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Introduccion 3

El empleo de fenoles en diversas actividades industriales y agricolas ha
hecho necesario su control debido a su posible toxicidad que incide sobre la
salud humana. El gran niimero de fenoles potencialmente presentes obliga a
una seleccion previa de especies representativas de los fenoles, de forma que sn
presencia o ausencia suministre informacién del conjunto. En este sentido, la
agencia de proteccidn medioambiental norteamericana (USEPA) ha seleccionado
11 fenoles contaminantes prioritarios en base a su frecuencia de aparicion,
toxicidad y persistencia, siendo 5 de ellos clorofenoles: 2-clorofenol, 4-cloro-

3-menlfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol.

La importancia que estos fenoles tienen para la salud humana asi como
su posible presencia en aguas, suelos y alimentos, hacen que habitualmente
sean objeto de continuos estudios cientificos y que la puesta a punto de nuevos

métodos de andlisis sea un interesante reto para nuzmerosos quimicos analiticos.

En este sentido, la espectrofotometria UV-VIS es la técnica que viene

utilizindose para la determinacion de fenoles totales, siendo con este fin la
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técnica mas utilizada hoy dia y en la que estan basados numerosos métodos
oficiales y de referencia para el analisis de fenoles. Su estructura quimica con
un unico anillo aromatico hace que los fenoles presentan absorcion de la radiacion
en la region del espectro comprendida entre 200 y 360 nm, siendo la absortividad
relativamente baja, por lo que habitualmente se requiere su derivatizacion,
siendo la 4-aminoantipirina (4-AAP) el reactivo habitnalmente utilizado para

estos fines.

El empleo de reactivos como 4-AAP, o incluso otros como monobromuro
de yodo (IBr) o 3-metil-2-benzotiazolinhidrazona (MBTH), si bien mejoran la
sensibilidad de la determinacién espectrofotométrica, no se poede decir lo
mismo en cuanto a la selectividad, por lo que habitualmente Ja determinacion
espectrofotométrica de fenoles se hace de forma conjunta, refiriéndose los

resultados a cantidades totales de fenol.

Puesto que los fenoles no presentan todos la misma toxicidad, frecuen-
temente se requiere su determinacion individual. A tal fin, se utilizan técnicas
cromatograficas. Sin embargo, debido a la polaridad de los fenoles, la determi-
nacion mediante cromatografia de gases requiere su derivatizaciéon previa, lo
que aumenta la complejidad del analisis, mientras que la cromatografia liquida
requiere, por lo general, una compleja preparacion de la muestra para eliminar

la matnz, la cual también tiene caracteristicas polares.

Una alternativa a los métodos cromatograficos es la determinacion
espectrofotométrica individual sin separacién fisica previa, utilizando proce-
dimientos matematicos basados en la calibracién multivariante. En principio,
mediante el empleo de la calibracién multivariante, partiendo de un modelo
adecuado, es posible llegar a conocer en que proporcioén se encuentra cada uno

de los componentes de una mezcla sin necesidad de una separacion fisico-



Introducciin 5

quimica previa de cada uno de los componentes, lo que facilita enormemente el
proceso de analisis al eliminar aquellos pasos del proceso analitico relacionados

con la separacion de los analitos de la matriz.

La presente memoria se centra en la determinaci6én extractivo-espectro-
fotométrica simultanea de los cinco clorofenoles contaminantes prioritarios,
2-clorofenol, 4-cloro-3-metifenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y penta-
clorofenol, empleando sales de amonio cuaternario, las cuales favorecen la
extraccion de los clorofenoles. El empleo de la sal de amonio cuaternario
nitrato de tetrabutilamonio (TBA) se muestra especialmente ventajosa en la
determinacién simultinea de estos clorofenoles, pues no solo favorece la extraccion,
sino que, ajustando adecuadamente el pH, se puede conseguir una mayor
diferenciacion de los espectros, ya que los clorofenoles mas acidos, como el
2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol, se extraen formando pares idnicos con la
sal de amonio cuaternario, mientras que los clorofenoles menos acidos como el
2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol lo hacen en forma neutra.
Esta mayor diferenciacién de los espectros, favorece el posterior calculo multi-
componente de su concentracidon en la mezcla. La determinacidn extractivo-
espectrofotométrica simultanea se realizé6 mediante diferentes métodos de cali-
bracion multivariante como regresion clasica de minimos cuadrados (CLS),
regresion inversa de minimos cuadrados (ILS), filtro de Kalman (KF), regresién
de componentes principales (PCR) y regresion parcial de minimos cuadrados
(PLS). Se estudia la automatizacion del método mediante FIA, y se aplica a la
determinacién de clorofenoles contaminantes prioritarios en muestras de agua;
estudiandose también su determinacién en matrices muy complejas como en

orina humana.
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A.1. GENERALIDADES SOBRE FENOLES

A.1.1. Origen

Los fenoles son compuestos aromaticos que se caracterizan por tener
uno o varios grupos hidroxilo unidos directamente al anillo aromatico y por lo
general, se nombran como derivados del miembro mas sencillo de la familia, el
fenol. Ocasionalmente, los fenoles se denominan hidroxicompuestos mientras
que los fenoles con sustituyente monometilados reciben el nombre especial de

cresoles.

Puesto que los fenoles y los alcoholes contienen el grupo hidro-
xilo, ambas familias se asemejan en algin aspecto. Sin embargo, tanto por sus
propiedades, como por su preparacion, ambos compuestos difieren amplia-

mente, por lo que suelen ser clasificados como familias diferentes.
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[.a mayoria de los derivados fendlicos se obtienen a partir del fenol, el
cual a su vez se sintetiza a partir de benceno. Por el volumen de produccidn, el
fenol ocupa uno de los principales lugares en la lista de compuestos aromaticos
sintéticos. Del alquitran de hulla se obtiene una cierta cantidad de fenol y
tamnbién de cresoles, siendo las reacciones de sintesis la principal fuente de pro-
duccion. Los métodos tradicionales de sintesis consisten en la fusion con alcali
del bencenosulfonato sédico o la hidrolisis del clorobenceno, ambos métodos
estan siendo sustituidos por otros nuevos como la descomposicion del hidrope-

roxido de cumeno, dando acetona como subproducto (1).

Los fenoles también se pueden encontrar en la naturaleza como conse-
cuencia de la degradacion natural de la materia organica. Algunos de ellos
como el eugenol, el isoeugenol, el anetol y el timol son los responsables del
olor del clavo, nuez moscada, anis y tomillo respectivamente, mientras que el
acido o-hidroxibenzoico (acido salicilico), del que deriva la aspirina se puede
obtener de la corteza del sauce. La presencia de fenoles naturales en agua no
suele exceder de un 1 pg/L (2). Niveles mas altos indican generalmente la pre-

sencia de algin vertido contaminante en el agua.

Diversas son las industrias que pueden originar fenoles como residuos
de su actividad, entre las cuales cabe mencionar las refinerias de petréleo, las
industrias quimicas, las fabricas de pasta de papel, las plantas de tratamiento de
la madera y las fabricas de colorantes. También se originan como productos

intermedios o finales en los procesos de degradacion de otras moléculas (3).

Una fuente importante de clorofenoles contaminantes lo constituyen los
procesos de cloracion. El Cl, como contaminante del medio ambiente es capaz
de reaccionar con el fenol y asi, una disolucion de 20 mg/L que reacciona con
otra de 40 mg/L de Cl, a pH 8 produce después de 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 otra parte, la formacion de uno u otro clorofenol depende del
nivel de cloracién del agua, prevaleciendo el 2-clorofenol cuando el nivel de
cloracién es de 0.1 mg/L y el 2,4,6-triclorofenol cuando es de 0.5 mg/L (4).
Estos procesos de cloracién se producen, principalmente, en la purificacion de
aguas residuales y en el blanqueo del papel. El Cl, es también utilizado para
evitar el crecimiento de algas y otros organismos en las aguas de refrigeracion
de las centrales eléctricas y aunque se encuentran clorofenoles a concentracio-
nes menores de 25 pg/l su importancia radica en el volumen de agua tratada.
Todos estos procesos conducen a la liberacion de grandes cantidades de cloro-
fenoles al medio ambiente (5-8). La formacion de diferentes compuestos clora-
dos en el proceso de cloracion del agua ha sido estudiada por diferentes autores
(4,9-11). Se ha encontrado que cuando la relacion cloro/fenol es de 3:1 se pro-
duce la méaxima cantidad de clorofenoles, mientras que la preoxidacién con
permanganato (12) o la oxidacién fotocatalitica (13) controla la formacién de

estos fenoles.

A.1.2. Propiedades

Se han determinado propiedades fisico-quimicas tales como su solubili-
dad en agua, ¢l pKa, el coeficiente de reparto n-octanol/agua (log Kow) y su
densidad relativa (tabla I). Estos datos han sido la base para aumentar el cono-
cimiento de los factores moleculares que gobiernan su distribucion ambiental.
Asi mismo, estos datos se utilizan para la interpretacién de los mecanismos de
las reacciones organicas y en los estudios de la relacién estructura-actividad

aplicados a Farmacologia y Toxicologia.

Los fenoles mas sencillos son liquidos o s6lidos de bajo punto de fusion,

pero con puntos de ebullicién bastante elevados debido a su facilidad para
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TABLA 1. Constantes fisico-quimicas caracteristicas de fenoles

Compuesto PM. PF. PE. Densidad Indice de Solubilidad en agua pKa log Kow
°C) °C) Relativa Refraccion % (w/w) 25 °C
Fenol 94 11 43 181.7 1.0576% 1.5408% 8.7 9.99 1.46
2-metilfenol 108.14 30.9 191 1.0273% 1.5361% 2.5 10.26 1.95
3-metilfenol 108.14 11.5 202.2 1.0336% 1.5438% 2.6 10.00 2.00
4-metilfenol 108,14 34.8 201.9 1.0178% 1.5312% 2.3 10.26 1.93
2,4~-dimetilfenol 122.17 27 210 0.9650% 1.5420% 0.4 10.58 2.42
2-clorofenol 128.56 9.0 174.9 1.2634% 1.5524% 2.8 8.48 2.15
3-clorofenol 128.56 33 214 1.2680% 1.5565% 2.6 9.02 2.49
4-clorofenol 128.56 43 219.7 1.2651% 1.5579% 2.7 9.37 2.42
2.4-diclorofenol 163.00 45 210 - 0.5 7.85 2.08
2.4 6-triclorofenol 197.45 69.5 246 1.49017 - 0.1 6.00 3.69
Pentaclorofenol 266.34 174 310 d 1.9780% S 5x10™ 5.25 5.85
4-cloro-3-metilfencl 142.58 67 235 - - 0.4 972 3.10
2-nitrofenol 139.11 45 216 1.2942% 1.5723% 0.2 7.23 1.78
3-nitrofenol 139.11 97 1947 - - 1.4 8.40 2.00
4-nitrofenol 139.11 115 279 d.s 1.4790% S 1.6 7.08 1.90
2,4-dinitrofenol 184.11 116 5 1.6830% — 0.6 3.93 1.53
4,6-dinitro-2-metilfenol 198.14 86.5 — - - 1x107? 4.31 2.12
2.4, 6-trinitrofenol 229.11 122 s S 1.7630 1.4 0.38 1.96

P.M.: Peso molecular. P.F.: Punto de fusién. P.E.: Punto de ebullicién., presiones (en mmHg) como superindices (s: sublima. d: descompone)
Densidad relativa e indice de refraccion medidos a las temperaturas (en °C) indicadas en los superindices.

Kow: Coeficiente de particién n-octanol/agua. Kow = [fenol]o / [fenol]w
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formar puentes de hidrogeno. Este enlace de hidrogeno puede ser intermole-
cular o intramolecular {quelacidn) y esta relacionado con muchas de las propie-
dades de los compuestos organicos. Son en si incoloros, salvo que presenten
algiin grupo capaz de imponerles coloracion, como por ejemplo el grupo nitro.
No obstante, se oxidan con facilidad; por lo que a menudo se les encuentra
coloreados, a menos que estén cuidadosamente purificados. La oxidacion de los
fenoles depende del grado de exposicion a la luz y al aire, y de la presencia o
ausencia de impurezas metilicas. El curso de la oxidacién es complejo influ-
yendo en gran medida su propia estructura aunque la mayoria de ellos dan lugar

a derivados de difenilo o a quinonas que son las responsables del color.

[.a mayor parte de los fenoles son poco solubles en agua y su solubilidad
se ve drasticamente disminuida cuando aumenta la fuerza ionica del medio.
Asi, el fenol cuya solubilidad, a 25°C en disolucion salina de NaCl (16 g/L) es
de 70 g/L; se reduce a 8.8 g/L cuando la disolucion de NaCl es de 312 g/L (14).

En cuanto a sus propiedades quimicas los fenoles son compuestos con
cardcter ligeramente acido, propiedad que los distingue de los alcoholes. La
mayoria de los fenoles son menos acidos que el agua lo que permite que hidré-
xidos alcalinos en disoluciéon acuosa reaccionen con ellos formando sales o
iones fenoxidos, mientras que los acidos minerales los transforman de nuevo en
fenoles. Los 1ones fen6xidos son mas estables que los propios fenoles debido al
efecto neto de la resonancia del anillo aromatico. En general, 1a constante de
acidez de los fenoles esta comprendida entre 10° y 10, presentando, por
tanto, una acidez considerablemente menor que la de los acidos carboxilicos

(Ka alrededor de 107).

La presencia de sustituyentes donadores de electrones (activantes) hace
disminuir la acidez del fenol al dificultar la deslocalizacion de la carga en el

anillo aromatico. Por ello, los metilfenoles tienen los pKa mas elevados, mientras
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que la presencia de sustituyentes captadores de electrones (desactivantes) hacen
aumentar la acidez del fenol considerablemente, siendo el caso mas extremo el
2.4 6-trimtrofenol, normalmente conocido como acido picrico. El efecto es mas
acusado cuando los sustituyentes se encuentran en la posicion orto- o para- con
respecto al grupo hidroxilo, debido a la conjugacion de esas posiciones con
dicho grupo. Los sustituyentes afectan decisivamente a la reactividad. Asi, la
oxidacion es mas dificil en los clorofenoles por su menor activacidon, mientras
que los sustituyentes desactivantes pueden desactivar el anillo aromatico de tal

forma que se facilite su sustitucién nucleofila.

A.1.3. Toxicidad

Las propiedades del fenol y su toxicidad se conocen desde hace muchos
afios, de ahi que este compuesto y sus derivados sean utilizados como desinfec-
tantes. Ei fenol puede ser detectado en agua por su olor y sabor en el intervalo
de concentracion 0.01-0.1 mg/L (15). El fenol es letal para los peces en
concentraciones muy bajas, causando la muerte de la trucha después de tres

horas de exposicidn a concentraciones de 6 mg/L..

Sobre el mecanismo de actuacion Van Overbeek (16) sefiala que ciertos
fenoles son agentes desacoplantes de la fosforilacion oxidativa, reaccion que
tiene lugar en las mitocondrias celulares y que produce ATP (adenosin trifosfato),
que es de vital importancia para la célula. Esta accion sobre las mitocondrias ha
sido utilizado por Argese y col. (17) para estudiar el efecto toxico de los
clorofenoles mediante un bioensayo basado en la inhibicion de la velocidad de
reduccion del NAD' la cual es inducida por ¢l ATP dentro de la cadena
respiratoria. La toxicidad de los clorofenoles, expresada como concentracion de
clorofenol que causa un 50% de inhibicion en la velocidad de reduccién del NAD',

varia entre 0.81 mg/L. para el pentaclorofenol y 17 mg/l. para el 2-clorofenol
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indicando la tendencia general de un incremento de la toxicidad cuanto mayor

es la sustitucion de atomos de cloro en la molécula.

