140 87.5 160 100 160 100

4C3MF 100 95 95.0 ‘107 107 92 92.0 98 98.0 ‘ 98 98.0

DCF 100 106 106 105 105 100 100 107 107 107 107

TCF o — — e — — —

PCF 140 140 100 141 101 159 114 139 99.3 139 99.3

2CF O e — e — e — e — e —

4c3MF 160 167 .104. 178.. 1.11 15] 94.4 155 969 155 969

DCF 160 162 101 159 99.4 163 102 168 105 169 106

TCF 140 159 114 171 122 137 97.9 143 102 141 101

PCF 140 148 106 149 106 139 99.3 145 104 145 104

2CF 60 63 105 64 107 64 107 67 112 67 112

4C3MIP O e — e — e — e — e —

DCF 120 123 103 121 101 122 102 127 106 128 107

TCF 80 94 liS 99 124 80 100 89 111 88 110

PCF 120 124 103 124 103 119 99.2 121 101 121 101

2CF 180 188 104 192 107 189 105 190 106 190 106

-4Q3M1 60. 56 93.3 67 112 . M 85.0 60 109 59 983

DCF O e — a — e — e — a —

TCF 160 171 107 174 109 157 98.1 165 103 164 102

PCF 60 66 110 67 112 63 105 64 107 64 107

254
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Muestra cLsJ KB 1 liS PCR J PLS

JPEjRecJ E Rec E Rec E(Rec¡_E Rec

2CF 160 151 94.4 156 91.5 135 84.4 153 95.6 153 956

4C3MF 180. 16,7. .92.8 .182. 10 158 £ 16$ 9V? ¡5.9W

DCF 60 57 95.0 59 98.3 49 81.7 64 107 64 107

T~F 60 57 95.0 65; -l9#v’r — <-‘—

PCF O — e — e — — e —

2CF 140 ‘ 134 95.7 138 98.6 128 91.4 133 95.0 134 95.7

4C3MF 140< 134 95)7 14 106’ -4.14 8L4< 12&{ 91~4 128 9L4

DCF 80 75 93.8 75 93.8 75 93.8 82 103 83 104

TCF 120- 118’ 98.3 127’ ‘ía& “116-961’ 1~”’ 861 ‘103” 85,8’

PCF 120 127 106 127 106 129 108 123 103 123 103

2CF 200 194 97.0 200 100 181 90.5 193 96.5 193 96.5

4C3MF 180 171 98,3 195 l~t’ ~ 87.2 ~162 90.0 162 90,0

DCF 140 145 104 146 104 144 103 161 115 162 116

TCF 140 133 95.0 145 1Ó4 87 021 102 72» lOO 714

PCF 60 57 95.0 58 96.7 47 78.3 53 88.3 52 86.7

P: Puesto(jig/L)
E: Estimado «¡g/L)
Rec: Recuperación(%)

e valorespordebajodel limite de detección(L.D. = t(99%).SEP)



256 D. ResuLtados y Disensión

TABLA XL. Recuperación media (%) de cada clorofenol para cada
métodode calibraciónen aguade consumopúblico.

Clorofenol CLS KB its PCR PLS

2—clorofenol 98.7 102 929 100 100

4-eloro-3-metilfenol q~’ 108 - 87.4 ‘-94>5 - 94.3 -

2,4-diclorofenol 101 101 98.1 108 108

Z,4.6-trictorofenoi 104 112 ~..89.O ..9i3~ .90

Pentaclorofenol 103 104 99.7 99.6 99.3

TABLA XLI. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada método
decalibraciónen aguade consumopúblico.

Clorofenol CLS KB lbS PCR PLS

3.4

8.4

3.7

5.3

11

13

5.3

20 .

8.9

4.2

7£

9.4

15

4.8

2-cíorofenol

4-cloro-3-metilfenol

2,4-diclorofenol

Z4.6-tríclorofenol -

Pentaclorofenol

3.8

4.7

4.1

t4....13....

4.9

4.2

7.6

9.1

.. 14......

4.7

MRPE 5,2 6,8 10 7.4 74
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TABLA XLII. SEP«¡g/L) de cadaclorofenol y SEPT «¡gIL) para cada
métodode calibraciónen aguade consumopúblico.

Clorofenol CLS
=

5

KF lis PCR PLS

2-clorofenol 5 15 6 6

4-cloto-3-metilfepol ~‘‘~ 16» 101 - 10. -

2,4-diclorofenol 6 10 11

...2,4.64ri4rofen ~~~,22’- <iT. .2’..
Pentaclorofenol 5 5 9 5 5

SEPT - 6 9 15 10 10

parael 4-cloro-3-metilfenoly el 2,4,6-triclorofenolen el casodel ILS cuya

recuperación,en amboscasos,esinferior al 90%. En cuantoa los valoresde

RPEy SEP,los resultadosmásexactosy precisosseobtienen,al igual queen

el aguaMilli Q, conel métodoCLS (RPE=8.4%y SEP=9jig/L), siendoigual-

menteel ILS el quepresenta,engeneral,los peoresresultados,mientrasque

el PCRy el PLS muestranresultadosmuy similaresentresí.

En cuanto ala comparaciónestadísticaglobal (SEPT)de los métodos

de calibraciónmultivariante,y al igual que en el aguaMili Q, únicamenteel

ILS muestradiferenciassignificativascon el CLS al nivel de confianzadel 95%,

mientrasquea nivel individual, sehanencontradodiferenciassignificativas

entreel CLS y KF parael 4-cloro-3-metilfenoly entreel CLS y el PCRy el

CLS y PLS parael 2,4,6-triclorofenol(tablaXLIII).
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TABLA XLIII. E calculadoparacadaclorofenol. Comparaciónentre
el CLS y los demásmétodosde calibraciónmultivariante
en la determinación de clorofenoles en agua de
consumopúblico.

Fca¡

CLS/ILS CLS/KF CLS/PCR CLS/PLS

1.0

1.6

1.0

1.4

2.8

1.0

1.4

“‘‘2.8’ -‘

2.3

3.6

1.0

2CF

“4C3MF’

DCF

‘TCF-

PCF

9.0

‘ “7.1 “‘‘““3.4””’’’2.S’

1.4

6.0 ‘‘“2.4 3J””’’”

3.2

Total 6.3 2.3 2.8 2.8

Fcrjt.(95%)= 3.18

D.2.4.c. Agua de río

Se ha estudiadola determinaciónde los clorofenolescontaminantes

prioritariosen muestrasde aguade río. Tras comprobar,siguiendoel método FíA

propuesto,que las muestrasno contenianfenoles, al menosen cantidades

detectables,seañadieronestosenconcentracionescomprendidasentre0-200 pg/L.