Sobre los efectos que producen los fenoles en distintos organismos hay
que destacar la extensa revision de Buikema y col. (3), en la que se describe
detalladamente su incidencia sobre diferentes especies de algas, protozoos, y
otros organismos acuaticos. Estos mismos autores incluyen a los fenoles como
inhibidores metabdlicos especificos; asi, seiialan que el pentaclorofenol presenta
inhibicién o activacion de enzimas o de sistemas enzimaticos aunque proba-
blemente su accién se ejerza por unién a proteinas mitocondriales. Estos
mecanismos afectan a una gran variedad de organismos de distinta forma, por
lo cual los fenoles muestran distintos grados de toxicidad. Entre los efectos mas
comunes de los fenoles destaca la mutageneidad en los cromosomas, cuya
accidn esta relacionado con la oncogenia. En general se ha encontrado una baja
toxicidad oral de los clorofenoles en organismos animales (18) a excepcion del
pentaclorofenol cuya toxicidad y oncogentcidad se deben a la frecuente conta-
minacion con dioxinas (19) y fenoxifenoles (20), pero cuando se purifica cuida-

dosamente s6lo produce un ligero efecto mutagénico en células de mamifero (21).

Banerjee y col. (22,23) han comprobado que el aumento de la toxicidad
de los clorofenoles con ¢l numero de sustituyentes de cloro en la molécula se
relaciona con la dificil biodegradacion de estos compuestos, atribuyendo a sus
propiedades lipofilicas la dificil degradacion de las mismas. No obstante,
Kishino y Kobayashi (24), demuestran que dicha toxicidad y acumulacidon de
los clorofenoles depende del pH del medio. Asi, a pH inferiores al pKa del
clorofenol su toxicidad y acumulacién, en peces, permanece practicamente
constante, mientras que a pH superiores al pKa disminuye drasticamente.
Igualmente, dichos autores concluyen que la transferencia de los clorofenoles
del medio acuatico a los peces se realiza principalmente por difusion pasiva de

la forma no disociada a través de las membranas.
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Para Schultz y Riggin (25) existe una gran correlacion entre la toxicidad
de los alquilfenoles y fenoles halogenados, con el coeficiente de particion
n-octanol/agua, que es una medida de lipofilia, concluyendo que los fenoles
con sustituyentes dadores de electrones, como los grupos alquilo, son algo
menos toxicos que aquellos con sustituyentes aceptores de electrones, como

son los grupos haldégenos.

Otro de los factores que contribuyen de forma importante a la toxicidad
de los fenoles es la bioacumulacion debido a su caracter lipofilico (26) por lo
que se deduce que el pentaclorofenol al ser el mas lipofilo es el mas bioacu-
mulable. Por otra parte, Jansson y Jansson (27) sugieren la existencia de una
relacién entre la toxicidad de los clorofenoles y su permeabilidad en las membranas
celulares. Varios autores (28-31) detectan altas concentraciones de clorofenoles
en trabajadores expuestos a los mismos, asi como en personas que viven en
casas de madera que han sido tratadas con pentaclorofenol, llegando a la
conclusion de que los clorofenoles se absorben principalmente a través de la
piel mediante contacto directo, pudiendo ser la concentracion de diez a cien
veces superior con respecto a la absorcidon mediante la via respiratoria. En
algunos casos se han detectado niveles significativos de pentaclorofenol incluso
siete afios después de que la madera fuera tratada lo que indica una exposicion

continuada a dicho compuesto.

Finalmente, hay que destacar la importancia que para la salud humana
tiene la presencia de clorofenoles en aguas de consumo humano. Estos
compuestos producidos por la accion del Cl, sobre la materia orgdnica presente
en disolucién, afectan tanto al sabor como al olor del agua a concentraciones
inferiores a 1 pg/L (32) por lo que debido a su toxicidad ha aumentado la
necesidad de controlar sus concentraciones y, asi, diferentes paises han fijado

unos limites para la concentracién de fenoles en agua dependiendo del uso de la
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misma. En muchos paises la concentracion de fenoles totales en aguas de
consumo esta limitada a cantidades entre 0.5 y 1 pg/L debido a la toxicidad y
mal sabor que producen sus derivados clorados (33,34). Este valor excluye los

fenoles naturales que no reaccionan con el cloro.

A.l1.4, Utilidad

Los fenoles son productos de gran interés industrial debido a la diversidad
de sus aplicaciones. El fenol y sus derivados mas simples, se utilizan prin-
cipalmente para la fabricacion de polimeros sintéticos y plasticos entre los que
se encuentran la baquelita y polimeros similares. El proceso que tiene lugar es
una polimerizacion por etapas entre el fenol y el formaldehido obteniéndose
como producto final una estructura rigida o polimero de red espacial. Estas
resinas se emplean como barnices, colas, adhesivos y en ocasiones como inter-

cambiadoras de cationes.

Algunos fenoles se utilizan como plaguicidas por su accion herbicida,
bactericida, fungicida e insecticida, lo que favorece su difusion medioambiental
a través de las actividades agricolas (35) y su entrada en la cadena alimenticia.
Los nitrofenoles tienen una marcada accion insecticida, que es mayor en los
alquil o cicloalquilderivados de los dinitrofenoles, siendo el mas conocido de
este grupo el 4,6-dinitro-2-metilfenol {DNOC). Son insecticidas efectivos por
contacto o por ingestion, utilizandose sus sales como herbicidas de contacto
selectivo y en tratamientos de postemergencia en cosechas tolerantes. Su fito-
toxicidad es grande y limita sus uso a tratamientos invernales de los arboles en
letargo. En cambio, los ésteres de los nitrofenoles, cuando el grupo acilo tiene
cuatro o mas carbonos, son poco fitotoxicos, y algunos se utilizan como fungi-

cidas y acaricidas. El 4-nitrofenol se utiliza como fungicida del corcho.
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Los clorofenoles son fungicidas y bactericidas muy activos, pero muy
fitotoxicos para utilizarlos en la agricultura, y solo son utiles para aplicaciones
especiales como en la conservacion de la madera. El 2,4,5-triciorofenol s¢ utiliza
mucho para la desinfeccion de semillas. También se utilizan en la fabricacion
de herbicidas fenoxidos como el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) y el
2,4,5-T (acido 2,4,5-triclorofenoxiacético). En dicha fabricacion parte de los
clorofenoles pueden transformarse en clorodibenzo-p-dioxinas {dioxinas) al

reaccionar dos 1ones clorofendxidos por efecto de la temperatura.

La aplicacion de ciertos fenoles para la obtencion de medicamentos es
bien conocida, asi, €l acido 2-hidroxibenzoico (acido salicilico) es el precursor
de la aspirina y el 2-dihidroxibenceno (pirocatequina) se emplea en la fabrica-

cion del guayacol y de la adrenalina.

Igualmente los fenoles son productos de partida de ciertos éteres que se
emplean en perfumeria como el anisol, el fenetol y el éter difenilico, los cuales
se obtienen mediante sintesis de Williamson. Otros se usan para la obtencion de
sabores como la vainillina y el anetol que son de origen natural o los éteres

alifaticos del 2-amino-4-nitrofenol que poseen un gran poder edulcorante.

Otros fenoles, como el acido picrico y el diazonitrofenol, presentan
propiedades detonantes siendo de utilidad en ciertos explosivos. La hidroqumona
(1,4-dihidroxibenceno), el pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno), el 4-aminofenol
y sus derivados se emplean en fotografia como reveladores por oxidarse muy

facilmente.

La obtencion de colorantes es una de las aplicaciones mas importantes
de los fenoles. Estos colorantes suelen ser de tipo azoico y se obtienen por
copulacién de las sales de diazonio con los fenoles. Entre ellos se encuentran la

crisamina y al amarillo de alizarina R, obtenidos mediante la copulacion del



A Revision Bibliogrifica 19

acido salicilico con la diazobencidina y 4-nitroanilina diazotada respectiva-
mente. Otro tipo de colorantes se preparan mediante condensacion de los fenoles

con anhidridos de acidos aromaticos polibasicos.

Los cresoles butilados son antioxidantes del caucho y estabilizadores
para grasas no comestibles y aceites aislantes mientras que el 2,4,6-triclorofenol
se usa en la fabricacion de agentes de control de lodos en las torres de enfria-
miento y en la fabricacion de papel. Los fenoles se utilizan, en general, en

numerosas sintesis organicas asi como en la fabricacion de ciertas drogas.
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A.2. PROPIEDADES Y TOXICIDAD DE LOS FENOLES
CLORADOS

Los clorofenoles son compuestos sélidos cristalinos e incoloros a excepcién
de los monoclorofenoles que son liquidos volatiles. Esta volatilidad hace que se
dispersen a través de la atmosfera y se detecten olfativamente. Los mas conocidos
contienen uno, dos, tres o cinco atomos de cloro en su molécula y un Gnico
grupo hidroxilo, y se utilizan principalmente como antisépticos e intermediarios
quimicos en sintesis quimicas y en [a produccion de insecticidas, herbicidas y
fungicidas, destacando entre todos ellos el pentaclorofenol el cual se utiliza

como conservante de la madera (36-38).

Los clorofenoles son mas acidos que ¢! fenol. Este aumento de acidez se
debe a que el atomo de cloro se comporta como aceptor de electrones debido a
su electronegatividad (efecto -1) reforzando la acidez del fenol, que a su vez se
ve incrementada al aumentar el nimero de dtomos de cloro en el anillo aroma-

tico, especialmente en las posiciones orto- y para- con respecto al grupo hidroxilo.

Se descomponen en presencia de oxidantes tales como el H,0O, y NaClO
en combinacion con la radiacion ultravioleta, mientras que el oxigeno disuelto
apenas tiene efecto en su descomposicion '(39). Por otra parte, los policlorofe-
noles se biodegradan a través de microorganismos anaerobios a monoclorofenoles
mediante procesos de decloracidn reductiva (40). La velocidad de biodegra-
dacion disminuye a medida que aumenta el nivel de cloracion del fenol, vanando
la constante de velocidad de biodegradacion para el caso del pentaclorofenol
entre 0.021 y 0.058 V/g.h (41). Un paso mas en Ia biodegradacion de estos fenoles
es el dado por Armenante y col. (42) que estudian un sistema integrado
anaerébico-aerébico para la biodegradacion total de los clorofenoles, es decir,

no solo la decloracion anaerobica sino también la mineralizacion aerdbica de
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los productos obtenidos (43). Otro proceso de deshalogenacion de los clorofe-
noles es mediante una reaccion de acoplamiento oxidativo con radicales libres
en presencia de determinadas enzimas (44). En este caso la decloracion depende

del tiempo de reaccion, pH y cantidad de enzima utilizada.

Por otra parte, Bunce y Nakai (45) estudian la fotodegradacion de los
clorofenoles en la atmoésfera asi como la reaccidon de estos con el radical
hidroxilo, presente en la atmdsfera debido a la fotodisociacién del ozono. Igual-
mente, estos autores concluyen que la dispersion medioambiental debido al
transporte atmosférico de los clorofenoles deberia ser menos importante con
respecto a otros contaminantes (tales como los policlorobifenilos) puesto que, a
pesar de ser mas volatiles, son mas solubles en agua y por lo tanto sufren
procesos de deposicion debido a la lluvia. El tiempo de residencia de los cloro-
fenoles en la atmosfera depende de la estacion del afio, siendo del orden de uno
o dos dias en el verano. Por otra parte, la fotodegradacion de los clorofenoles
mediante la utilizacién conjunta de radiacion uitravioleta y ozono, ha sido utili-
zada para la destruccion de mas del 90% de los clorofencles en la purificacion
del agua (46).

Aquellos fenoles que poseen el atomo de cloro en posicion orto- con
respecto al grupo hidroxilo, dan luegar a una estructura ciclica (quelacidn)
mediante enlace de hidrogeno intramolecular, modificando notablemente sus
propiedades fisicas, asi como su comportamiento quimico con respecto a sus
1sdmeros; presentan menor temperatura de ebullicidn y fusién, son mas volatiles
y mas solubles en disolventes apolares. Ignalmente, debido a la existencia de
dicho enlace, los 2-clorofenoles son esencialmente monémeros en disolucién
acuosa, mientras que los isOmeros meta- y para- presentan asociacién con otras

moléculas y con el agua, al formar enlace de hidrogeno de tipo intermolecular.
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Finalmente, cabe destacar la gran toxicidad de los clorofenoles, cinco de
los cuales (2-clorofeno!, 4-cloro-3-metiifenol, 2,4-diclorofenol, 2,4, 6-triclorofenol
y pentaclorofenol) fueron incluidos entre los fenoles contaminantes prioritarios
por la USEPA (47). A partir de sus efectos mitocondriales y en el desarrollo
embrionario y fetal y de sus diferentes parametros fisico-quimicos tales como el
coeficiente de particion n-octanol/agua, la constante de disociacion y sus
conectividades moleculares, varios autores han evaluado su relacion estructura-
actividad, toxicidad y capacidad de adsorciéon (17,48-50). A partir de estos
datos se ha establecido que, en general, la toxicidad de estos compuestos es
mayor cuanto mayor es el namero de atomos de cloro unidos al anillo
aromatico, es decir, pentaclorofenol > tetraclorofenoles > triclorofenoles >
diclorofenoles > monoclorofenoles > fenol, siendo los 1s6meros con sustitucion
en posicion meta- con respecto al grupo hidroxilo los més tdxicos y que su
accion toxica presenta dos modos diferentes denominados narcosis polar y
narcosis no especifica. Concretamente, el pentaclorofenol presenta efectos
toxicos significantes a niveles de 117 mg/Kg para el ratoén (51) de 0.05 a2 0.43
mg/Kg para las algas (52) y de 961 mg/Kg para las aves (53). En el caso del
hombre, los clorofenoles pueden producir diferentes enfermedades gastrointes-
tinales (54) pudiendo tener efectos en el metabolismo de las porfirinas, presen-
tando, igualmente, efectos cancerigenos, propiedades inmunosupresoras y
desactivacion de ciertas enzimas debido a su decloracion gradual en los tejidos

dando lugar a los correspondientes perdxidos.

Finalmente, cabe destacar la revision bibliografica llevada a cabo por
Ahlborg y Thunberg sobre la presencia, toxicidad, metabolismo e impacto

medioambiental de los clorofenoles (55).
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A.3. PREPARACION DE MUESTRAS Y DETERMINACION
DE FENOLES CLORADOS

Con relacién a la determinacion de fenoles y clorofenoles, Dougherty
(56) realiza una revision bibliografica sobre los diferentes métodos de analisis
asi como la preparacion, estabilidad, almacenamiento y “clean-up” de las
muestras. Por otro lado, Crompton (57) hace una revision de los distintos métodos
analiticos: espectrofotometria, LC, GC, TLC y espectroscopia Raman, exten-
diéndose en los métodos de conservacion de la muestra para el analisis de
fenoles y dedicando un apartado a los métodos de analisis de clorofenoles con
estas técnicas. Otras revisiones en cuanto a la aplicacion de métodos cromato-
graficos (GC y LC) y espectrofotométricas para la determinacidon de fenoles

han sido llevadas a cabo por otros autores (58,59).

Seguidamente se revisan los aspectos mas importantes en lo referente a
[a extraccion y preconcentracion de fenoles en general, y clorofenoles en parti-

cular, asi como los métodos habituales de determinacioén.

A.3.1. Extraccion y Preconcentracién

Debido a su toxicidad es importante su identificacion y determinacién a
bajas concentraciones, para lo cual es necesario utilizar diferentes métodos de
extraccion y preconcentracion. Dentro de estos métodos destacan la extraccion
liquido-liquido, la extraccion solido-liquido, la extraccion supercritica y la

destilacion.,

La extraccion de fenoles mediante utilizacidon de diferentes disolventes
organicos ha sido estudiada por varios autores. Dentro de estos disolventes

organicos estan el diclorometano (60-62), el cloroformo (63), el acetato de etilo
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(64,65), alcanos (66,67), benceno (68), terc-butilmetileter (69), éter de petrdleo
(70), etc. La utilizacion de un sistema en continuo para llevar a cabo dos
extracciones simultaneamente primero en medio acido y posteriormente en
medio basico junto con un disolvente organico, ha sido estudiado para la
determinacién de diferentes fenoles mediante analisis multicomponente (71).
Cabe destacar los estudios realizados por Korenman y col. (72-77) sobre 1a
extraccion de clorofenoles utilizando diferentes disolventes tales como cetonas,
ésteres neutros, alquilacetatos, N-metilpirrolidona, etc. Existen, no obstante,
una serie de limitaciones en la extraccion liquido-liquido. Asi, debido al grupo
hidroxilo, los fenoles pueden formar enlaces de hidrogeno con la fase acuosa lo
que dificulta su extraccion. Por otra parte, la utilizacion de estabilizantes y pre-
servantes en los disolventes organicos puede ser una fuente de interferencias.
De esta forma, se han identificado, diferentes compuestos que se han formado
durante la extraccion liquido-liquido aplicando el método EPA 625, debido a la
presencia de ciclohexeno en el diclorometano utilizado en la extraccion, el cual
da lugar a procesos de halogenacion y autooxidacion (78). Otros problemas
asociados a la extraccion liquido-liquido es la formacion de emulsiones, la
posible dificultad de observar la separacion entre ambas fases y la extraccion
de grandes volimenes de muestra. Esta ultima dificultad se estd solventando

mediante la utilizacion de extracciones en continuo.

Actualmente, hay una gran tendencia a reducir ¢l volumen de disolvente
organico de manera que reduzca el tiempo de extraccion, la contribucion de los
interferentes y los costes. De esta forma se han desarrollado métodos de
microextraccion. Un ejemplo de estos métodos es la utilizacion de 2 ml de

metil-terc-butiléter con 30 ml de agua para la extraccion de clorofenoles (79).

La preconcentracion solido-liquido se basa en la adsorcion de los analitos
en un soporte sélido, los cuales son posteriormente eluidos mediante un disol-

vente organico o desorcién térmica. Los analitos son retenidos en el soporte
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solido gracias a los enlaces que forman con este y que suelen ser de tipo Van
der Waals, enlace de hidrégeno e interacciones electrostaticas siendo, por tanto,
el proceso de adsorcién/desorcion completamente reversibie con la consiguiente
posibilidad de utilizar el soporte solido cuantas veces se quiera y en diferentes
muestras. Se puede decir que es ¢l método que mas ha evolucionado durante los
ultimos afios como método preparativo para la determinacion de fenoles, siendo
recomendado en diferentes métodos EPA. Entre sus caracteristicas se encuentran
la rapidez, facil manejo, mayor eficacia en la extraccion, menor consumo de
disolventes, eliminacion de emulsiones, reduccioén en el manejo de la muestra y
postbilidad de automatizacion, lo que mejora la reproducibilidad de los
resultados. Ademas existen una gran variedad de soportes s6lidos que permiten

la retencion selectiva de unos determinados analitos o mterferencias.

Existe una gran variedad de soportes solidos para la preconcentracién de

fenoles entre los cuales cabe destacar fases de C,, C,; y fenilo enlazados quimi-

camente a una matriz de silice (80-83), resinas copoliméricas de estireno-
divinilbenceno ya sean del tipo Amberlita XAD (84-88), PRP-1 (89), PLRP-S
(90), cetoderivadas (91) o con grupos de amonio cuaternario (92), copolimero
de 1,4-di(metacriloximetil)naftaleno-divinilbenceno (84), Chromosorb-102 (93),
gel lipofilico (Lipidex 5000) (94), 8-quinoleina inmovilizada en vidrio de poro
controlado (95), espuma de poliuretano (96,97), adsorbentes de tipo carbono
grafitizado (98-101), Tenax (96,101), Porapak-N (102) y resinas de intercambio
ionico (103-106).

Malaiyandi y col. (107,108) hacen un estudio comparativo sobre la
capacidad de preconcentracion de diferentes resinas de tipo XAD vy resinas de
carbono grafitizado del tipo XE sobre varios analitos. En el caso de compuestos
organicos polares como los fenoles, la preconcentracion es mas eficaz en las

resinas de tipo XAD que en las de tipo XE siendo el pH de la muestra y la polaridad
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del eluyente los principales factores que afectan a la capacidad de adsor-
cion/desorcion de las resinas. Pocurull y col. (109,110) comparan, igualmente,
tres adsorbentes (C,,, ciclohexil y poliestirenodivilbenceno) para 1a preconcen-
tracion de fenoles, observando que la presencia de un reactivo formador de
pares 10nicos mejora la recuperacion de estos en los diferentes adsorbentes
obteniendo los mejores resultados para el poliestireno (PLRP-S). Por otra parte,
Puig v Barceld (111) comparan otros tantos adsorbentes de diferente polaridad
(Cis, Cs, C,, ciano, fenil, ciclohexil y poliestirenodivinilbenceno) concluyendo,
al igual que Pocurull y col., que aquellos adsorbentes de menor polaridad como
son C,; y C; dan buenos resultados para los fenoles menos polares pero no asi
para los fenoles mas polares mientras que los adsorbentes mas polares (C,,
ciano y fenil) dan lugar a los peores resultados con volumenes de ruptura
menores de 10 ml para todos los fenoles. Los adsorbentes ciclohexil y poliesti-
reno (PLRP-S) dan, en general, los mejores resultados para todos los fenoles
estudiados siendo los volimenes de ruptura superiores para el poliestireno
debido a interacciones del tipo =-m, sobre todo para aquellos fenoles que
poseen una gran resonancia electrénica (nitrofenoles) o poseen sustituyentes
aceptores de electrones (clorofenoles), ademas de interacciones hidrofobicas

con el adsorbente.

Los factores de capacidad tedricos determinados mediante el método del
equilibrio han sido utilizados para predecir la recuperacion de los fenoles
mediante extraccion solido-liquido en un cartucho de C ¢ (112). En este sentido
las recuperaciones predichas y las experimentales coinciden cuando se utilizan
disoluciones patron, mientras que estas Gltimas disminuyen cuando se utilizan
muestras reales, debido a la presencia de interferentes que quedan retenidos en
el cartucho, 1o que hace disminuir el volumen de fase estacionaria libre. A partir
del conocimiento de estos factores de capacidad es posible calcular 1a concentracion

minima de fenol que puede cuantificarse mediante dicha preconcentracion.
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La extraccién supercritica (SFE) es considerada como un método alter-
nativo tanto para la extraccion directa de los fenoles de las muestras asi como
para la elucion de los fenoles preconcentrados en un adsorbente (113-115). Este
método presenta una clara ventaja en el caso de matrices complejas, como
puede ser tejidos biologicos obteniendo, igualmente, resultados comparables a
la extraccion Soxhlet, no requiriendo ningin disolvente en al fase de extraccidn
y en un tiempo muy inferior (~35 min.). No obstante, existen varios factores
limitantes para su aplicabilidad como pueden ser el coste del mstrumento asi
como las impurezas existentes en los fluidos supercriticos habitualmente utili-
zados, como el CO, y N,O. Hawthorne y Miller (116) ilevan a cabo un estudio
comparativo de la SFE (30 min.) y de la extraccién Soxhlet (18 horas) de cloro-
fenoles en diferentes muestras medioambientales observando que a la tempera-
tura de 200°C la SFE da resultados similares a 1a extraccion Soxhlet. Por otra
parte, la eficacia de extraccion del SFE es menor cuando se trabaja a tempera-
turas de 50°C y no presenta ninguna mejora cuando se incrementa la tempera-

tura hasta los 350°C.

Al igual que en la extraccién tiquido-liquido también se puede aplicar la
microextraccion en la extraccion sélido-liquido, la cual tampoco requiere el uso
de disolventes, y se basa en la extraccion de los fenoles en un soporte cubierto
de fibra de poliacrilato la cual se introduce posteriormente en el cromatografo

de gases y los fenoles son desorbidos térmicamente (117).

También se han utilizado para la extraccion y preconcentracion de fenoles
diferentes tipos de membranas (silicona, sulfonamida o modificadas con resinas
poliméricas) tanto en andlisis por inyeccion en flujo (FIA) como en cromato-
grafia (118-121), asi como la destilacion (122,123) y la particion centrifuga

(124). La combinacion de la SFE y la preconcentracion en diferentes tipos de
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membrana ha sido estudiada por Tang y Ho (125) obteniendo resultados cuanti-

tativos en la extraccion de los derivados acetilados en todos los casos.

En general, mediante la utilizacién de estos métodos es posible la
preconcentracion de los fenoles desde niveles de pg/L e incluso desde niveles
de ng/L siendo utilizadas, iguaimente, para separar las posibles interferencias

en su determinacion.

A.3.2. Métodos espectrofotométricos de UV-VIS

En general, mediante espectrofotometria se suele determinar la cantidad
total de compuestos fendlicos presentes en la muestra sin hacer distincion entre
los diferentes tipos de fenoles. Asi, Mohler y Jacob (126) hacen un estudio de
cinco metodos espectrofotométricos para la determinacion de bajas concentra-
ciones de fenoles en aguas potables y residuales, teniendo en cuenta la sensibi-
lidad, precision, exactitud, interferencias, reactivos y tiempo requerido para el
analisis. De los cinco métodos (Gibbs, nitrosofenol, 4-aminoantipirina, ultra-
violeta ¢ infrarrojo) el de la 4-aminoantipirina (4-AAP) es el mas rapido,
preciso y exacto. Sin embargo, todos estos métodos, excepto los que utilizan la
absorcion que presentan estos compuestos en el zona ultravioleta e infrarrojo,
son insenstbles a aquellos fenoles sustituidos en la posicion para- del anillo
aromatico, por tener impedida la posicion mas activada tanto para fas reacciones
de copulacién como para las de condensacion y, por otra parte, los fenoles mny
desactivados tampoco presentan este tipo de reacciones. Todos estos factores

conducen a unos errores por defecto en la determinacion de fenoles totales.

Los métodos espectrofotométricos en la zona del ultravioleta se basan
generalmente en el desplazamiento batocrémico que sufre el maximo de absor-

cion de los fenoles en disolucién alcalina (127), lo que permite la eliminacion
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de muchas interferencias. No obstante, se han propuesto métodos para la
determinacién de fenoles en medio acido con resultados comparables a los
obtenidos con la 4-AAP (128). Estos métodos trabajan a nivel de mg/L con
posibilidad de bajar al de pg/L (129,130); sin embargo, la determinacion de
fenoles al nivel de pg/L por espectrofotometria UV directa es dificil debido a

su baja absortividad molar.

La determinacion de pentaclorofenol en muestras de madera y cuero en
el intervalo de concentracion 1- 40 mg/L ha sido llevada a cabo con recupera-
ciones superiores al 98% mediante extraccion sélido-liquido en una columna de
cianopropi y la utilizaciéon de la segunda derivada del espectro UV (131);
mientras que la extraccién liquido-liquido de triclorofenoles con éxidos organicos
ha permitido su determinacidén con recuperaciones superiores al 96% (73). La
aplicacion de la espectrofotometria derivada junto con la extraccion solido-
liquido ha sido también utilizada por Baranowska y Pieszko (132) para la
determinacion de diferentes clorofenoles en muestras acuosas (10-15 ml) que

contenian entre 20 y 200 ug de los mismos.

La reaccidon con 4-aminoantipirina (4-AAP) fue utilizada por primera
vez en los afios cuarenta y es la base de muchos métodos que se emplean
actualmente (88,133-135). Norwitz y col. (136,137) han estudiado la influencia
de SO,* y NaCl en esta reaccién, mientras que, por otra parte, se han propuesto
diferentes modificaciones de este método tales como la utilizacion de diferentes
agentes oxidantes (138), la reduccion del volumen de muestra requerido (139) o

su automatizacion (119,127,140,141).

Gales (142) consigue determinar fenoles a concentraciones menores que
1 ng/L con el reactivo 3-metil-2-benzotiazolinhidrazona (MBTH) en presencia
de un oxidante. Esteve Romero y col. (143) llevan a cabo la determinacién de

fenoles mediante su diazotacion con 2.4.6-trimetilanilina en medio micelar
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obteniendo un limite deteccion en el rango 0.2-0.4 mM. Otros reactivos utilizados
son: 3,3-dietil-1-(2-fluorenil)triaceno (144), CoCl,-NaNO, (145), acido sulfanilico
(146), 4-nitroanilina (146), m-fenilendiamina con NalQ, (147), 1,10-fenantrolina
con Fe(IlI) (148), o-toluidina (149), bencidina (150), violeta de cristal (151) y
las sales de amonio cuaternario (152-155). No obstante, dependiendo del tipo
de sustituyente del fenol o de las condiciones experimentales, algunos de ellos

pueden no reaccionar con determinados reactivos.

La facilidad de oxidacion de los fenoles es igualmente aprovechada para
su determinacién mediante la oxidacién con NalO, dando lugar a las corres-
pondientes quinonas de color amarillo, naranja o rojo (156) o mediante la

reduccion de la ferritina a ferroina (148).

En cuanto a la determinacién de fenoles individuales esta ha sido posible
gracias a la aplicacién de métodos de analisis multicomponente como la regresion
lineal multiple de minimos cuadrados (152-154,157) y el filtro de Kalman
(158,159) utilizando tanto los espectros (normales, primera y segunda derivada)
como curvas cinéticas. En este sentido cabe destacar la comparacion de cinco
métodos de calibracion multivariante llevada a cabo por Navarro Villoslada y
col. (160) para la determinacion de cuatro clorofenoles. Mediante la utilizacion
de una variante del método de las adiciones estandar (HPSAM), Verda Andrés
y col. (161) determinan un fenol en presencia de otros dos en mezclas ternarias
considerando estos dos uitimos como interferentes y obteniendo resultados
comparables a los obtenidos utilizando una regresion lineal maltiple. Igual-
mente se ha utilizado la regresion parcial de minimos cuadrados, asi como dos
métodos de correccion del fondo, para el analisis de grupos de fenoles con

similares caracteristicas espectrales en aguas residuales (162).