Seguidamentesedeterminóel contenidode cadaclorofenol siguiendoel mismo

procedimientoque encasosanteriores.Los resultadosobtenidospara9 muestras

sedan en la tablaXLIV, y la recuperaciónmediaasí comolos valoresde RPE

y SEPen las tablasXLV, XLVI, XLVII. A la vistade estos resultadosseobserva

quela recuperaciónmedia presentaunagran variabilidad dependiendodel

258
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TABLA XLIV. Determinaciónmultivariantede clorofenolesen aguade rio

Muestra CLS KB LS PCR PLS
!vrl_ 1—i LIR

P Rec E Ree E Rec Rec
2CF 100 105 105 109 109 87 87.0 102 102 102 J 102

4P3MX...1204,2293.3100 .832... .86.7. .104.86,7.
DCF 140 152 109 150 107 128 91.4 140 100 ¡ 100

TGF’ 100- 75 710 -“84- ‘&4:o ~i9 79» 94’ 94.0 -

PCF 140 131 93.6 132 94.3 138 98.6 135 96.4

2CF 160 152 95.0 156 97.5 154 96.3 152 95.0 152 95.0

4C3M? 30 57 ‘71.3 67: ‘33.8 ‘79 98,8 71 38.2 ‘u an

DCF 100 114 114 114 114 94 94.0 97 97.0 97 97.0

Tcl4& e — - a — <3230.0.47. 118... 47... 113

PCF 60 50 83.3 50 83.3 48 80.0 56 93.3 56 93.3

2CF 80 78 975 81 101 92 115 73 91.3 73 91.3

4C3MF 160 142 8L8 154 ~9&3>145 90.6 140 87.5 140 87>5
DCF 180 189 105 187 104 175 97.2 176 97.8 177 98.3

TCF 140 117 83.6 129 921 139.92>9 34 95.7 133. 95.0

PCF 100 96 96.0 97 97.0 102 102 101 101 101 101

2CF 200 195 97.5 201 101 203 102 189 94.5 189 94.5

4C3MF 200 182 ~i:o 200100>205’ 103’ >181 903 /18190.5

DCF 160 160 100 161 101 150 93.8 147 91.9 147 91.9

TCF 60 ‘ e —y 48 -30.0 ‘60 100 54 90.0 53 88.3

PCF 40 31 77.5 32 80.0 56 140 37 92.5 37 92.5

2CF 40 30 75.0 31 77.5 42 105 30 75.0 31 77.5

403MF 60 ‘‘e — ‘52’ 86,7 59 983 57’ 95,0 57 -95.0

DCF 80 89 111 87 109 74 92.5 79 98.8 79 98.8

ItF 120 94 783 99’ 823 114 910 113 941 113 94.2

PCF 160 146 91.3 146 91.3 148 92.5 148 92.5 148 92.5

2CF 120 122 102 125 104 98 81.7 120 100 120 100

4~3My.. 100-lS 73>9 $3 .flv...93.93.9... 83.88.0 ~.33; Sto

DCF 140 148 106 147 105 119 85.0 125 89.3 125 89.3

TCF O e -.-..-e -— o ‘— e — O —.

PCF 80 76 95.0 76 95.0 77 96.3 84 105 84 105
— —
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TABLA XLIV. (cont.)

Muestm1c~ KB PCR 1 PLS
EL~c E Re ecl E—2CF 140 135 96.4 139 99.3 130 92.9 134 95.7 134 95.7

4(31.411.. 140125...*92... 137.. 97,9 132...94.3 127 .90.7. .IZ« .90.0.
DCF 60 62 103 63 105 50 83.3 58 96.7 58 96.7

TtW 160 147 91.9 I134’ *6-3’ 1-44 90>0 152 95/0 131 94,4

PCF O e — e e — e — e —

2CF 140 132 94.3 136 97.1 128 91.4 132 94.3 132 94.3

‘4~3MF 100 32’ &» ‘ 93< 93>0 87 87.0 91 910 91’ 91.0
DCF O o — e — e — e — e —

TCF... 1.00.74- 74.0 79.. .79.0... 89. 89¿093 93.0... 92. 92.0

PCF 140 139 99.3 140 100 144 103 141 101 141 101

2CF 80 71 88.8 73 91.3 79 98.8 71 88.8 71 88.8

4C3MF O ‘e — e — — - -— —
DCF 120 122 102 119 99.2 110 91.7 113 94.2 113 94.2

T~3F 140 123- 87.9 128 91.4 138 98.6 - 138 98.6 ‘138 98.6
PCF 160 150 93.8 150 93.8 147 91.9 152 95.0 152 95.0

1’: Puesto«¡gIL)
E: Estimado«¡gIL)
Rec: Recuperación(%)

e valorespor debajodel limite de detección(L.D. t(99%).SEP)
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TABLA XLV. Recuperación media (%) de cada clorofenol para cada
métododecalibraciónen aguadedo.

Clorofenol CLS¡KF¡IILSJPCR¡PLS

2-clorofenol 94.6 97 5 96.7 93.0 93 2

-4-c¡oro--3-metilfruol 82.8 94Á& 93.5 - 89»& 89,7

2,4-diclorofenol 106 106 91.1 95.7 95.8

2,4.6-triclotofenols14:86,5 jPat......9RY...9~s.

Pentaclorofenol 91.2 91.8 101 97.1 97.2

TABLA XLVI. RPE(%) de cada clorofenol y MRiPE(%) para cada
métodode calibraciónen aguade no.

PCR115=8.8

8.5

8.6

14.,. 9,9 ...... 12V....

8.4

PLSClorofenol CLS KB
5.2

15

8.1

7.4

2-clorofenol

4-cloro-3-metilfeuol

2,4-diclorofenol

2,4.6-trielorofenóh2l

Pentaclorofenol

4.4

7,5

7.8

6.9

5.9

11

6.4

5.1

5.9

II

6.3

<.11

5 1

MRiPE ‘ ‘ 13-8.5 8.7 3,0 81
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TABLA XLVII. SEP«¡gIL) de cadaclorofenoly SEPT«¡gIL) paracada
métodode calibraciónen aguade no.

Clorofenol CLS KB 115 PCR ¡PLS

1

18

10

8

-

- 13

8

6

2-clorofenol

4~.cloro-3-xnetílt~nol

2,4-diclorofenol

2~4a&tric1orofenó1’fl

Pentaclorofenol

:

:

:

:15.....

8

11

‘ 10

10

.11.. ~>.1W-...

9

1

14

12.