Cabe destacar la aplicacion de sistemas en continuo para la determina-

cion de fenoles ya sean totales o individuales. Dentro de la determinacion de
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fenoles totales, tenemos el método automatico de Afghan y col. (127) de la
4-AAP en el que incluyen una extraccion liquido-liquido dei colorante una vez
formado, obteniendo un limite de deteccion de 5 pg/L. Un sistema similar al
anterior es el propuesto por Zhi y col. (88) con la diferencia de que en este caso
tiene lugar una preconcentracion en linea sélido-liquido sobre una columna de
XAD-4, obteniendo un limite de deteccion de 0.2 pug/L. Otro sistema en continuo
es el establecido por Moreno-Roman y col. (95) para la determinacion de
pentaclorofenol, el cual es previamente preconcentrado en una columna rellena
de 8-quinolinol inmovilizado en vidrio de poro controlado. El limite de deteccion
obtenido fue de 2.5 pg siendo el factor de preconcentracion de 250 veces.
También la utilizacion de un sistema en continuo de extraccion liquido-liquido
ha permitido la determinacién individual de fenoles utilizando las curvas de
extraccion obtenidas a lo largo del tiempo de cada uno de ellos y aplicando una

regresion de minimos cuadrados (71).

En cuanto a los sistemas FIA, Sweileh y col. (163) llevan a cabo la
determinacion total de fenol mediante la reaccidén de Berthelot utilizando

NaClO y NH; para formar el correspondiente azul de indofenol. Rodriguez

Alcala y col. (141) automatizan el método de la 4-AAP para la determinacion
de pentaclorofenol utilizando tanto un método de flujo continuo como de flujo
parado obteniendo con este ultimo una mayor selectividad y unos limites de
deteccion entre 0.15 y 0.21 mg/L. Por otra parte, Frenzel y col. (140) llevan a
cabo un estudio comparativo de dos reactivos (4-AAP y MBTH) para la
determinacién total de fenoles a través de un sistema FIA. Los limites de
deteccion obtenidos fueron de 30 pg/L para la 4-AAP y de 12 pg/L para la
MBTH siendo este iltimo, a parte de mas sensible, mas general en cuanto a su
reactividad al poder reaccionar con aquellos fenoles con sustituyentes en posi-
cion para-. La velocidad de muestreo del sistema FIA fue de 60 muestras/h. Un

problema que presenta el reactivo MBTH es que los fenoles presentan su
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maximo de absorcién en un amplio intervalo de longitudes de onda por lo que
es dificil seleccionar una longitud de onda adecuada para su determinacién
total, cosa que no sucede con la 4-AAP a pesar de su limitaciéon en cuanto a la
reactividad. Estos mismos autores estudian la incorporacién al sistema FIA de
una preconcentracion en linea, mediante extraccion liquido-liquido o sélido-
liquido, del producto formado entre los fenoles y la 4-AAP, obteniendo unos
limites de deteccion de 8 pg/L para el primer caso y de 11 ng/L para el segundo
caso (164).

La preconcentracion en linea de fenoles y su posterior determinacion
mediante un sistema FIA basado en la reaccion con la 4-AAP ha sido igual-
mente estudiado por otros autores. Asi, Rodriguez Gonzalo y col. (119) utilizan
una membrana de silicona para a extraccion y preconcentracion de los fenoles
obteniendo unos limites de deteccion entre 0.7 y 5.7 ug/L dependiendo de la
cantidad de muestra preconcentrada; mientras que Kwade y col. (165) incorporan
un aparato de destilacion para la eliminacién de interferencias y combinando la
técnica FIA y el andlisis de flujo segmentado (SFA) obtienen un limite de
determinacion de 0.01 mg/L. A partir de este ultimo trabajo de Kwade y col. se
esta desarrollando actualmente una norma internacional para la determinacion

total de fenoles o indice fendlico en agua aplicando el analisis de flujo (166).

Al igual que en los métodos manuales, la aplicacion del analisis multi-
componente a diferentes sistemas FIA permite la determinacion individual de
fenoles. Un método utilizado para la determinacion de isoémeros fendlicos
consiste en la monitorizacion a determinadas longitudes de onda del fiagrama
de cada muestra inyectada, utilizando tantas longitudes de onda como compo-
nentes haya en la mezcla para su determinacion (167). Otro método es la
obtencion de 1a curva de calibrado para cada componente a la longitud de onda
a la cual los otros componentes presentes en la mezcla no absorban (155). Este

método es conocido como “zero-crossing”.
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Un estudio comparativo de tres métodos de analisis multicomponente
(regresion de minimos cuadrados clasico, filtro de Kalman y regresion parcial
de minimos cuadrados) ha sido llevado a cabo por Navarro Villoslada y col.
(86) para la determinacién de cinco clorofenoles contaminantes priotitarios en
agua de grifo mediante un sistema FIA con extraccion liquido-liquido. Los
clorofenoles, previamente preconcentrados en una resina XAD-4, son determi-

nados a niveles de pg/L utilizando el espectro en primera derivada.

Por ultimo, en ia tabla Il se resumen las caracteristicas de algunos de

estos métodos para la determinacidon de fenoles clorados.

A.3.3. Métodos cromatograficos

A.3.3.a. Cromatografia liquida de particion

La cromatografia liquida (LC) es una técnica muy adecuada para el
analisis de compuestos fendlicos. La polaridad de los fenoles y su baja presion
de vapor que complican su analisis por cromatografia de gases, no tienen un
efecto adverso en LC. Esta técnica puede ser utilizada, sin previo tratamiento,
para el analisis directo de mezclas complejas de fenoles con alto peso molecular
y fenoles polihidroxilados. Esta ventaja se utiliza principalmente en el analisis

de fenoles en agua y en el estudio del metabolismo en sistemas biologicos.

En la tabla III se exponen los parametros mas caracteristicos de los
métodos para el analisis de clorofenoles y fenoles contaminantes prioritarios
(FCP) por LC de particion.

La mayor parte de los autores utilizan sistemas de LC de fase reversa

(80,100,105,169) y unos pocos de fase normal (170-172). Debido al caracter
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TABLA II. Analisis de clorofenoles por espectrofotometria UV-VIS.

CLOROFENOL REACTIVO A (nm) LINEALIDAD MUESTRA OBSERVACIONES REFERENCIA
Clorofenoles Tetrabutilamonio 200-430 0-200 pg/L Aguas Fia 86
Calibracién multivariante

Pentaclorofenol S 302 0.04-0.25 ng/L —_— LD.:25ug 95
Precon.: 8-quinolinol

Clorofenoles 4-AAP 460 1-10 ug/L Aguas naturales LD.:05puglL 127

Método automdtico
Clorofenoles NaOH 310 10-100 pg/L Aguas naturales LD 5pg/L 127
Pentaclorofenol —_— 297-304 1-40 mg/L Madera y cuero Espectrofotometria 131
derivada

Pentaclorofenol 4-AAP 637 1-60 mg/L Fungicida L.D.:0.15 mg/L. FIA 141

Clorofenoles NaNGO,/CoCl, 575-600 1-100 mg/L Agua potable L.D.: 0.08-8 mg/L 145

Pentaclorofenol violeta de cristal 585 0.02-0.16 mg/L Sangre, Orina Extraccién en cloroformo 151

Clorofenoles Tetrabutitamonio 250-380 2-20 mg/L _ Andlisis multicomponente 154

2-clorofenol NN-dietil-p-fenilendiamina 660 1.25-25 yM —_— LD.:0.25-045pM 158

3-clorofenol Filtro de Kalman

Clorofenoles [Br/Fe,(SQ,), 223 2-50 pg Aguas residuales Diazotacién 168

L.D.: limite de deteccién. FTA: Analisis por inyeccion de flujo.
A: longitud de onda en donde se realiza el analisis.

4-AAP: 4-aminoantipirina.
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acido de los fenoles se emplean disoluciones reguladoras para disminuir el
ensanchamiento y la variabilidad de los picos cromatograficos en la mayoria de
Jas separaciones (105,173,174). En algunas ocasiones también s¢ emplean altas

concentraciones salinas con el mismo fin (175,176).

La fase estacionaria mas comtnmente utilizada por la mayoria de los
autores para Ja determinacién de fenoles es la Cy; (80,100,105,177), la cual
puede ser modificada mediante la adicion de diferentes sales de amonio cuater-
nario para mejorar la retencion de los mismos (178). Otras fases estacionarias
también utilizadas son la C, (91,174), la 8-quinoleina-Fe(Ill) (179), las resinas
XAD (180,181), carbén grafitizado poroso (182), fase ligada de difenil (62),
ciclodextrinas (183) y columnas de intercambio iénico (85), predominando en
todas ellas la separacion debida a equilibrios de particion, al estar los fenoles

en su forma acida no ionizada.

En cuanto a los detectores, el mas usado es el detector UV
(86,105,178,182); sin embargo, también se ha descrito el empleo de ofros detectores
como los fluorimétricos (173), electroquimicos (91,174,184), de espectrometria
de masas (172,185,186), de captura electrénica (171,187), quimioluminiscentes
(188,189), infrarrojo (190) y de espectrofotometria de diodos integrados
(“diode array™) (63,100,110). En ocasiones se emplean simultaneamente dos

detectores, como el de UV y el electroquimico (90).

La preconcentracion de las muestras es un paso previo necesario cuando
se desea disminuir los limites de deteccion a niveles de pg/L e incluso a niveles
de ng/L. Los métodos de preconcentracion utilizados abarcan practicamente
todos los comentados en el apartado A.3.1.; extraccion liquido-liquido, extraccion
solido-liquido, preconcentracion en membrana y destilacion, siendo la extraccion
sohdo-liquido la mas utilizada debido a la posibilidad de incorporacion en linea al

sistema cromatografico (90).



TABLA II1. Analisis de clorofenoles por cromatografia liquida de particion (LC).

CLOROFENQL  FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL DETECCION MUESTRA OBSERVACIONES REFERENCIA
Clorofenoles Separon SGX Cjy ACN-H,PO, (95:3) [53Y Agna L.D: 0.12-0.38 pg/L 80
Precon.: G, Cp, fenilo
FCP Spherisorb ODS-2 Metanol-H,S0, UV, EQ Agua L.D.: 4-85 pg/L (UV) 82
L.D.: 0.04-0.59 pg/L (EQ)
FCP Spherisorb ODS-2 AcOH-Metanol UV, EQ Agua L.D.:0.02-0.1pg/L, 90
Precon: PLRP-S
FCP LC-18 Metanol-ACN-TFA uv Agua L.D.:0.1-1.5 ng/LL 100
Precon.; GCB
FCP Nucleosil 5 Cyg NH, Ac-ACN-Metanol uv _ Linealidad; 5-50 mg/L 105
(28:17:5)
FCP HP ODS-2 Metancl-AcOH uv Aguas Linealidad: 1-20 pg/L 110
Precon: PLRP-S, par idnico
Monoclorofenoles LiChrospher RP-18¢ Metanol-H.PQ, uv Aguas L.D.: 0.12-0.42 mg/L 169
{(43:55) Precon. L-L y 5-L
Pentaclorofenol LiChrosorb RP-C 4 Metanot-NaH, PO, F Suero L.D.: 400 ng/L 173
(90:10) Dansilderivado
Clorofenoles LiChrospher 100 RP§  Metanol-propanol-tampdn EQ Agua L.D.: 55 pg-19yng 174
Mcllvaine
Clorofenoles Hypersit ODS Metanoi-KNO,-H,50, EQ Agua LD:06pg 176

9€

eoRe B0l I UWISIAAY Y




Clorofenoles

Clorofenoles
Clorofenoles

Clorofenoles

Clorofenoles

LiChrospher 100 RP-18

Spherisorb ODS-2
LiChrosorb RP-18

LiChrosorb RP-C,

LiChrospher RP-18

ACN-Metanol- NaHg_PO4
(19:17:64)

Metanol-AcOH (70:30)
Metanol-tampdn

imidazola
Metanol-Agua

ACN-AcOH

EQ

MS
QL

uv

UV, F

Agua de mar

Agua

Productos de
descomposicion

Aguas

L.D.: 0.1-0.04 pg/L
Precon.: PS-DVB

L.D.: 400 ng/g

L.D.: (.01-0.1 pg/L

LD.:2ugl
Derivatizacion: 4-AAP

LD.: I-14ng
Oxidacién con Ce(1V)

184

i85

188

194

297

L.D.: Limite de deteccion.

FCP: Fenoles contaminantes prioritarios.
Detectores: UV: ultravioleta, EQ: electroquimico, F: fluorimétrico, MS: espectrometria de masas, QL: quimioluminiscente,
ACN: Acetonitrilo. AcOH: Acido acético. THF: tetrahidrofurano. TFA: acido trifluoroacético.
Preconcentracion: L-L: liquido-liquido. S-L: sélido-liquido. GCB: negro de carbén grafitizado. PS-DVB: poliestireno-divinilbenceno.
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En LC es posible utilizar reacciones de derivatizacion, tanto pre-
columna como post-columna, con objeto de aumentar la selectividad y sensibi-
lidad en la determinacion cromatografica, pero con el problema de que se
necesita mas tiempo para la preparacion de la muestra. En este sentido cabe
destacar 1a revision bibliografica de Dem’yanov sobre los diferentes métodos

de derivatizacidn de fenoles para su determinacion en LC (191).

En el primer caso se encuentra la formacion de derivados fluorescentes,
los dansilderivados o los 2-fluorensulfonil derivados, con los que se alcanzan
limites de deteccion det orden de ng/L (89,173,192). Mediante la reacciéon con
4-AAP, Li y Kemp (193) obtienen un limite de deteccion de 40 oM utilizando
deteccidn electroquimica mientras que Fayyad y col. (194) obtienen un limite
de deteccion de 2 pg/L con deteccion UV, La formacion de los comrespondientes
derivados dansilados permite, igualmente, la determinacion de los fenoles
mediante deteccion quimioluminiscente alcanzando limites deteccion entre
0.01-0.1 pg/L (188). Por otra parte, la formacion de los correspondientes deri-
vados acetilados ha permitido confirmar la presencia de fenoles en muestras de

agua a niveles de ng/L. utilizando deteccion UV (98).

En la modalidad post-columnna, Bigley y Grob (195) emplean la reaccion
con 4-AAP consiguiendo limites de deteccion del orden de 0.1 a 0.5 mg/L.
Kwakman y col. (196) mediante la reaccion con bis-(2-nitrofenii)oxalato obtienen
limites de deteccion inferiores a los picogramos; mientras que Lamprecht y
Huber (197), mediante la oxidacion con Ce(IV) y posterior deteccion fluores-

cente del Ce(Ill) obtienen limites de deteccion entre 1-14 ng.

En los altimos afios, Ia utilizacion de diferentes métodos matematicos y
disefios experimentales ha permitido optimizar las condiciones para la separa-
cion e identificacion de los fenoles mediante LC en fase reversa. La fase movil

es el parametro que, en general, mas se optimiza tanto en isocratico (63,198)
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como en gradiente (199,200). El efecto del pH y de la temperatura han sido
tenidos en cuenta en la optimizacién de dicha fase mévil. En el caso isocratico
la separacion optima se obtiene utilizando fases moviles cuatemarias compuestas
por metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano y agua; no obstante, el tiempo de
elucion suele ser grande (~50 min.). En cuanto a la separacién en gradiente, la
fase movil se compone inicamente de metanol-acido acético, optimizandose la
fase movil inicial (% metanol) asi como el gradiente (% metanol/min). En este
caso el tiempo de eluciéon maximo es de alrededor de 20 minutos. En ambos
casos (isocratico y gradiente) los demas parametros cromatograficos (flujo,

columna, detector) permanecen constantes.