6

SEPT 14 10 10 10 10

clorofenoly del métodode calibraciónempleado,obteniéndose,en general,

recuperacionesmediaspróximaso superioresal 90% con excepcióndel 4-cloro-

3-metilfenol cuandose determinamedianteCLS, cuyarecuperaciónmediaes

del 82.8%y del 2,4,6-triclorofenolqueda un 8 1.8%y 86.5%cuandola deter-

minaciónsehacemedianteCLS y KF respectivamente.En cuantoa los valores

de RPE y SEP, los mejores resultadospara cadaclorofenol dependendel

métodode calibración.Así, mientrasqueel 2,4-diclorofenoly pentaclorofenol

presentanlos mejoresresultadosempleandoel PCRy PLS (RPE=6.4%y 5. l%~),

el 2,4,6-triclorofenolpresentalos mejoresresultadoscon el ILS (RPE=9.9%)y

el 2-clorofenoly 4-cloro-3-metilfenolcon el KF (RPE=4.4%y 7.5%, respecfi-

vainente).Por otra parte,y al contrarioquelas anterioresmuestrasde agua,el

métodoCLS presenta,ahora,los resultadosmenosexactosy precisos.Estehecho

puede ser debido a la presenciaen estasmuestrasde pequeñasinterferencias

queinfluyan apreciablementeen la determinaciónde estosclorofenoles.
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Considerandolos resultadosglobalesde cadamétodose observaque

el PCRy PLS presentanlos mejoresresultadosen cuantoa MRPE (8.0%y

8.1%, respectivamente),seguidosmuy de cercapor el KF y ILS (&5% y

8.7%, respectivamente).No obstante,a partir de los valoresde SEPTno se

observandiferenciassignificativasentre los cinco métodosde calibración

multivariante(CLS, KB, ILS, PCRy PLS) (tablaXLVIII).

A nivel individual el 2-clorofenol presentadiferenciassignificativas

al 95% cuandose comparanlos resultadosobtenidoscon el KF y ILS; el

4-cloro-3-metilfenollos presentacuandose comparael CUS con el KF y el

CLS conel ILS; y parael 2,4,6-triclorofenol,todoslos métodos,con excepción

del KF, son significativamentemejores que el CUS. Finalmente,como se

apreciaen la tabla XLVIII, el 2,4-diclorofenoly el pentaclorofenolno muestran

ningunadiferenciasignificativaentrelos distintosmétodosde calibracion.

A la vista de los resultadosobtenidospara los diferentestipos de

aguas,sepuedeconcluir que el métodode calibraciónmultivarianteCUS es

precisoy exactocuandono existeefectomatriz debidoa la presenciaen la

muestrade otras sustanciasorgánicas(aguade Milli Q), o estasseencuentran

enpequeñacuantía(aguade consumopúblico); peroesun métodoinadecuado

cuandoel contenidode materiaorgánicainterferenteesmayor,como ocurre

en las muestrasde aguade río, debidoa la presenciade ácidoshúmicosy

fúlvicos, sustanciasestascon estructurade polifenoles. En este caso, los

métodosbilinealesde calibraciónmultivariante(PCR y PLS), son los que

hanmostradolos resultadosmásprecisosy exactos.
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D.2.S. Determinación multivariante de clorofenoles en muestras

de orina humana

Los estudiosrealizadosen el capítuloD.2A., relativoa la determinación

simultáneade los clorofenolesenmuestrasde agua,hanpuestodemanifiestola

importanteinfluenciaquesobre los resultadostiene la presenciade sustancias

orgánicasen la matriz,y cómométodosde calibraciónqueconducena resultados

precisosy exactosenunasmuestras,no sonválidosparaotras.

Con el fin de estudiarla aplicabilidadde estosmétodosde calibración

multivarianteen muestrascon alto contenidodemateriaorgánica,seplanteóla

posibilidaddedeterminarlos clorofenolescontaminantesprioritarios2-clorofenol,

4-cloro—3-metilfenol,2,4-cliclorofenol,2,4,6—triclorofenoly pentaclorofenolen

muestrasdeorina.Estoscompuestospuedenencontrarseen la orinaen diferentes

concentraciones,dependiendodel grado de exposicióndel individuo. Puesto

queestosclorofenoles,así como,algunosde susprecursoresse usanextensa-

menteen numerosasactividadeseconómicase industriales, su concentración,

segúnestudiosrealizadospor diferentesautores(57,83,222,224)puedenvariar

entreunospocosgg/L en individuos no expuestosy nivelespor encimadel

mg/L en personasque trabajano viven en ambientesmuy contaminadospor

estoscompuestos.

De los clorofenolesestudiados,son los de mayor gradode cloración,

comoel pentaclorofenoly el 2,4,6-triclorofenollos deuso másfrecuentesiendo

ademáslos que se acumulanen mayor proporciónen el organismoy los de

mayor toxicidad; mientrasque los de menorgrado de cloración se degradan

másfácilmentetanto en el medioambientecomoenel organismo.

Otro aspectode especialimportancia, relacionadocon el análisis de

clorofenolesen oiina, es que estoscompuestosnormalmentese excretanen
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fonnade sulfatosy glucurónidos,por lo quela muestradebeser previamente

sometidaahidrólisis, conel fin de obtenerlos fenolesenunaforma medible.

En el presentecapítulo,ademásde estudiarla aplicabilidadde los dife-

rentesmétodosde calibraciónmultivariante CLS, ILS, KF PCRy PLS a la

determinaciónextractivo-espectrofotométricade los clorofenolescontaminantes

prioritarios, seharáun estudiosobre los diferentesmétodosde hidrólisis de la

muestrade orina.

Di.5.a. Tratamientodehidrólisis

Se hanestudiadolos tres tiposde hidrólisis quecomúnmenteseutilizan

enestetipo demuestras:ácida,alcalinay enzunática

En los tres casosse utilizaron muestrasse orina liofilizada, la cual se

puede obtenercomercialmente.Una vez restituidael aguaen la proporción

indicadapor el proveedor,alícuotasde 50 ml fueron sometidasa los diferentes

tiposdehidrólisiscon la finalidadde comprobarsi la presenciade los productosde

hidrólisispuedenconstituirun serio interferenteen la determinaciónextractivo-

espectrofotométricamultivariantede fenoles.

La hidrólisis ácidase realizócalentandoa reflujo, duranteunahora,una

alícuotaa la que se le afladió 5 ml de HCl concentrado.Tras la hidrólisis, la

muestrase extrajo en tetraclorurode carbonoy tras eliminar el disolventeel

residuo,sedisolvió en 5 ml de la disolución reguladorabórico/borato,proce-

diéndosecomode costumbreparaobtenersu espectroUV-VIS enFíA.

Para la hidrólisis alcalina se siguió un procedimientosimilar, pero

utilizando 5 ml deNaOH bM. En estecasola muestrasesometióa unadoble

extracción,primero enmediobásicoparaeliminar los compuestoscon carácter
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D.2.5.b. Determinación de clorofenoles en muestrasde orina

liofilizada

Parael estudiode la aplicabilidadde la determinaciónmultivariantede

fenolesen orina, se emplearonen primer lugar muestrasde orina liofilizada

obtenidascomercialmente,y que no conteníanlos fenoles a determinar,al

menosencantidadescuantificablespor el método propuesto.Se utilizaron dos

tipos de orina liofilizada, una que conteníaúnicamentelos componentesde

pesomolecularmenorde 10000y otra con únicamentelos componentesconpeso

molecularmayor de 10000,de los cualesel 60% correspondenaproteínas.A

ambostipos, despuésde reintegrarlesel aguaeliminadaduranteel procesode

liofilización, se les añadióentre 0.20 y 1.0 mg/L de cadaclorofenol y se

sometieronseguidamenteal procesode hidrólisis básicacon dobleextracción

descritoenC.4.2.c..y a suposteriordeterminaciónmultivarianteenFIN Como

matrizdecalibraciónseutilizó la mismaqueen lasmuestrasdeagua,y la etapa

de validaciónsellevó a cabocon los cinco métodosmultivariantesobjeto del

estudio(CLS, ILS, KF, PCRy PUS).

En la tablaXLVIII semuestranlos resultadosobtenidosen el casoen

que se ha utilizado orina liofilizada con componentescon pesomolecular

por debajode 10000. En ella sepuedeapreciarel importanteefectomatriz

que estoscomponentestienensobrelos resultadosde cuantificación,dando

lugar a recuparacionesque en algunaocasiónpuedenllegar hastael 200%,

asícomo, en algunoscasos,no cuantificarlos clorofenolespresentesen la

muestra, como ocurre con el 2,4,6-triclorofenol y el pentaclorofenolen

algunasmuetras.
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TABLA XLVIH. Determinaciónmultivariante de clorofenolesen orina liofilizada
(componentesconpesomolecularmenorde 10000).

Muestra~CLS ] KB TLSJPCRjflLS

E ~RecJEJRec[E~Rec
= ———

2CF 0.60 0.62 103 0.64 107 e — 0.70 117 0.70 117
4C3MF 0.600.65 1080,70. ni: t&~ >167 0.61 <102 0>60.100

DCF 0.51 . — e — e — 0.15 29.4 0.16 31.4

WF 051 0.35 ~S.6-OX 7«4 ‘ e-’ ‘—~< e ‘- e- —

PCF 0.51 e — e e — e — e —

2CF 0.84 0.64 76.2 0.66 78.6 e — 0.67 79.8 0.67 79.8

4C3MF 0.84 0>75 89.3 0,81 96.4 010 83.3 0.79 94.0 «78 92.9

DCF 0.71 0.20 28.2 0.22 31.0 e —. 0.22 31.0 0.24 33 8

TCF 0.71”’ e e ‘‘~‘‘e’’”’~ “e u-’’’’ e”’ —

PCF 0.71 e — e — e — e — e —

2CF 0.40 0.65 163 0.67 168 e — 0.82 205 0.82 205

4C3MF 0.40 0.67 168 0.71 178 lA 350 0>53 133 052 130
DCF 0.59 e — e — e — 0.18 30.5 0.20 33.9

TCF 0.40 0.42 105 0.42 10= e —~— e — e

PCF 0.30 e — — e — e — e

2CF 0.66 0.57 86.4 060 90.9 e — 0.64 97.0 0.65 98.5

4C3MF 0.66 0.53 8030.79 .1200.93 141. 0>64 97.0 0>63.955.

DCF 0.99 0.39 39.4 0.40 40.4 e — 0.66 66.7 0.67 67.7

TCF 0>66 0.54 81>1 0.57 86,4 e — e —

PCF 0.51 e — e — e — e — e —

P: Puesto(mg/L)
E: Estimado (mg/L)
Rec:Recuperación(%)

e valorespordebajodel limite de detección.
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Por otra parte, en el caso de la orina liofilizada que contieneaquellos

componentesconpesomolecularmayorde 10000,seobserva,en general,recu-

peracionesalrededordel 100%paracadauno de los clorofenolesy métodosde

calibración utilizados (tabla XLIX). Esto sugiereque la presenciade estos

componentesen lasmuestrasde orinano interfierenen la determinaciónmulti-

TABLA XLIX. Determinaciónmultivariantede clorofenolesen orina liofilizada
(componentescon pesomolecularmayor de 10000. 60%
proteina).

Muestr

IPIEWWEIReC

ES

PTRcF:tSE Re RecE
2CF 0.24 0.22 91.7 0.23 95.8 0.19 79.2 0.25 104 0.25 104

4~D3MF .024. 0.20 83.3.0.22 91.7 0.20 .83.3. 0.25 104 0.25 104
DCF 0.20 0.20 100 0.19 95.0 0.16 80.0 0,21 105 0.21 105

TCF 0.20 0.23 113 0.25 125 0.21 105 0.24 120 0.24 120

PCF 0.20 0.20 100 0.20 100 0.25 125 0.19 95.0 0.19 95.0

2CF 0.60 0.62 103 0.64 107 0.58 96.7 0.62 103 0.62 103

4C3MF 0.60 0.64 107 0.71 118 0.54 90.0 0.62 103 0>62 103

DCF 0.50 0.49 98.0 0.48 96.0 0.49 98.0 0.51 102 0.51 102

‘TCF 0.50 0.58 116 0.63 126 0.56 112 0.53 106 0.53 106

PCF 0.50 0.54 108 0.55 110 0.54 108 0.53 106 0.53 106

2CF 0.84 0.82 97.6 0.84 100 0.79 94.0 0.82 97.6 0.82 97.6

4C3MF 0.40 0.40 100 0.46 115 0.38 95.0 0.39 97.5 0.39 97.5

DCF 0.70 0.70 100 0.70 100 0.68 97.1 0.71 101 071 101

TCF 0.60 0.64 107 0.67 112 0.59 98.3 0.61 102 0.61 102

PCF 0.40 0.41 103 0.42 105 0.46
——

115 0.41 103 0.41 103
— —

P: Puesto(mg/L)
E: Estimado(mg/LI>
Rec:Recuperación(%)

270
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variantede los clorofenoles.En consecuencia,se puedeconcluirqueel efecto

interferentede la matriz es producidoprincipalmentepor la presenciade

sustanciasconpesomolecualrinferior a 10000,y no de las proteinaso sus

productosdehidrólisis.

Paraminimizar en lo posible esteefectomatriz seporcedió a modelar

estainterferenciaen la etapade calibración. Paraello, a las 50 mezclasde

calibración utilizadasen los estudiosanteriores,seañadieronotras 10 mezclas

que conteníanel extractode orinaliofilizada, así comolos diferentesclorofenoles

contaminantesprioritariosy cuyodiseñosemuestraen la tablaU.

TABLA L. Composiciónde las mezclasde calibraciónde orina liofilizada
(mgIL).