Un estudio mas completo es el realizado por Chee y col. (201) que apli-
cando un tipo de disefio factorial fraccionado, denominado matriz de disefio
ortogonal (OAD), optimizan varios parametros a la vez como son: varias

columnas C,; de diferentes fabricantes, el contenido de metanol y acetonitrilo

en la fase moévil, la duracion det gradiente de elucion y el flujo. En este sentido,
llegan a Ia conclusién que el tipo columna utilizada es el factor que mas
influencia significativa tiene en la optimizacion de las condiciones para la sepa-
racion satisfactoria de los fenoles, mientras que el tiempo inicial de la fase
movil, la duracion del gradiente y el flujo no mfluyen significativamente en
dicha separacion a los niveles utilizados, lo cual no significa que no sean para-

metros importantes.

Por otra parte, a partir de las propiedades fisico-quimicas de los fenoles
se ha estudiado la retencion de estos en funcion de la fase moévil utilizada.
Entre las propiedades consideradas estan el volumen de Van der Waals y el
potencial de 1onizacién (202), la polaridad, el enlace de hidrégeno y el coefi-
ciente de reparto n-octanol/agua (203). Otras caracteristicas de la fase movil y

estacionaria tales como los parametros solvatocromicos de Kamlet-Taft, el



40 A. Revision Bibliogrifica

parametro de solubilidad de Hildrebrand y el parametro E} de Dimroth-
Reichardt, han sido igualmente utilizados para predecir la retencion de los
fenoles utilizando diferentes fases moviles y estacionarias (203,204). Los resul-
tados obtenidos sugieren que la retencion de los fenoles en el sistema metanol-

agua esta controlada por 1a solvofobicidad de la fase movil.

A3.3.b. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases (GC) se encuentra entre los técnicas que mas
frecuentemente se utiliza en el analisis de fenoles, debido a su alta eficacia en
la separacion, velocidad de analisis y sensibilidad de deteccion. Aunque la
mayoria de los fenoles presentan una alta polaridad y baja presion de vapor,
circunstancias que dificultan su analisis, hay muchos métodos para su determi-
nacion por GC. Los fenoles mas volatiles y de bajo peso molecular pueden
separarse directamente, sin pretratamiento; pero para los homologos superiores

y especialmente los polifenoles se requiere la formacion de un derivado.

La alta polaridad de los fenoles, y en particular de los clorofenoles,
limita en gran medida el nimero de fases estacionarias posibles. No obstante,
existen una gran variedad de posibilidades recogidas en diferentes revisiones

bibliograticas (58,59), pudiendo considerarse dos grandes grupos:

- Métodos que utilizan columnas empaquetadas tales como poliéster

desactivado con H,PO, de nombre comercial SP-1240-DA (205), Tenax (206),
SP-2250 (207), SP-2401 (187), OV-17 (208), carbdn grafitizado (209), etc.

- Métodos que utilizan la cromatografia gaseosa en columna capilar
(CGC) (210-212), que aunque en principio ofrecian dificultades para los com-
puestos acidos por la reactividad con las paredes del vidrio, éstas han sido

subsanadas por nuevos tratamientos o por el uso de las nuevas columnas de
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silice fundida (FSCC) con mayor inercia quimica, que permiten separar los

fenoles mas acidos (61,83,96,213).

Williams y col. (214) demuestran, a partir de 50 compuestos fendlicos,
que las columnas con una menor polaridad presentan mayor eficacia que las
columnas de mas polares siendo capaces de separar 41 de los 50 fenoles consi-
derados. Por otra parte, a partir de tres columnas capilares diferentes Renner
(215) lleva a cabo un estudio sobre la relacién existente entre los tiempos de

retencion y los valores de pKa y toxicidad de los clorofenoles.

En cuanto a los detectores, los mas utilizados son el de ionizacion de
llama (FID), captura electrénica (ECD) y espectrometria de masas (MS); sin
embargo, se hace también uso de otros detectores como el de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (214,216,217), el detector nitrdégeno-
fosforo (NPD) (218), la conductividad electrolitica (219), la deteccidn electro-
quimica (207), la emision atémica (ICP-AES) (99) y la espectroscopia de
movilidad idnica (213). En ocasiones se emplean dos detectores stmulta-

neamente, como ¢l FID y el ECD (220).

Las caracteristicas cromatograficas de los fenoles se pueden mejorar
mediante {a formacion de derivados volatiles. Estos derivados presentan una
menor polaridad y reactividad por lo que tienen mejores caracteristicas croma-
tograficas que los propios fenoles. Si en el derivado se incluyen halogenos, en
general se mejora el limite de deteccion y la selectividad con el uso del detector
adecuado. Los detectores mas utilizados son et ECD y la MS tanto para deriva-
dos halogenados (221,222), obtenidos a partir de una gran variedad de reactivos,
como acetilados (102,117,125,223), siendo estos ultimos los mas utilizados. Cabe
destacar la revision bibliografica de Dem’yanov sobre los diferentes métodos

de derivatizacion de fenoles para su determinacion en GC (191).



42 A. Revision Bibliografica

Entre los reactivos capaces de formar derivados halogenados se encuentran
los anhidridos de haloacidos como monocloroacético (224), monofluoroacético,
trifluoroacético, pentafluoropropionico y heptafluorobutirico (222). Como reactivos
para introducir el grupo pentafluorofenilo se pueden usar el cloruro o bromuro
de pentafluorobenzoilo (83,221,225}, el a-bromopentafluorotolueno (226), el
cloruro de pentafluorofenacetilo y el cloruro de pentafluorofenoxiacetilo, siendo el

primero ¢l mas frecuente,

Dano y col. (227) llevan a cabo un estudio comparativo de los derivados
acetilados y pentafluorobencilados de clorofenoles en aguna, obteniendo como
resultado que los derivados acetilados se separan completamente en las condi-
ctones de trabajo, no asi los dertvados pentafluorobencilados. Al ser los tiempos
de retencion diferentes para ambos derivados, es posible la identificacion de
cada uno de los clorofenoles sin ningiin tipo de interferencia, por lo que ambos
procedimientos son complementarios. Por otra parte, la acetilacion es mas
cficaz para los fenoles policlorados mientras que, por ¢l contrario, la penta-
fluorobenzoilacion da mejores resultados para aquetlos fenoles menos clorados.
Igualmente, Hajslova y col. (228) determinan varios clorofenoles utilizando
diferentes derivados observando que el comportamiento cromatografico de los
derivados acetilados y metilados en una columna FSCC puede considerarse
aceptable, mientras que los trifluoroacetatos y los obtenidos mediante anhidrido
pentafluoropropiénico y heptafluorobutirico no son suficientemente estables y
no se consiguen resultados reproducibles. En cuanto a la pentafluorobencilacion,
esta hace incrementar la respuesta relativa con respecto a los derivados
anteriores en dos ordenes de magnitud para los mono- y diclorofenoles pero no
asi para el pentaclorofenol y los tri- y tetraclorofenoles, por lo que en el caso de
que solo estos Gltimos fueran a ser analizados, recomiendan utilizar la acetilacion

al ser mas simple en cuanto a su realizacion.
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Otros derivados se han obtenido por metilacion con yodometano (211),
metanol/H,SO, (229), metanol/BF, (229) o con diazometano (230), por etilacion
con diazoetano (231), y por esterificacion con N-heptafiuorobutirilimidazola
(230), dando buenas respuestas con ECD y MS. Por otra parte, la silanizacién
utilizando diferentes reactivos para dar Iugar a los correspondientes derivados
stlanizados, aumenta igualmente la sensibilidad en la determinacién de fenoles

utilizando tanto ECD como MS (123,221).

En general, se puede decir que la derivatizacion permite disminuir el
limite de deteccion al nivel de pg/L. Esto se debe al aumento de 1a sensibilidad
y a la mayor recuperacion con que se pueden extraer y concentrar los derivados

de los fenoles.

La utilizacion de la quimiometria en la determinacion de clorofenoles
mediante GC ha sido utilizada por diferentes autores. Asi, Korzekwa y col.
(232) aplican un método de minimos cuadrados para la resolucién de picos
cromatograficos solapados pudiendo detectar datos errOneos; mientras que
Jurasek y col. (233) utilizan un programa basado en el reconocimiento de
pautas junto con la busqueda en una libreria de los correspondientes espectros
de masa de los clorofenoles, para completar la informacion sobre una muestra

desconocida.

Finalmente, y como en casos anteriores, en la tabla IV se resumen las
caracteristicas analiticas de los distintos métodos que utilizan la GC para el

analisis de clorofenoles.



TABLA 1V. Analisis de clorofenoles por cromatografia gaseosa (GC).

CLOROFENCL SISTEMA DERIVATIZACION TEMPERATURA MUESTRA OBSERVACIONES  REFERENCIA
CROMATOGRAFICO °C (°C/min}
Monoclorofenoles FSCC-ECD, DB-5 Pentafluorobenzoatos 40150 (25)-190 (2)- Agua LD.<2nglL 61
250 (5)
Clorofenoles FSCC-FID, Dimetilpolisiloxano Acetilacion 45-150 (5) — Linealidad: 0.2-3 mg/L 64
Clorofenoles FSCC-ECD, SPB-5 Pentafluorobenzoatos  70-105 (30)-240 (4) Orina L.D.:0.5-2 ug/L 83
Precon: ClS

Clorofenoles GC-ICP-AES, BP-5 _ 80-250 (15) Agua Linecalidad: 0.1-10 mg/L 99
L.D.: 0.07-0.48 pg/L

Clorofenoles CGC-ECD, DB-225 Acetilacion 60-220 () Aire LD.: | ng/m’ 102
Precon.; Porapak-N

FCP GC-FIDMS, PTE-3 Acetilacién 30-190 (10) S L.D.: 0.6-32 pg/L (FID) 117

L.D.: 0.01-1.6 ug/L (MS)

Microextraccidn S-L

FCP CG-FID, SP-1240-DA _ 110-370 (25) Agua de mar L.D.: 10-35 pg/L 205

Clorofenoles CGC-EQ, 5p-2250 Acetilacion _ Orina L.D. 1 gl 207

Clorofenoles CGC-ECD,MS, DB-3 Acetilacion 70-120 (30)-180 (2) Papel LD.:0.35-1 pg/l 210

Clorofenoles GC-N-P, DB-1 Cianoetildimetilsilil 120-280 (12) —_— LD:05pg 218

éteres
Pentaclorofeno! CGC-CE.MS, DB-1 Acetilacion 160-220 (5) Vino LD.: 1 ugL 219
Corcho L.D.: 10 pg/kg

4%
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GC:Cromatografia gaseosa. CGC: GC en columna capilar. FSCC: CGC en columna de silice fundida.

Detectores: FID: Ionizacion de llama, ECD: captura electrénica, MS: expectrometria de masas, N-P: nitrégeno-fosforo, EQ: electroquimico,

CE: conductividad electrolitica.. FTIR: espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier.

FCP: fenoles contaminantes prioritarios. HFBI: N-heptafluorobutirilimidazola.
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A.3.3.c. Cromatografia de capa fina

La cromatografia de capa fina (TLC) no es un método muy utilizado
para la determinacion de clorofenoles siendo, en ocasiones, complementario de
otros métodos cromatograficos (207). En general, la separacion de los clorofe-
noles se lleva a cabo en placas de gel de silice existiendo una gran variedad de
ellas (207,234). En ocasiones, la gel de silice estd impregnada con otros com-
puestos como NaNQ, (235), Al(III) y Cu(II) (236) o tensioactivos anmidnicos (237).
No obstante también se emplean placas del tipo RP-2, RP-8 y RP-18, que
consisten en cadenas de alquilo enlazadas quimicamente a una fase estacionaria

de silice (238) y placas de celulosa (239).

Las fases modviles o eluyentes utilizados para el desarrollo del cromato-
grama suelen ser mezclas de disolventes polares y apolares (fase reversa)
aunque también se utilizan mezclas de disolventes apolares (fase normal). Estos
eluyentes varian dependiendo de las condiciones de trabajo, pero normalmerte
se componen de dos o tres disolventes tales como benceno, tolueno, acetona,

éter etilico, metanol, acido acético, acido formico, amoniaco, etc. (207,239-241).

La deteccion se lleva a cabo con diferentes reactivos cromogénicos que
dan lugar a compuestos coloreados facilmente detectables al reaccionar con los
fenoles (242). Asi, no es de extrafiar que, normalmente, se utilicen los mismos
reactivos que se emplean en espectrofotometria UV-VIS tales como la
4-aminoantipirina (4-AAP) (240,243) y todos aquellos que forman colorantes
azoicos (240,244). También, se utilizan otros reactivos tales como el nitrato de
plata (207,245), el nitrato de torio (I'V) (246), el ferricianuro férrico (238) y el
fosforo fluorescente (241). La deteccion de los compuestos formados se realiza,
en general, mediante la utilizacion de la radiaciéon UV aunque también puede

hacerse visualimente (247).
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La TLC ha sido también utilizada para estudiar la relacién entre la
estructura y la actividad biolégica de los clorofenoles (248). En este sentido la
dosis letal minima y su toxicidad han sido correlacionados con sus valores de

pKa y los indices topologicos calculados mediante dicha técnica.

En la tabla V se resumen las caracteristicas mas importantes de los dife-

rentes métodos que utitizan la TLC para la determinacion de clorofenoles.

A3.3.d. Otros métodos cromatograficos

Otra técnica cromatografica utilizada en el analisis de clorofenoles es la
cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). Esta técnica cromatografica se
basa en la separacion de los diferentes compuestos mediante la utilizacién
como fase movil de un gas, normalmente CQO,, en estado supercritico. En
cuanto a las columnas utilizadas como fase estacionaria estas pueden ser capila-
res o empaquetadas. Ong y col. (250) comparan la selectividad de dos fases
estacionarias en columnas capilares utilizando una mezcla de CO, y Freén-22
como fase movil y deteccion UV para la determinacion de los fenoles contami-
nantes prioritarios de la USEPA, obteniendo unos limites de deteccién entre
0.01 y 0.38 mg/L. La utilizacién de Fredén-22 reduce los tiempos de retencidn
de los fenoles y aumenta su sensibilidad comparado con la utilizacion de CO,
puro (251,252). Por otra parte, Dressman y col. (253) llevan a cabo la determi-
nacion de estos mismos fenoles utilizando CO, modificado con metanol (1%)

y deteccion electroquimica, obteniendo unos limites de deteccion entre
0.72 y 80 ng.
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TABLA V. Anlisis de clorofenoles por cromatografia de capa fina (TLC).