Mezcla 2CF 4C3MF DCF TCF PCF

0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

0.00 0.00 - 0.00 0.00’ 0.00

0.20 0.20 0.20 0.20 0.20

4 ‘‘“‘ 0.30 0.30 ‘‘‘“ 0:30’ ““‘0.30” 0.30

5 0.40 0.40 0.40 0.40 0.40

6 QSO 0.50 050 0,50 0.5Q

7 0.60 0.60 0.60 0.60 0.60

& ‘ 0.70 0/70 0.70 010 0.70

9 0.81 0.81 0.80 0.80 0.80

10 - 1.0 lO - LO 1.0 LO
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Bajo estascircunstanciasse llevo a cabounanueva seleccióndel intervalo

de longitudesde onda, considerandocomo criterio el número de condición,

siendoel intervalo seleccionadoel comprendidoentre284 y 360 nm. Igual--

mente,sehizo un estudiodeposiblesmezclasde calibraciónquese encuentran

fuera del intervalo muestral(“outliers”), semejanteal realizadoanteriormente

para los diferentesmétodosde calibración; observándoseque todasellas se

encuentrandentro del nuevointervalo muestral.Por otraparte, en el casodel

PCRy PLS secálculoel númerode factoresóptimosparacadauno de ellos,

siendo ahora igual a 8 para ambosmétodos.A partir de este conjunto de

calibración,los resultadosobtenidosparala orinaliofilizada semuestranen la

tabla LI, donde se observa,en general, una gran mejoría con respecto al

anteriorconjunto de calibración,siendoel PCRy el PLS los métodosde cali-

braciónque presentanlos mejoresresultados.Los valores de RPE y SEP se

muestranen las tablasLII y LIII, dondeseapreciala potencialidadde los métodos

de calibraciónmultivariantebilineales,PLS y PCR, en comparacióncon el

CLS, ILS y KF, en el casode queel sistemaesteafectadopor un gran efecto

matriz. Estosresultados,muestranla mayor precisióny exactitud del PCRy

PLS en comparacióncon el CLS, ILS y KF, los cualesmuestranimportantes

limitaciones,aún en el caso de que la interferenciadebida al efectomatriz

puedasermodelada.

Teniendoen cuentalos valores de SEP para el PCRy PLS, ambos

métodosno muestrandiferenciassignificativasentreellos al 95% de nivel

de confianza, tanto a nivel individual para cadaclorofenol como a nivel

global (tabla LIV). La tabla LV muestralos resultadosde la recuperación

media de las cuatro adiciones de clorofenolescontaminantesprioritarios

realizadasa la matriz de orina liofilizada y cuyosresultadosindividualesse

mostraronen la tabla LI.
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TABLA LI. Resultadosde la determinaciónmultivariante de clorofenolesen
orina liofilizada. Conjunto de calibración: tablas XXVIII y L
(60mezclas).

1~

Muestra c~tJ KB¡ ILS [.ZYR PLS

P E¡Recj E! Rec [ El Rec JEIRCcLE [Rec

2CF 0.60 041 68.3 0.41 68.3 0.89 148 0.65 108 0.68 113

-0.60 0.34 56.7 014 7 0,64 107 0.56 . . 982
93.3 0.59

DCF 0.51 0.44 86.3 0.44 86.3 0.59 116 0.49 96.1 0.51 100

TOP 051 0.15 29.4 016 29.1 0.70 - 137 0.56 110 -0>35 10&

PCF 0.51 0.31 60.8 031 60.8 0.60 118 0.51 100 0.49 96.1

2CF 0.84 0.49 61.3 0.50 59.5 0.99 118 0.88 105 0.92 110

4C3MF 0.84 0.51 60.7 0.52 61» 0.68 Su.> 0.85 101 0.89 106

DCF 0.71 0.65 91.5 067 94.4 0.63 88.7 0.72 101 074 104

TCF 0,71 0.21 ‘29:60>35 50.0 0,56’ 78.8- “0>72 101 0.70 - 98.6

PCF 0.71 0.28 39.4 0.29 40.8 0.74 104 0.73 103 0.69 97.2

2CF 0.40 0.26 65.0 0.23 575 1.3 325 0.53 133 0.59 148

4C3MP 0.40 0.12. 30>0 0>07 17.3 0,95 23$ 0.37 92.5 0.41 103

DCF 0.59 0.53 89.8 0.52 88 1 1.3 220 0.61 103 0.65 110

TCIF 0.40 0,09 22.5 0.24 60.0 0.94 235 0.45 113 0.44 110

PCF 030 017 56.7 017 563 049 163 032 107 029 967

2CF 066 0.41 62.1 0.42 63.6 0.63 95.5 0.60 90.0 0.63 95.5

4C3MF 0.66 0.46 69J 0.4711.20.63 9$$.0.60 .90.0 .0.63. 95.5

DCF 0.99 0 89 89.9 0 89 89.9 0.98 99.0 0.95 96.0 0.98 99.0

T~DF 0.66 0.22 33$ 0.40 60 0 0.62’ 93.9 0.63 95.5 0.62 93>9

PCF 0.51 043 84.3 0.44 863 0.53 104 0.56 110 0.53 104

P: Puesto(mg/L)
E: Estimado(mg/L)
Rec: Recuperación(%)
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TABLA LII. RPE(%) de cadaclorofenoly MRPE(%) paracadamétodo
de calibraciónen orina liofilizada.

Clorofenol CLS KB ¡LS PCR PLS

38

39

10

47

38

44

10

46

12

6.1

3.4

7.0 .

5.4

2-clorofenol

4-cloro-3-metilfenol

2,4-diclorofenol

24ú4ticlowfenc.1... 703”

Pentaclorofenol

78

- 45

48

. 51<

20

17

5,0

4.9

. 6.3

3.8

MRPE 42 46 49 7,9 9.7

TABLA LIII. SEP (mg/L) de cadaclorofenol y SEPT (mg/L) paracada
métodode calibraciónen orinaliofilizada.

Clorofenol CLS KF ILS PCR PLS

0.50

0.29

0.34

0.30

0.11

2-clorofenol

4-cloro-3-metilifenol

2,4-diclorofenol

.2,4:6-triclorofenol

Pentaclorofenol

0.24

0.25

0.07

0.41 -

0.25

0.24

0.28

0.07

0,48....

0.24

0.08

0.04

0.03

0.04

0.03

0.11

0.03

0.03

0.04

0.02

SEPT 0.27 0.3O~ 0.33 0,05 0.06

274
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TABLA LIV. E calculado pata cada clorofenol.
Comparaciónentreel método PCR
y PLS. Orina liofilizada.

Clorofenol

1.9

1.8 --

1.0

1.0’

2.3

2-clorofenol

4-cloro-3-metilfenol

2,4-diclorofenol

‘2,4 ‘6-t’icloréfeñc’i’’’

Pentaclorofenol

Total 1.4

F~.(95%) — 6.39

TABLA LV. Recuperaciónmedia (%) de cadaclorofenol
obtenidamediantePCRy PLS. Orina liofihizada.*

Clorofenol PCR PLS

2-clorofenol 109±29 117±35

4-cloro--3-metilfenol 94±8 101±7

2,4-diclorofenol 99 ±6 103 ±8

.2,4,6-triclorofenol 105 t 1.3 .103±..12

Pentaclorofenol 105 ±6 99 ±6

* n’4

275
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D.2.5.c. Determinación de clorofenoles en muestrasde orina

humana

Los estudiosrealizadosanteriormenteponen de manifiestoque el

PCRy PLS son métodosde calibraciónmultivariantesuficientementepotentes

como parapredecirla concentraciónde los diferentesclorofenolescontami-

nantesprioritarios en muestranque presentanun acusadoefecto matriz,

como es el casode la orina. Sin embargo,estacapacidadpredictivaestáen

partecondicionadapor la posibilidadde podermodelaresteefectomatrizen

la etapade calibración.

Puestoque los estudiosanterioresse han hechosobre orina liofilizada

queno conteniacompuestosconpesomolecularsuperiora 10000,y aunquese

ha comprobadoen el estudio anterior, que estassustanciaspor si solas no

muestranefectointerferentesobrela determinaciónmultivariante declorofenoles,

sehaqueridohacerun posteriorestudioparaver si esposibledetenninarestos

clorofenolesde formasimultáneamedianteel métodoFIA propuesto,cuandola

otra no ha sido sometidaa ningúnprocesoprevio de eliminaciónde proteínas

y otroscompuestosdealto pesomolecular.

El estudio se realizó utilizando orina recogida a primera hora de la

mañana,correspondientea tres individuos varonesjóvenes,aparentemente

sanosy no expuestoslaboralmentea clorofenoleso compuestosrelacionados

conestos,quepor degradaciónen el organismopuedanser excretadoscomo

tales clorofenoles. Alícuotas de 50 ml de orina de estos individuos que

conteníanentre0.20 y 1.0 mg/U de los diferentesclorofenoles,sesometieron

al procesode hidrólisis básicay extraccióndescrito en C.4.2.c., determi-

nándoseseguidamenteel contenidode cadaclorofenol medianteel métodoFIA

propuesto,y aplicandolos métodosde calibraciónmultivariantePCR y PLS,
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utilizando comoreferencialos mismosdatosde calibraciónempleadosen el

estudioanterior.

Los resultadosde recuperacionesmediasobtenidospara cada uno de

estos individuos se muestranen la tabla LVI, donde se apreciaque el valor

teóricodel lOO~/o de recuperacióncaedentrode los limites de confianzade los

valoresmediosencontradosparalos tresindividuosy los dos métodosde cali—

bración, con la excepcióndel 2-clorofenol,2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenol

del individuoA cuandoseestimasucontenidomediantePCR.

Comoseaqueen los estudiosrealizadosen el apartadoD.2.5.b.sepuso

de manifiestola no existenciade diferenciassignificativasentrelos resultados

obtenidosmediantePCRy PLS, seprocedióa realizarunaevaluaciónde los

resultadosobtenidosmediantePCRy PLS de los clorofenolescorrespondientes

al individuo A, utilizando para ello el testno paramétricode Wilcoxon. Esta

pruebaseutiliza parala comparaciónde métodoscuandoseconsideraquelos

obtenidospor cadauno de ellos sedistribuyensimétricamentepero no siguen

unadistribuciónnormalo Gaussiana.Mediantela aplicaciónde estapruebase

encontróquelos resultadosobtenidosparael individuo A mediantePCRy PLS

no presentandiferenciassignificativasal 95% de nivel de probabilidad,por lo

quesepuedeafirmar queambosmétodosson totalmenteválidosparala deter-

minación simultáneade 2-clorofenol, 4-cloro—3-metilfenol, 2,4-diclorofenol,

2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenolpor el métodoFíA propuestoy enmatrices

de orinahumana.
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MÉTODO MANUAL

Estudio extractivo-espectrofoto¡nétricode los clorofenoles en presencia

de salesde amonio cuaternario.

1.- La capacidadde formacióndeparesiónicoscon las salesde amonio

cuaternarioestudiadas,Hyamina-3500(Hy-3500),bromurode cetiltrimetiilamonio

(CTAB), nitratode tetrabutilamonio(IBA), nitrato de tetrapropilamonio(TPA)

y nitrato detetrametilamonio(IMA), aumentaconel gradodecloracióny por

consiguienteconla disminucióndesupKa. Parafenolesmuy doradosesposible

la formacióndelpar iónico con salesde amoniocuaternariodemenortamaño,

según sedesprendede los siguienteshechos:

- 2-clorofenol: se extraecon Hy-3500 a pH>lO medianteformaciónde

par iónico. A pUsinferioresseextraeen forma neutra enpresenciade

todaslas salesde amoniocuaternarioestudiadas.
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- 4-cloro-3-metílfenol:solamenteseextraeenforma neutra.

- 2,4-díclorofenol:seextraemedianteformaciónde pariónico conHy-3500

y CTAB a pH=z’l0.A pHs inferioreso enpresenciadelas otrassalesde

amoniocuaternario,solamenteseextraeen forma neutra.

- 2,4,6-triclorofenol: se extrae como par iónico en equilibrio con la

formaneutraapH>4.7con las salesde amoniocuaternarioHy-3500 y

CTABy con TBA, TPAy TMAa pH>7.4. A ph1>10 esteclorofenol se

extraepreferentementecomopariónico enpresenciade todaslas sales

de amoniocuaternarioestudiadas,conexcepcióndelTMA.

- Penwzclorofenol:estefenol seextraepreferentementecomopar iónico

a pH>4.7en presenciade todaslas salesde amonio cuaternarioestu-

diadas,conexcepcióndelTMA.

2.- A pH 9.1 y enpresenciade TBA, únicamenteel 2,4,6-triclorofenoly

el pentaclorofenolseextraenen forma depariónico, mientrasqueel 2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenoly 2,4-diclorofenolseextraenen forma neutra.La presenciade

la sal de amonio cuaternariofavorecela extracción de estos clorofenolesen

forma neutra, incluso a pHs superioresa su pKa, debido, posiblemente,a

cambiosen la tensiónsuperficial. Esta sal de amonio cuaternariopresentala

ventajasobrela Hy-3500 y CTAB, de queno forma emulsionesa ningunode

lospHsestudiados,lo quepermiteunamayorreproducibilidadde los espectros.

3..- Se han estudiadotres disolventesorgánicosde uso frecuenteen el

laboratorio (i,2-dícloroetano,cloroformo y tetraclorurode carbono)para la

extracciónde los clorofenolesen presenciade TBA y apH 9.1, encontrándose

queningunode ellos afectaa la extraccióndel 2-clorofenol,2,4-diclorofenoly

2,4-diclorofenol,mientrasque el 2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenolpresentan
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una menorabsorbanciaen las bandasdel par iónico cuandose utiliza el

tetraclorurodecarbono.

4.- El estudiode la influenciade la concentraciónde TBA en el proceso

extractivo,muestraqueapartir de unarelación[TBA]/Iifenol]=30la intensidad

de las bandasde absorcióncorrespondientesa la extracciónde los diferentes

clorofenoles,alcanzaunvalorprácticamenteconstante.

5.- Comoconsecuenciadelestudioextractivo-espectrofotométricode los

clorofenolesen presenciade sales de amonio cuaternario,se proponen las

siguientescondicionesexperimentalesparala extracciónde los clorofenolesy

suposteriordeterminaciónespectrofotométrica:

Sal deamoniocuaternario TBA

pH 9.1

[TBA], mg/L 500

Disolventeorgánico cloroformo

Detenninación shnultñnea dc clorofenolesmediante un método directo

de regresiónclásica de mínimos cuadrados(CLS).