CLOROFENOL FASE FASE MOVIL REACTIVO MUESTRA OBSERVACIONES REFERENCIA

ESTACIONARIA (DETECCION)

Clorofencles Silufol CH; -ctanol, hexano-acetona AgNQ; -radiacién UV Orina LD.:1mgL 207

Clorofencles RP-18, Sil C3-50, Metanol{NH, NO,-NH; — Comparacion de 237

OPTI1-UP C,, con diferentes placas
{ensioactivos anidnicos
Clorofenoles RP-2, RP-§, RP-18 Metanol-agua, C;H, -metanol Fe[Fe(CN),] _ Influencia del 238
CHCY, -isopropanol. cluyente. Fase normal
y reversa
Clorofenoles Situfol, Kieselgel G CH;-acetona Acido sulfanilico _— LD 044 g 240
4-AAP - K Fe(CN),
Pentaclorofencl Gel de Si Tolueno-metanol Fésforo Agua Linealidad; 300-500 ng 241
(reflectancia Miel Precon.: Cjq

densiométrica)

Clorofenoles Gel de Si CHCI; -metanaol acido octanilico Aguas LD.1-5ug 244
o-dianisidina

Pentaclorofenol Gel de Si AcOH-hexano-acetona-metanol AgNQ, -radiaciéon UV Sebo L.D. <50 ng 245

Clorofcnoles Get de Si Metanol Th(NOy),- 6 H,0 _— LD 1-3ug 246

Pentaclorofencl Gel de Si con detector Tolueno- acetona Reflectancia densiométrica Cueto L.D.3ng 249
fluorescente Radiacién UV

L.D.: limite de deteccion.
4-AAP; 4-aminoantipirina. AcOH: acido acético.
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A.3.4. Meétodos electroanaliticos

En la tabla VI se resumen las caracteristicas principales de los diferentes
métodos electroquimicos encontrados en la bibliografia para la determinacion
de clorofenoles. Las técnicas mas empleadas son la voltamperometria ciclica
(254-256), la voltamperometria diferencial de impulsos (255-259), 1a voltampe-
rometria de redisolucion catddica diferencial de impulsos (260), la voltampe-
rometria de barrido lineal (257), la voltamperometria de onda cuadrada (259) y
la polarografia diferencial de impulsos (254). Como electrodo de trabajo se utiliza
el electrodo de carbono ya sea vitrificado o en pasta pudiendo estar modificado,

y como electrodos de referencia el de calomelanos saturado y el de Ag/AgCl.

Por otro lado, es bien conocida la gran sensibilidad de la deteccion elec-
troquimica en HPLC en la determinacion de fenoles. Esto ha hecho que se
produzca un gran desarrollo de diferentes electrodos para su posterior utiliza-
cion en dicha técnica. Asi, Liberti y col. (261) desarrollan un electrodo de
carbon vitrtficado en polietileno el cual es también empleado en voltampero-
metrias anddicas de fenoles. Del mismo modo Weisshaar y col. (262) desarro-
ltan un electrodo denominado Kelgraf (Kel-F-graphite) el cual es compatible
con una gran variedad de disolventes organicos y posee una gran estabilidad
térmica. El limite de deteccién para este electrodo en la determinacion de fenoles,

esta entre 0.15y 0.8 pg/L.

La utilizacion conjunta del analisis en continuo y los métodos electro-
quimicos ha sido tratada por diferentes autores. En este sentido, Caiiete y col.
(256) llevan a cabo la determinacion individual y multicomponente de com-
puestos fendlicos a concentraciones inferiores a 1 mg/L mediante voltampero-
metria ciclica utilizando un sistema FIA. Yaiiez Sedeifio y col. (263) determinan
pentaclorofenol mediante un sisterna FIA con deteccion amperométrica obteniendo

un limite de deteccion de 3.7 pg/L. Christophersen y Cardwell (264) determinan



A. Revision Bibliogrifica

50

TABLA VI Analisis de clorofenoles por métodos electroanaliticos.

CLOROFENOL TECNICA ELECTRODO MUESTRA OBSERVACIONES REFERENCIA
Pentaclorofenot Polarografia diferencial de Gota de mercurio —_— L.D. <27 mg/L 254
impulsos
Clorofenoles Voltamperometria diferencial Carbono vitrificado —_ L.D.: 0.5-3.4 mglL 255
de impulsos Linealidad: 0-100 mg/L
2 4~diclorofenol Voltamperometria ciclica Pasta de carbono Apuas LD. 20 ug/L 256
derivada-FIA Determinacién multicomponente
Pentaclorofenol Voltamperometria diferencial Carbono vitrificado Fungicida LD.:0.45 pM 257
de impulsos Linealidad: 2-10 yM
Pentaclprofenol Voltamperometria de barrido Carbono vitrificado Fungicida LD:36uM 257
lineal Linealidad: 10-100 uM
Pentaclorofenol Voltamperometria de onda Pasta de carbono-gel de silice Fungicida LD.: 4.5 nug/L 258
cuadrada Linealidad: 0.1-1 uM
4-cloro-3-metilfenol Yoltamperometria diferenciat Carbono vitrificado Cosmeético LD:02uM 259
de impulsos Linealidad; 0.8-70 pM
Pentaclorofenol Voltamperometria de barrido Carbono vitrificado Agua LD.:3.7 ug'L 263
lingal-FIA Linealidad: 10-100 pug/L
Clorofenoles Culombimetria, Amperometria- Carbono Aguas Linealidad: 0.1-20 mg/L 264
Fla
4-cloro-3-metilfenol Biosensor amperométrico QGrafito-tirosinasa e LD.: 13 uM 265
Linealidad; 40-360 pM
4-clorofenol Biosensor amperométrico Resina grafito-epoxida-tirosinasa _— LD.:1uM 266

L.D.: limite de deteccion.
FIA: analisis por inyeccion en flrjo.
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la cantidad total de fenoles empleando un sistema FIA acoplado a dos
detectores (culombimétrico y amperométrico) utilizados para la eliminacion
de interferencias y deteccion de los fenoles, respectivamente. Mediante este
sistema mejoran la exactitud en su determinacion en presencia de fenoles
sustituidos, y en particular para- sustituidos y/o nitrofenoles, con respecto al

método de la 4-AAP.

Wang y col. (265-267) utilizan un biosensor amperométrico para la
determinacion de compuestos fenolicos basado en la utilizacidon de la
enzima tirosinasa la cual da lugar a las correspondientes productos quinénicos
electroactivos. Los estudios fueron realizados tanto manualmente como a
través de un sistema FIA obteniendo un limite de deteccidon para el primer
caso entre 6 y 29 pM y para el segundo caso entre 1 y 15 uM. Otro biosensor
amperométrico basado en la enzima tirosinasa es el desarrollado por Kotte y
col. (268), el cual incorpora un mediador redox que hace aumentar la
sensibilidad mediante amplificacion de la sefial analitica, obteniendo un
limite de deteccidon de 0.25 nM. Igualmente, Hall y col. (269) determinan
diferentes fenoles utilizando un electrodo enzimatico basado en la enzima
polifenoloxidasa la cual es retenida en una membrana de nylon, obteniendo
una respuesta lineal a concentraciones superiores a 100 uM. En este sentido
cabe destacar la revision llevada a cabo por Marko-Varga y col. (270) sobre
la utilizacién de diferentes enzimas tales como lacasas, peroxidasas y tirosi-

nasas, para la determinacion de fenoles mediante sensores amperométricos.
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A.3.5. Otros métodos

Una de las técnicas espectroscOpicas capaz de llegar a concentraciones
de 20 pg/L en determinaciones directas es la fluorimetria (271). Igualmente, la
espectroscopia Raman ha mostrado su utilidad de medida directa de fenoles a
niveles de concentracion del orden de mg/L ya sea utilizando un patron interno

o analists multicomponente (272).

Varios autores han utilizado para la determinacién de los fenoles el
efecto inhibidor o desactivador (“quenching”) en determinadas reacciones. Asi,
Donkerbroek y col. (273), a través de la desactivacion de la fosforescencia a
temperatura ambiente del biacetilo por parte de los clorofenoles, obtienen unos
limites de deteccion entre 0.01 vy 1 uM; Pérez Ruiz y col. (274) utilizan el
efecto inhibidor de los fenoles en la reaccion fotoquimica entre la floxina y el
EDTA para su determinacion a niveles de pM; mientras que Zhuang y col.
(275) llevan a cabo la determinacion de fenoles volatiles mediante un método FIA
basado en la desactivacion de la quimioluminiscencia del p-clorobencenodiazonio

en presencia de H,0,, obteniendo un limite de deteccion entre 15 y 30 pg/L.

Una técnica, desarrollada durante los Gltimos afios para la determinacion
de fenoles contaminantes prioritarios, ha sido la electroforesis capilar. En este
sentido, L1 y Locke (276) estudian la influencia del pH, concentracion de la
disolucion reguladora, voltaje aplicado y cantidad de muestra inyectada, en la
resolucion de dichos fenoles a niveles de mg/L, mientras que Turnes y col.
(277) estudian diferentes alternativas de esta técnica para la monitorizacion de

pentaclorofenol a niveles de ng/L en muestras de agua.

Otra técnica, desarrollada por Praus y Dombek (278-280) para la sepa-
racién y determinaciéon de clorofenoles, es la isotacoforesis capilar ya sea

mediante a utilizacion de varios sistemas a diferentes pH de acuerde con sus
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valores de pKa, o con un tnico sistema adicionando aditivos neutros tales como
B-ciclodextrinas o polientilenglicol. Los limites de deteccidn obtenidos varian
entre 10 y 50 ng/L. Preconcentrando previamente los clorofenoles mediante un
proceso de destilacion, estos autores llevan a cabo su determinacién en aguas

de rio e industriales a nivel de mg/L (122).

Por ultimo, cabe destacar el desarrollo de un inmunoensayo para la
determinacion de pentaclorofenol en muestras de agua con un limite de deteccion
entre 30 y 40 pg/L (281), un método de deteccion selectiva de impurezas de
fenol en agua basado en un proceso de ablacion e ionizacion mediante un laser
y posterior deteccion con MS, obteniendo un limite de deteccion de 0.1 pg/L
(282) y un método para la caracterizacion y analisis de mezclas de fenoles
mediante resonancia magnética nuclear de '"’Sn, previa derivatizacién con

oxido de bis(tri-n-butilestaiio) (283).
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A.4. LEGISLACION SOBRE CONTENIDOS MAXIMOS

En los apartados anteriores se han revisado tanto los usos y toxicidad de
los fenoles como los diferentes métodos para su determinacion. Debido a los
riesgos que para el medio ambiente y la salud piiblica suponen estos compuestos,
diferentes paises han establecido unas normas de calidad para el agua, segin el

uso de la misma, asi como para otros materiales.

La adhesion de Espaiia a la Comunidad Europea hizo necesario armonizar
la legislacion a las disposiciones comunitarias en cuanto a la reglamentacion
técnico-sanitaria para el abastecimiento y control de calidad de las aguas
potables de consumo pablico, por lo que en 1990 fue derogada la anterior
reglamentacion de 1982 que fijaba una concentracion maxima admisible
(MAC) de 1 pg/L de fenoles totales, estableciéndose un nuevo reglamento de
acuerdo a la legislacion comunitaria con una MAC de 0.5 pg/L de fenoles
totales (284). Por otra parte, en 1984 se fijo un limite en Ia industria maderera
para ¢l empleo de la sal sddica del pentaclorofenol como conservante, prohi-

biéndolo en el caso de envases de alimentos (285).

Para el analisis de aguas el método oficial de referencia en la Comunidad
Europea, y por consiguiente en Espafia, es el espectrofotométrico que utiliza
4-aminoantipirina (4-AAP), con precision del 30%, exactitud del 50% y limite
de deteccion de 5 pg/l. (133), siendo ignalmente oficial en EEUU (134) y en
las normas internacionales (135). No obstante, estas normas y la Agencia de
Proteccion Medioambiental de Estados Unidos (USEPA) también prevén la
utihizacidn de la cromatografia gaseosa con deteccion de captura electronica o
ionizacion en llama (286,287). En el caso de la determinacion general de
contaminantes prioritarios incluidos los fenoles, la USEPA recomienda la

cromatografia gaseosa con detector de espectrometria de masas (288,289).
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Por otra parte, desde 1988 la Comunidad Europea fija un objetivo de
calidad para el pentaclorofenol de 2 pg/l. en aguas superficiales recomendando
como métodos de referencia la LC y GC-ECD con limites de determinacion de
2 ug/L para efluentes, 0.1 pg/L para aguas y 1 ng/Kg para sedimentos y orga-
nismos, con una precision del 50% para una concentracién doble del limite de

determinacion (290,291).

Oftras directivas que fijan la calidad de las aguas, en cuanto a su conte-
nido de fenoles, tanto las superficiales destinadas a la produccion de agua
potable, las de bafio, asi como las continentales aptas para la vida de los peces,

han sido publicadas por la Comunidad Europea (292-294).

El hecho de que la legislacion de los paises fijen diferentes limites se
debe al efecto econdmico negativo que se produce sobre la industria al regular
una sustancia, pues, cuanto mas bajos sean los niveles permitidos, mas cara
serd la depuracion de los residuos industriales, lo que encarecera los costes de

produccion.
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A.5. LOS PARES IONICOS EN EL DESARROLLO DE
METODOS ANALITICOS

En los tltimos afios la formacion de asociaciones idnicas o pares i6nicos,
a experimentado un gran desarrollo en diferentes métodos analiticos, debido a
su gran versatilidad y a la posibilidad de aumentar tanto la selectividad como la
sensibilidad de fos diferentes métodos analiticos. El estudio de la influencia del
tamafio de los contraiones y sus caracteristicas fisico-quimicas han permitido la
determinacion selectiva de numerosos analitos utilizando métodos tanto espec-

troscopicos como electroquimicos (295,296).

A.5.1. Propiedades

Los pares i6nicos son asociaciones originadas por interacctones electros-
taticas entre iones de carga opuesta dando lugar a productos eléctricamente
neutros. Por lo tanto, en la formacion de un par 16nico predominan las fuerzas

fisicas mas que las quimicas.

La asociacién se puede expresar por la siguiente reaccion (297):

A+ B (A'B)

definiéndose 1a constante de asociacion como:

c_ (AB)
(A" YB)™
El valor de esta constante de asociacion indica si la formacién del par

iénico es o no significafiva.
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La formacion del par i6nico se ve favorecida por la disminucion de fa
constante dieléctrica. Asi, todos aquellos disolventes que poseen una constante
dieléctrica baja, del orden de 20-30, favorecen en su seno, la formacion de los
pares 16nicos. En disolventes de polaridad mas baja, en los que la solvatacion
es débil, la union idnica es fuerte, ya que no hay moléculas de disolvente entre
el par de 1ones, por lo que se habla de par i6nico compacto, mientras que en
disolventes de polaridad mas elevada, en los que la solvatacion es mas intensa,
la unién idnica es débil, pudiendo los iones estar separados por una o varias

capas de moléculas de disolvente, lo que se conoce como par iénico suelto.