6.- En las condicionesexperimentalespropuestas,el 2-clorofenol, 4-cloro-

3-metilfenol, 2,4-diclorofenoly pentaclorofenolpresentanespectrosde absorción

reproducibles,mientrasque en el 2,4,6-triclorofenolno seda estareproducibi-

lidad, debido probablementea que la formación del par iónico, en estecaso,

estácontroladopor unacinéticalenta.

7.- Para la determinación extractivo-espectrofotométricasimultánea de

2-clorofenol,4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenoly pentaclorofenolmediante
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un métododirectoCLS, basadoenel empleode espectrosde referenciaobtenidos

a partir de disolucionesindividuales de dichos clorofenoles, se decidió la

utilizaciónde la derivadadeprimerordenya quelos estudiosestadísticosbasados

en el error relativo de predicción(RPE) y en el error estándarde predicción

(SEP) para cadaclorofenol presentaronmejoresresultadoscon respectoa la

utilizaciónde la derivadade ordencero(absorbancia).

8.- Igualmente, seeligió el intervalo de longitud de onda comprendido

entre250 y 380 mu como el óptimo parael análisisniulticomponente,por ser

este el que presentalos menoresvaloreserror relativo de predicciónmedio

(MREP)y errorestándartotal depredicción(SEPT).

9.- Medianteregresiónlineal de minimoscuadradosCLS y utilizando el

espectrode absorciónderivado, y en el intervalo de longitudes de onda

comprendidoentre 250 y 380 mn, se han resuelto mezclas cuaternarias,

ternariasy binariasde 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y

pentaclorofenolen el intervalo comprendidoentre 3 y 15 mg/L para cada

clorofenol,obteniéndoselos siguientesresultados:

- El 4-cloro-3-metilfenoly el 2,4-diclorofenolson los dos clorofenoles

quesedeterminanconunamayorprecisióny exactitud,convaloresde

RPEde 8.2%y 6.8%y de SEPde 0.6 mg/U y 0.5 mg/L, respectivamente.

Igualmenteambosclorofenolesmuestranunbuennivel decorrelación.

- El 2-clorofenolesel quemuestraunamenorprecisióny exactitudcon

respecto a los demás clorofenoles (RPE=17.7%y SEPI.5 mg/L),

dandolugar,engeneral,a resultadosinferioresal valor teórico a todos

los nivelesdeconcentracion.
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El pentaclorofenolpresentaun RPE y SEIP intermediocon respectoa

los otros tres clorofenoles(RPE=13.3%,SEPd.1mg/U), sin embargo,

el modelode calibraciónutilizado no presentaunacorrelaciónrazona-

ble entrela concentraciónestimaday la real (R2=0.719) por lo que el

modelo de calibración utilizado no se puede considerartotalmente

conectoparael casoparticulardeesteclorofenol.

Determinación simultánea de clorofenoles mediante calibración

multivariante CLS y espectrofotometríaderivada.

10.- Se han resuelto mezclascuaternarias,ternariasy binarias de

2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y pentaclorofenolen el

intervalocomprendidoentre3 y 15 mg/Uparacadaclorofenolobteniéndoselos

siguientesresultados:

- El 2-clorofenol,4-cloro-3-metilifenoly 2,4-diclorofenolmuestranvalores

de RPEprácticamentesimilares(4.0%,4.1%y 4.8%, respectivamente),

mientrasqueel pentaclorofenolpresentaun valor de RPEalgo superior

(6.5%). Por otra parte,considerandolos valoresde SEP,no muestran

diferenciassignificativasentreellos,mostrando,igualmente,buennivel

decorrelación.

- Comparandolos resultadosde los métodosdirecto y multivariante,se

observaen esteúltimo casouna gran mejoríaen cuantoa precisióny

exactitud,obteniéndoseun valor de RPE del orden de cuatro veces

inferior para el casodel 2-clorofenoly de dos vecesinferior para el

casodel 4—cloro-3-metilfenoly pentaclorofenol,siendoel 2,4-diclorofenol

el quepresentaunamenordisminucióndeestevalor. Porotraparte, los

valores de I{2 para los cuatro clorofenoles,es superior al obtenido

medianteel métododirecto.
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Determinación simultánea de clorofenoles mediante diferentes métodos

de calibración moltivariante. Estudio comparativo de los métodos CLS,

ILS, KF, PCR, PLS

II.- Del estudiode la influenciadel númerode mezclasutilizadasen el

procesode calibraciónsobre la precisiónde los cuatrométodosde calibración

multivarianteestudiados;regresióndemínimos cuadradosclásico(CLS), filtro

de Kahnan(KF), regresiónde inverso (ILS), regresiónde componentesprinci-

pales(PCR)y regresiónparcial de n,inimoscuadrados(PLS), sededucequea

partir de un númerodeterminadode mezclas(20 parael CLS, ILS y KF y 15

parael PCRy PLS), la precisiónen la determinaciónde cadauno de los cloro-

fenoles(SEP)alcanzaun valor prácticamenteconstante.

12.- Del estudiode la influenciade las longitudesde ondaseleccionadas

para la determinaciónde los clorofenolesmedianteCLS, KF, PCRy PLS, se

desprendequela utilización delespectrocompletoda lugar,en general,aresul-

tadosmenosexactosy precisosquecuandose utiliza un númerodeterminado

de longitudes,previamenteseleccionadomedianteel númerode condiciónde la

matriz K de calibración(cond(K))o la mejor la relaciónseñal/ruido(S/N).

13.- Los resultadosde predicciónobtenidosparalos cuatroclorofenoles,

utilizando paracadamétodode calibraciónmultivarianteel númeroóptimo de

longitudesde onda seleccionadasy partiendo en cadacaso del conjunto de

mezclasde calibraciónseleccionado,muestranque, con excepcióndel ILS, no

existendiferenciassignificativas a un nivel de confianzadel 95% entre los

valoresde SEP obtenidoscuandola selecciónde longitudesde ondase realiza

medianteel cond(K) o mediantela relaciónS/N, lo que indica quecualquiera

de estosmétodosde selecciónde las longitudesde ondasonigualmenteválidos.
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MÉTODO AUTOMÁTICO (FíA)

14.- La optimizaciónde lasvariableshidrodinámicasy químicascondujo

a proponerlassiguientescondicionesexperimentales:

Variables hidrodinámicas:

Volumende inyección: 250 ití

Caudal:
Portador 1.5 ml/mm
Reactivo(IBA) 1.2 nil/min
Faseorgánica(CHCl3) 0.6 ml/mm

Reactor:
Longitud(cm) 30 cm
Diámetrointerno(mm) 0.3 mm

Bucle deextracción:
Longitud(cm) 130 cm
Diámetrointerno(mm) 0.3 mm

Variables químicas

pH 9.1
Fuerzaiónica (NaCí) 0.05M
[TBA) 1500mg/U

Algunas de estasvariablespropuestascomo óptimas, son el resultados

deun compromisoentrela sensibilidady la velocidaddemuestreo.