La presencia de electrdlitos distintos a los involucrados en la asociacion
¢jerce una influencia positiva en la formacion del par i6nico que es debida a

dos causas esenciales:

a)} Concentraciones electroliticas altas hacen disminuir la hidratacion
sobre los 1ones formadores del par i6nico y, por tanto, aumentan su caracter
hidréfobo.

b) La constante dieléctrica del medio disminuye con la concentracién
electrolitica. Asi, por ejemplo, el valor de £=80 (agua pura) disminuye a £=60 en
HCI1 0.5 M, en una disolucion de LiCl 1.5 M o en una disolucion de NaCl 2.3 M.,

Existe una gran variedad de reactivos formadores de pares idnicos los

cuales se pueden clasificar en los siguientes grupos:

- Colorantes del grupo de la fluoresceina que actilan como contraiones
cargados negativamente (anidnicos). Entre ellos se encuentran el Rojo de
Bromopirogalol, la eritrosina, el azul de bromofenol, etc. Estos colorantes
proporcionan las suficientes caracteristicas luminiscentes como para poder

determinar el par idnico fluorimétricamente.
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- Colorantes basicos que presentan en su molécula carga positiva y, por
tanto, actuan como contraiones catiénicos. Dentro de este grupo tenemos los
colorantes del tipo xantenos y a los del grupo de la Rodamina B. La determi-
nacion del par idnico se puede realizar, en este caso, tanto espectrofotométrica

como fluonmétricamente.

- Moléculas de cadena larga con caracter tensioactivo, tanto anidnicos

(Jaurilsulfato sédico) como catidnicos (sales de amonio cuaternario).

- Cationes organometalicos formados por grupos fenilos cercanos a un
cierto atomo en estado positivo de oxidacion y que se denominan iones poli-
tenilonios fales como el tetrafenilarsonio, el tetrafenilfosfonio y el trifeniles-

tannonio.

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

ejemplo, el Fe(1,10-fenantrolina),®* v el Fe(2,2-bipiridilo),*".

- Compuestos macrociclicos que forman complejos de extraordinaria

estabilidad siendo los més utilizados los éteres corona y cripta.

En este sentido, cabe destacar la revision bibliografica llevada a cabo
por Toei (298) sobre los reactivos formadores de pares ionicos mas amplia-

mente utilizados en quimica analitica.

A.5.2. Extraccion liquido-liquido

Debido al caracter neutro del producto obtemido en un a asociacion
ionica este puede ser extraido mediante disolventes apolares. La extraccion de
los pares 16nicos, depende de todos aquellos parametros que influyen en la

formacion de estos y que han sido comentados en el apartado anterior. Por otra
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parte, los pares 10nicos pueden ser considerados como moléculas con un cierto
momento dipolar, y, por tanto, su solubilidad en disolventes organicos depende
en gran medida de su semejanza estructural con el extractante. De esta forma, si
los iones del par i6nico contienen grupos organicos voluminosos (por ejemplo,
quelatos o iones solvatados por moléculas organicas) cabe suponer que su

extraccion sera favorable.

Cuando se trata de cationes metalicos, los disolventes oxigenados tienen
una gran importancia en la extraccién de sus pares 16nicos, debido al caracter
basico del atomo de oxigeno de las moléculas del disolvente, permitiendo su
incorporacion en la esfera de coordinacién del metal, formandose un par i6nico

de transferencia de carga que tiene una cierta semejanza con el disolvente.

Desde el punto de vista teérico, Dubost y Colleter (299) llevan a cabo un
estudio tedrico del equilibrio de extraccion por formacion de pares idnicos,
deduciendo una serie de condiciones para que su extraccion sea Optima. Asi, si
se considera el par ionico ABH formado por un anién A" (derivado de un acido
HA) y un catién BH' (obtenido por protonacion de una base B), el rendimiento

de extraccion de la base, mediante formacion del par idnico, es maxima cuando:

- Los coeficientes de extraccion del acido (K,y,) y de la base (K_g)

sean lo mas pequefio posible.

- El coeficiente de extraccion del par iénico (K_,gy), asi como la

concentracion inicial del acido (C, ;) sean lo mas grande posible.

- La relacidn de volumenes optima entre la fase acuosa y la fase organica

(Q) viene dada por:
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1

Q h KexHA KexB

- El pH 6ptimo de extraccion viene dado por:

|
pH = Elogl(emA — %IogKexB

Por otra parte, la formacion cuantitativa del par iénico en medio acuoso

es maxima si el pH se situa en una zona tal que:
pK,+2<pH<pK,-2

siendo pK, y pK, las constantes de acidez del acido y la base que forman el par

10n1c0, respectivamente.

A.5.3. Las sales de amonio cuaternario como formadores de

pares iénicos y su determinacion espectrofotométrica

Las sales de amonio cuaternario se obtienen por reaccion de aminas
terciarias con diferentes hidrocarburos saturados o aromaticos. Estas sales
tienen caracter de electrolito fuerte y se utilizan frecuentemente para la extraccién

de aniones y complejos aniénicos metalicos por formacion de pares 16nicos.

La mayoria de las sales de amonio cuaternario que se utilizan se conocen

por su nombre comercial, entre etlos se encuentran:

- Arquad 2HT-75 (cloruro de dioctadecildimetilamonio)
- Arquad 2C (R,N(CH,),C], donde R son dieciséis atomos de carbono)

- Hyamina 1622 (cloruro de bencildiisobutilfenoxifenoxietoxietilamonio)
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- Hyamina 3500 (cloruro de bencildimetilalquilamonio)

- Hyamina 2389 (cloruro de alquil(C,-C, ;)benciltrimetiiamonio)
- Aliquat 336 (cloruro de tricaprilmetilamonio)

- Zefiramina (cloruro de tetradecildimetilbencilamonio)

- Septonex (bromuro de etoxicarbonilpentadeciltrimetilamonio)

- CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio)

Las sales de amonio cuaternario se emplean principalmente en la deter-
minacioén espectrofotométrica directa de diferentes cationes metalicos mediante
la formacion de asociaciones idnicas con diversos complejos coloreados,
aumentando, de esta forma, la sensibilidad y la selectividad en su determina-
ci6n. El aumento en la sensibilidad depende, en gran medida, de la polaridad de
la sal de amonio cuaternario empleada, y esta a su vez de los radicales que
sustituyen a los hidrogenos en el ion amonio. Asi el cloruro de hexadeciltn-
metilamonio es la sal mas empleada para la determinacion de diversos cationes
tales Ca, Mg, Cr, Ga, [n, Cu(Il), Bi, Fe([ll), Pd(I), Al, etc. Otras sales que
también se utilizan son el cloruro de metiltrioctilamonio, para la determinacion
de Ni(Il) y Fe(Ill}; el bromuro de tridodeciletilamonio para la determinacion de
Ti(1V) y Ge; el bromuro de dodeciltrimetilamonio para la determinacion de
Ge(IV) y Sn(1V); el bromuro de bencildodecildimetilamonio para la determi-
nacion de Be y el bromuro de tetradeciltrimetilamonio para la determinacion de Al.

En general, existe una relacién directa entre el peso molecular de la sal
de amonio cuaternario y el factor de recuperacion de la extraccion, siendo este

mayor a medida que aumenta el peso molecular del compuesto.

Desde el punto de vista del analisis organico, es escaso el uso de las
sales de amonio cuaternario para la formacion de pares idnicos. Sin embargo,
durante los Gltimos afios la utilizacién de estas sales, y mas concretamente del

tetrabutilamonio, ha permitido aumentar los volimenes de ruptura en la
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preconcentracion de fenoles (90) asi como aumentar la recuperacién de estos en
procesos de eliminacion de disolventes (98), todo ello gracias a la formacion de
sus correspondientes pares 10nicos. Por otra parte, cabe destacar la utilizacion
de estas sales en la determinacion simultanea de diferentes fenoles aplicando la

espectrofotometria derivada (152-155,86,300).

Por ultimo, y para un conocimiento mas amplio, hay que destacar la
revision bibliografica illevada a cabo por Rakhman’ko y col. (301) sobre la apli-

cacion analitica de las sales de amonio cuaternario de alto peso molecular.
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A.6. ESPECTROFOTOMETRIA DERIVADA

A.6.1. Fundamento teérico y particularidades

En un sistema de dos variables (x,y) las derivadas sucesivas representan
la variacion de una de ellas con respecto a la otra y vienen definidas por la

expresion general:

~
e

=
4
=

donde n representa el orden de 1a derivada.

En espectrofotometria, las variables son absorbancia y longitud de onda

(A,A) y por tanto se obtiene la siguiente expresion general:

d°A
ax

La espectrofotometria derivada aumenta considerablemente el poder de
resolucion dado que es mas selectiva que la espectrofotometria convencional
(espectros derivados de orden cero) y, por otra parte, es frecuente que una
banda del espectro de absorcion sea el resultado de la superposicion de varias
bandas que, bien por las caracteristicas del espectrofotometro o porque se trata
de bandas muy estrechas, no es posible resolver en cuyo caso el uso de la deri-

vada permite en algunos casos su correcta separacion y resolucion.

Con el orden de la derivada se incrementa la capacidad de resolucion de
las bandas espectrales aproximandose a un método de deconvoluciéon (302). La

diferenciacion resalta las bandas estrechas frente a las bandas anchas tanto mas,
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cuanto mayor sea el orden de la derivada. Para bandas de tipo Gaussiano o

Lorentziano, la amplitud D, de la derivada de orden n esta relacionada con la n-

esima potencia de la inversa del ancho de banda (w) del espectro normal (303):

l n
D, oc(—)
W
De este modo, para dos bandas a y b de igual absorbancia y diferente
ancho de banda, la amplitud del espectro derivado de la banda mas estrecha se

va haciendo mayor que la de la banda més ancha, por un factor que aumenta

con el orden de la derivada:

Una desventaja de la espectrofotometria derivada es que el proceso de
derivacion degrada el valor de la relacion sefial/ruido (304) y por ello es nece-
sario realizar algun tipo de filtrado, convolucién o diferenciacion de los espec-
tros para mejorar dicha relacion sefial/ruido y, por lo tanto, disminuir el error
analitico (304-307). Este hecho hace que los errores aleatorios causados por ¢l
ruido se agraven en el proceso de derivacion siendo, normalmente, atil solo en
el caso de que los errores sean sistematicos debidos a interferencias espectrales

causadas por solapamiento (308).

Una de las principales propiedades de los espectros derivados es su
insensibiiidad a la forma y estructura de la linea base lo cual ha sido utilizado
para el ajuste de bandas espectrales, optimizando tnicamente aquellos parame-
tros relacionados con las bandas de interés (309). Otra ventaja de la espectrofo-
tometria derivada es la posibilidad de discriminar bandas espectrales anchas en

favor de bandas mas estrechas lo que la hace atil para la reduccion del error
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total (sistematico mas aleatorio) en analisis cuantitativo, causado por el sola-
pamiento espectral (310). En general, este error total se reduce al menos tres

veces comparado con medidas de absorbancia.

Varios autores han estudiado la influencia de determinados factores en la
precisién y exactitud de los espectros derivados, tales como el ruido instrumen-
tal (311) y la variacién de la temperatura (312). En el primero de los casos se
ha observado una correlacién entre el ruido y el error sistematico (“bias™),
mientras que en el segundo caso se han observado unos coeficientes de tempe-
ratura entre -0.1 y -0.5 %/grado atribuibles a la pequeiia reduccioén de la curva-
tura del espectro de absorbancia al aumentar la temperatura, y, por lo tanto,
recomiendan que la temperatura de las disoluciones estandar y de la muestra
sea lo mas parecida posible en el momento de hacer la medida. Kimbrell y col.
(313) van mas alla y utilizan un método de disefio factorial para estudiar como
afectan cinco determinados factores en la precision de una determinacion ana-
litica al utilizar las derivadas, demostrando que, en general, multiples factores
afectan a dicha precision, como pueden ser el orden de la derivada, el método
de convolucion e incluso la concentracion del analito que puede interactuar con
el orden de la derivada. Por otra parte, Juhl y Kalivas (314) utilizan como
criterio la amplificacion del error, debido a la presencia de interferentes y
efectos matriz, para seleccionar el orden de la derivada 6ptima para llevar a
cabo un andlisis multicomponente. Dicha amplificacion del error viene repre-
sentada por el nimero de condicién de la matriz de calibracién. Cuanto mayor

es dicho niimero de condicidn, mayor es el error.

Mediante la utilizacion de las derivadas es posible la obtencidén de una
informacién mas exacta del sistema, como la presencia o no de interferentes o
la determinacién del nimero de componentes linealmente independientes, pre-
sentes en nuestro sistema (315,316). Esto es debido a que las derivadas ayudan

en la eliminacion de cierta ambigiiedad en la interpretacion cualitativa del sis-
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tema, debido a la presencia de uno o mas interferentes. Asi, Karstang y
Kvalheim (317) utilizan las derivadas para la correccién del fondo debido a
analitos nterferentes no incluidos previamente en la calibracién, mientras que
Gerow y Rutan (318) utilizan la primera derivada, junto con un método de de-
convolucién como es el filtro de Kalman, para la eliminacién del fondo en el

caso de que este no sea reproducible,

La espectrofotometria derivada se ha aplicado con gran profusion en los
altimos afios gracias al desarrollo tanto instrumental, como de métodos de ana-
lisis numérico mas robustos, y prueba de ello son las numerosas revisiones
bibliograficas publicadas tanto sobre los aspectos tedricos y propiedades de los

espectros derivados, como sus aplicaciones practicas (319-321).

A.6.2. Aplicaciones de la espectrofotometria derivada

La espectrofotometria derivada fue introducida al comienzo de la segunda
mitad del siglo XX, y en los altimos afios ha aumentado constantemente su
popularidad como procedimiento de resolucion espectral que permite la deteccion
y locahizacién de las longitudes de onda de componentes mal resueltos de
espectros complejos y la reduccidn de interferencias debidas a la absorcién de
fondo. En general, se suele utilizar en espectrofotometria UV-VIS, pero
también se ha aplicado en espectrofotometria IR (322,323), emision atoémica

(324), fluorescencia (325,326) y fosforescencia a temperatura ambiente (327).

Posiblemente, el mayor interés de la espectrofotometria derivada esta en
su utilizacion para la determinacién simultanea de dos o mas componentes de
una mezcla, sin menospreciar, por ello, su utilidad en el analisis de un solo
componente en muestras con un fondo de absorcion debido, por ejemplo, a un

efecto matriz (131). Los métodos utilizados en analisis espectrofotométrico



A Revision Bibliografica 67

cuantitativo de mezclas, a partir de espectros derivados, pueden dividirse en
dos clases: métodos graficos y métodos numéricos. Dentro de los métodos
graficos tenemos el denominado “zero-crossing” propuesto por O’Haver y
Green (310) y que consiste en medir la sefial derivada de un compuesto a la
longitud de onda en la que el espectro derivado de los otros componentes de la

mezcla corta el eje de abscisas, es decir, tiene un valor de cero.