15.— El empleode la técnicaFíA conducea unamayorreproducibilidad

en la extraccióndel par iónico del 2,4,6-triclorofenolcon respectoal procedi-

mientomanual,lo quepermitela determinaciónde esteclorofenoljunto con los

cuatroestudiadosenel métodomanual.
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Determinación de clorofenoles mediante calibración multivariante

por FíA y espectrofotometríaderivada

16.- Se estudiancinco métodosde calibraciónmultivariante:CLS, lbS, KF,

PCRy PLS. En todoslos casossepartede undiseñode calibraciónde 50 mezclas

generadasaleatoriamenteparaconcentracionesde cadaclorofenol comprendidas

entreO y 10 mg/L. La etapadevalidaciónse llevaa caboconun conjuntode 36

mezclasen igual intervalo de concentración.La seleccióndel intervalo de

longitudesde ondaparala estimaciónde la concentraciónde los clorofenoles

se realizamedianteel criterio del mínimo númerode condiciónde la matriz de

calibración(cond(K)), encontrándosequelos resultadosmásprecisosy exactos

sedanparael intervalo comprendidoentre286y 338 mu.

17.- La seleccióndel númeroóptimo de factoreso variableslatentesa

aplicarenPCRy PLS sehahechomediantevalidacióndecrucey siguiendolos

criteriosestadísticosde Osteny Eastmenty Krzanowskiy del PRESS,condu-

ciendo todosellos a un valor óptimo de 6 factorestanto para PCRcomopara

PLS. De estos6 factoresseleccionados,cinco correspondencontodaprobabilidad

a las cinco causasconocidasde variación, es decir, los cinco clorofenoles,

mientrasque el sexto corresponderáa un factor cuyanaturalezano ha sido

asignadade fonnadefinitiva, correspondiendoposiblementeaunacontribución

a la variaciónespectraldeorigeninstrumentalo qiumico.

18.- La detecciónde posiblesmezclasde calibraciónque se encuentran

fuera del intervalo muestral(“outliers”) se ha llevado a cabo siguiendo los

criteriosdel efectoleva(“leverage”) los residualesde Studenty la distanciade

Cook, no detectándoseningunade ellas paraningunode los métodosde cali-

braciónmultivarianteestudiados,lo que indica queel diseñode calibración

empleadoessuficientementerepresentativodel sistema.
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19.- Aplicando el método automáticoFIA propuesto, se han resuelto

mezclasde cinco, cuatro,tresy dos clorofenolesen el intervalo de concentración

comprendidoentre2 y 10 mg¡L, obteniendouna buenacorrelaciónentre las

cantidadesrealesy lasestimadas.De los métodosde calibraciónmultivariante

estudiados,CLS, KF, PCRy PLS presentanresultadossimilaresen cuantoa

precisióny exactitud,no así el JiLS el cual muestradiferenciassignificativas

con respectoa los otros métodoscuandose comparael error estándarde

prediccióntotal (SEPT)al nivel deconfianzadel95%.

Detenninacióninultivariante de clorofenolesen diferentestipos de aguas

20.- El métodoautomáticoFIA propuestosehaaplicadoa la detenmna-

ción, en diferentestipos de aguas,de clorofenolescontaminantesprioritariosen

concentracionescomprendidasentreO y 200 j±gIL,previapreconcentraciónen

unaresmapoliniéricaXAD-4, conlos siguientesresultados:

- Se obtienenrecuperacionesmediasalrededordel 100% paratodos los

clorofenolesy métodosde calibraciónestudiadosen el casode que la

muestrade aguano presenteefectomatriz como es el casodel agua

purificadamedianteun aparatode Milli Q o en el casode aguade

consumopúblico. En el casodelaguaderío lasrecuperacionesmedias

sonligeramentemenores,peroentodoslos casos,superioresal 8 1.8%.

- De los métodosde calibraciónmultivarianteestudiados,el CLS es el

que presentalos resultadosmásprecisosy exactosen aquellasaguas

con menorcontenidode materiaorgánica(aguaMilli Q y aguade

consumopúblico),mientrasqueenaguasconmayorcontenidodemateria

orgánicacomo el agua de río, son el PCR y PLS los métodosque

ofrecenlos mejoresresultados.
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Determinaciónmultivariante de clorofenolesen orina humana

21.- Del estudiode los tresprocedimientosde hidrólisis (ácida, alcalina

y enziniática)realizadossobre una muestrade orina liofilizada, la hidrólisis

básicaesla quepresentaun menorefectomatrizy, por lo tanto, la másadecuada,

enprincipio, parala determinaciónde los clorofenolesen estetipo de muestra.

22.-Ladeterminaciónmulticomponentede clorofenolesenorinahumanase

encuentra fuertemente interferida por el efecto matriz que suponen los

componentesnaturalespresentes.Este efecto interferentede la matriz es debido

principalmentea la presenciadecompuestosdepesomolecularinferior a 10000.

23.- El efectomatriz de los componentesde la orinapuedensermodelado

en el procesodecalibraciónmultivariante,incluyendo,en el diseñodecalibración,

variasmezclasquecontenganorina liofilizada y fenolesañadidosen concen-

traciones conocidas. La aplicación del método automático FíA propuesto

penniteobtenerresultadosprecisosy exactoscuandola determinaciónserealiza

mediantePCRy PLS.

24— La aplicaciónde los métodosPCRy PLS en la determinaciónde los

cinco clorofenolesen muestrasde orina humanaa la que seañadenclorofenoles

en concentracionescomprendidasentre 0.20 y 1.0 mg/U, da lugar a recupe-

racionesmediasno significativamentediferentesdelvalor teóricodel 100%. De

tresmuestrascorrespondientesa tres individuosdiferentes,sólo sehan encon-

trado desviacionesimportantesen un solo individuo cuando la estimaciónse

hacemediantePCR. No obstantemediantela aplicaciónde un testno paramé-

trico (pruebade Wilcoxon) a los resultadosde este individuo, no se observan

diferenciassignificativasal 95%entre los métodosPCRy PLS en la determi-

nacióndeestosclorofenoles.
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25.- Comoconclusiónfinal, puededecirsequela detenninaciónextractivo-

espectrofotométricade los clorofenolescontaminantesprioritarios2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol,2,4—diclorofenol,2,4,6-triclorofenoly pentaclorofenoles

posibleutilizando procedimientosmatemáticosbasadosenmétodosdecalibración

multivariante,no siendonecesariala separaciónprevia de los analitos.El método

propuestopuedeserfácilmenteautomatizadomedianteun sistemaFIA y puede

seraplicadotanto a muestrasde aguacomo a muestrasconmatrizmáscompleja

como el casode la orina. De los cinco métodosdecalibraciónmultivariante,el

CLS rinde resultadosprecisosy exactosen muestrascon poco efectomatriz,

mientrasqueen muestrascon un efectomatrizmásacusado,son los métodos

bilineales,comoel PCRy PLS, los queconducenamejoresresultados.
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