Otro método grafico es el desarrollado por Blanco y col. (328) que
consiste en aplicar una regresidn lineal a lo largo de miltiples longitudes de
onda (MLRA) a partir de una relacion entre espectros. En este caso se divide la
ecuacion de Lambert-Beer aplicada a una mezcla (normalmente binaria) entre
el espectro estandar de uno de los compuestos puros presentes en la mezcla,
obteniéndose una ecuacion, en el caso de una mezcla binaria, del tipo y=a+bx
donde x ¢ y son relaciones espectrales y, por lo tanto, funcién de la longitud de
onda, mientras que a y b estan relacionadas con la concentracion de cada
compuesto en la mezcla. Garcia y col. (329) proponen utilizar como divisor un
espectro normalizado del compuesto puro, obtenido a partir de diferentes
concentraciones del mismo, para minimizar los errores. Una modificacion de
este método es la llevada a cabo por Salinas y col. (330) quienes aplican la
primera derivada a la ecuacion obtenida por Blanco y col. Sin embargo, esta
modificacion presenta una limitacion ya que si se utiliza un rango de longitudes
de onda en el cual el analito utilizado como divisor no absorbe, el ruido es
exaltado de forma brusca haciendo initil su aplicacion, En consecuencia es
necesario seleccionar previamente un rango de longitudes de onda en el cual el
analito presenta bandas de absorcién. Esta modificacion ha sido utilizada
conjuntamente con el método “zero-crossing” para la resolucion de mezclas

ternarias (331,332).
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Otro método grafico para la resolucion de mezclas binarias a partir de
espectros derivados, es el denominado método de compensacion que consiste
en comparar la mezcla frente a una disolucion de referencia de uno de los
componentes a diferentes concentraciones. En este caso, utilizindose una relacién
a diferentes longitudes de onda, se determina el punto en ¢l cual la concentra-
¢ién de dicho componente es igual tanto en la mezcla como en la disolucién de
referencia (333). No obstante, en el caso de un gran solapamiento espectral o
en la determinacién de un componente minoritario en presencia de otro mayori-
tario, la determinacion de dicho punto puede ser dificil lo que puede conllevar a

resultados erréneos.

En general, se puede decir que el niimero de componentes que se pueden
determinar simultaneamente empleando estos métodos graficos, estd limitado a
dos o tres. En este sentido, desde el punto de vista del analisis inorganico tenemos
la determinacion de vanadio y cobalto (334), uranio y torio (335), uranio y
berilio (336), calcio y magnesio (337), Fe(I) y Fe(1II) (328) y niquel y zinc
(338) entre otras determinaciones. En el caso de las dos ultimas se utilizé un

método en continuo a través de un sistema FIA.

Sin embargo, ¢s en la determinacion de compuestos organicos donde la
espectrofotometria derivada ha encontrado su mayor desarrollo, siendo nume-
rosas las publicaciones en analisis medioambiental, farmacéutico, clinico, etc.
Cabe destacar la aplicacién de los métodos “zero-crossing” y relacion espectral
en la determinacién de diferentes compuestos de interés clinico por parte de
Morelli (339), de interés alimenticio por parte de Berzas Nevado y col. (340) y
Cruces Blanco y col. (341) y de interés medioambiental por parte de Martinez
Galera y col. (342).

En cuanto a los métodos numéricos, estos se basan en la aplicacion de

diferentes métodos mateméticos y se encuadran dentro de la calibracién multivanante.
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Entre los métodos mas comiinmente utilizados estan la regresion lineal multiple,
la regresion de componentes principales y la regresion parcial de minimos
cuadrados. Estos métodos utilizan un niimero de longitudes de onda mayor que
el nimero de componentes, siendo adecuados para el caso de mezclas que
contienen tres 0 mas componentes y presentan un gran solapamiento espectral
lo que hace imposible la aplicacion de los métodos graficos. Ciertos métodos
presentan la ventaja de que pueden obviar la presencia de interferencias no
tenidas en cuenta previamente. Una de las primeras aplicaciones de la calibra-
cion multivanante utilizando espectros derivados es la determinacion de
mezclas binarias y ternarias de hidrocarburos poliaromaticos. En este sentido,
Tahboub y Pardue (343) demuestran que la apiicacion de la derivada ofrece una
ventaja significativa con respecto a la utilizacién de las medidas en absorbancia
asi como la aplicacién de la calibracién multivariante con respecto a la utiliza-
cion de métodos basados en una sola longitud de onda. Otras aplicaciones son
la determinacion de diferentes iones inorganicos (344,345) asi como distintos
compuestos organicos (153,157,346) en mezclas de tres, cuatro, cinco e incluso

nueve componentes utilizando, normalmente, la primera y segunda derivada.

Finalmente, hay que destacar los estudios comparativos entre varios
métodos graficos y numéricos llevados a cabo por diferentes autores (347,348).
En general se puede decir que ambos métodos presentan la misma capacidad de
resolucion para mezclas binarias simples, mientras que para mezclas mas
complicadas el mayor poder de resolucién de la calibracion multivariante,
comparado con los métodos graficos, es evidente. Por otra parte, a pesar de que
la calibracion multivariante es mucho mas expeditiva y puede aplicarse a la
determinacion de un gran ndmero de compuestos en una misma muestra, necesita
un “software” adecuado y ciertos conocimientos matematicos, mientras que los

métodos graficos son muchos mas faciles de implementar al ser mas intuitivos.
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A.7. CALIBRACION MULTIVARIANTE

A.7.1. Introduccion

La calibracion es el proceso matematico y estadistico por el que se extrae
informacidn, normalmente cuantitativa, a partir de una serie de medidas instru-
mentales. Es una parte de la quimiometria que, a diferencia de otros métodos
quimiométricos, €s puramente cuantitativa y normalmente aplicada a datos
entre los cuales se sabe que existe una determinada interrelacion. Desde el
punto de vista espectroscopico dicha interrelacion viene dada por la ley de
Lambert-Beer que relaciona la sefial analitica (normalmente absorbancia) con la

concentracion del analito.

Los métodos de calibracion pueden clasificarse, al 1gual que los instru-
mentos analiticos, en diferentes ordenes desde el punto de vista tensorial (349-
351). El orden de un método de calibracion (n) viene dado por el tipo de tensor
(mimero de medidas instrumentales) utilizado por dicho método. Asi, un tensor
de orden cero corresponde a una unica medida, un tensor de orden uno corres-
ponde a un vector de medidas (p.e., un espectro de absorcion), etc. En este
sentido, la utilizacion de datos de orden m para cada muestra en un conjunto de
muestras de calibracion, da lugar a un tensor de orden n+1, el cual es utilizado
para formar un modelo de calibracion de orden n. Cuanto mayor ¢s ¢l orden del
método de calibracion, mayor es la cantidad de informacion que se puede
extraer del sistema analitico al utilizar un tensor de mayor orden y algoritmos
matematicos mas potentes. En general, se conoce como calibracion multiva-

riante a todos aquellos métodos de calibracion de orden uno o superior.
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En todo proceso de calibracion existen dos etapas bien diferenciadas: la
calibracion y la prediccion. En la primera de estas etapas se lleva a cabo la
construccién de un modelo que relacione la respuesta instrumental con la
concentracion de los analitos, partiendo para ¢llo, de un conjunto representativo
de muestras de calibracién y aplicando un determinado método matematico. La
cantidad de informacién que puede incluirse en esta etapa de calibracion viene
dada en funcion del orden del instrumento. Por otra parte, el orden del método
de calibracion que se va a utilizar, y que en principio depende del orden
instrumental, es importante a la hora de decidir la cantidad de informacion que
debe y puede incluirse en la calibracion. Asi, mientras que en los métodos de
orden uno es imprescindible incluir todos aquellos analitos e interferentes que
se suponen estaran presentes en la muestras desconocidas o de prediccion, en
los métodos de orden dos es posible cuantificar los analitos de interés sin haber
incluido previamente las posibles interferencias en la etapa de calibracion. No
obstante, varios autores (352-357) han desarrollado diferentes procedimientos a
partir de métodos de orden uno para corregir las posibles interferencias y/o
efectos matriz no tenidos en cuenta durante esta etapa. En general, se puede
decir que cuanto mayor es el orden, mayor es la cantidad de informacion de 1a
que se dispone o se puede utilizar durante la etapa de calibracion, lo que se

traduce en un aumento de la selectividad.

Una vez establecido dicho modelo de calibracion se procede a realizar la
prediccion que consiste en calcular la concentracion de los analitos mediante

muestras no incluidas en Ia etapa de calibracion, es decir, a validar el modelo.

Desde el punto de vista de la calibracién multivariante, este proceso
Hleva consigo la separacion matematica, mas que fisica, de los diferentes analitos
presentes en una muestra, lo que hace que su tratamiento sea minimo. Mediante
su aplicacion es posible obtener informacién cuantitativa selectiva a partir de

medidas poco selectivas.
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En cuanto a los métodos de calibracion multivariante, existen una gran
varicdad de ellos sobre todo de orden uno y dos (358-361). Cabe destacar la
clasificacion realizada por Liang y col. (361) de los diferentes métodos depen-
diendo del grado de complejidad del sistema analitico. Este grado de compleji-
dad viene determinado por ¢l conocimiento a priori de la composicién quimica
del sistema analitico, clasificandolos en tres categorias: blancos, grises y
negros. En este sentido, estudian las ventajas y limitaciones de diferentes métodos
de calibracion multivariante de diferente ordenes con respecto a dicho grado de

complejidad.

Desde el punto de vista de los métodos de orden uno, diferentes antores
han estudiado cual de todos ellos puede considerarse como el mejor (362-364).
La conclusion general de todos ellos es que debido a que los sistemas analiticos
estan caracterizados por multitud de factores (ruido espectral, solapamiento
espectral, nimero de muestras y longitudes de onda incluidas en Ia calibracion, etc.)
es imposible a prior, saber cual de los métodos de calibracidn dara los mejores
resultados (menores errores de prediccion). Debido a que los sistemas analiticos
tienden a ser diferentes, no hay ninguna razon para esperar que el mejor
método para un determinado sistema, sea mejor para todos los demas sistemas,
es decir, la eleccion optima de un método de calibracion depende de las condi-
ciones experimentales particulares del sistema. Seasholtz y Kowalski (365)
proponen un procedimiento para seleccionar el mejor método de calibracion
para un sistema dado basandose en el principio de parsimonia. Dicho principio
afirma que si dos métodos modelan adecuadamente el sistema, aquel que viene
descrito por un numero menor de parametros tendra una mejor capacidad de
prediccién para muestras desconocidas. Este principio estd relacionado con el
hecho de que cuanto menor es el niimero de parametros del modelo, menor sera
la propagacion de los errores al estimar dichos parametros a partir de los datos

del sistema, minimizandose el sobreajuste (“overfitting”).
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Otro de los aspectos que se ha estudiado dentro de la calibracién multi-
variante ha sido el efecto de la presencia de no linealidades o curvaturas en el
sistema analitico. En este sentido, hay que destacar el estudio realizado por
diferentes autores (366,367) sobre el efecto de las no linealidades, tanto en la
variable dependiente como en la variable independiente o en ambas a la vez, en
la aplicacion de los métodos de calibracion multivariante; asi como, el empleo
de distintas representaciones graficas de los residuales para poner de manifiesto
dichas no linealidades. Por otra parte, Sekulic y col. (368) realizan una revisién
de los diversos métodos no lineales de calibracion multivariante que se han

creado o adaptado a partir de métodos lineales.

Una parte de la calibracion multivariante que se ha desarrollado durante
los ultimos afios ha sido la normalizacion instrumental tanto de orden uno como
de orden dos (369-373) y que hace referencia a la posibilidad de intercambiar
un modelo de calibracion desarrollado en un instrumento con otros instrumentos.
La calibracién multivanante resuelve dicho problema de transferencia mediante
una transformacién matematica basada en medidas de unas determinadas
muestras en ambos instrumentos, haciendo que la sefial analitica medida en un
instrumento sea la misma que se obtendria si se midiera en un segundo
instrumento lo que evita el tener que medir de nuevo todas las muestras en este
instrumento (recalibrar), sobre todo si se tiene en cuenta que los modelos de
calibracion multivariante se desarrollan a partir de muestras analizadas durante
un amplio periodo de tiempo (en ocasiones incluso afios). En general, la trans-
ferencia de un modelo de calibracién no solo depende de las variables propias
de los instrumentos y de las condiciones experimentales de medida sino también

de la complejidad de dicho modelo.
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A.7.2. Métodos de calibraciéon multivariante.

A.7.2.a. Regresion clasica de minimos cuadrados (CLS)

La regresion de minimos cuadrados clasica (CLS), también conocida
como método de la matriz K (374,375) y regresion lineal mualtiple (MLR)
(376,377), considera la sefial analitica como una funciéon de la concentracion
del analito, es decir, se asume que la sefial analitica o espectro de una muestra,
en el caso espectroscopico, esta modelada como una combinacion lineal det
espectro de cada uno de los componentes que forman parte de la misma. En
este sentido, este método precisa de la inclusion explicita de todos las causas de
vanacion de la sefial analitica, tanto de las concentraciones de los analitos de
interés como de los posibles interferentes y otras causas de la variacion de la
respuesta instrumental (378). No obstante, se han propuesto varios métodos de
cuantificacion aplicados a este método en el caso de la presencia de interferen-
cias en el sistema (355). La inclusion adicional de otros términos como puede
ser €l ruido de fondo ha permitido mejorar los limites de deteccidn con respecto
a los métodos univariantes puesto que el hecho de aumentar la informacion del
sistema ayuda a discriminar la sefial del ruido (379,380). Este ruido de fondo

puede representar lineas bases no cero asi como regiones de no linealidad.

Para la aplicacion de este método, y en general de cualquier método de
calibracion multivariante, se parte de dos conjuntos de datos bien definidos
representados por las matrices A y C. El primero de ellos (A) estd formado por
el conjunto de respuestas instrumentales correspondientes a 1 diferentes longi-
tudes de onda sobre las m mezclas patrén. Por lo tanto, la matriz A tiene
dimensiones de mxl, en donde cada fila corresponde al espectro de absorcion de
cada una de las mezclas patron. El segundo conjunto de datos (C), lo constituyen

el conjunto de concentraciones conocidas de los n analitos sobre las m mezclas
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patron formando una matriz de dimensiones mxn en donde las filas son las
concentraciones de las soluciones patrén utilizadas durante el proceso de
calibracion. La relacion que establece el método CLS entre estas dos matrices

viene dado por el sistema de ecuaciones:

a, a, - 4 Ci Co 0 Gy kll 1(12 ku S & o G
a a, - 4 Cy Cp ot Gy k21 kzz k21+ezl €n 0 &

ani aml 0T aml cm] CmZ U cmn knl kn2 e knJ em] emZ e em]
o, alternativamente

A=CK+E

donde K (nxl) es la matriz de coeficientes de regresion en el modelo lineal y
que en el caso espectroscopico corresponde a los espectros de los componentes
de tas mezclas patron referidos a la unidad de concentracion y E representa los
errores o residuales del modelo que se asume que estan distribuidos normal-
mente con un valor esperado igual a cero, no correlacionados entre si y su

varianza es unica (homocedasticidad).

Cuando este método se aplica a sistemas con un comportamiento ideal
(lineal, sin interferencias, bajo ruido, sin colinearidad, etc.) suele dar los mejores
resultados debido a una correlacién perfecta entre las matrices A y C. No
obstante, la utilizacion de este método implica el uso de toda ta informacion de
la matriz A, incluido cualquier tipo de informacién irrelevante o poco atil como
puede ser el ruido aleatorio del sistema. Esto hace que al aplicar el método a
una muestra desconocida, esta informacion trrelevante puede hacer que la

suposicidn de correlacion perfecta entre A y C no sea cierta.
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A diferencia de otros métodos de calibracion multivaniante el CLS
proporciona una mayor informacién quimica al ser la matriz K los espectros de
los analitos y por lo tanto sera el mejor método a elegir en el caso de que se
trate de realizar la identificacion o analisis estructural de los analitos a partir de

Sus espectros.

Durante el proceso de calibracion se lleva a cabo el calculo de 1a matriz

K. Existen, en principio, tres métodos de obtener dicha matriz (381):

1.- Puesto que las columnas de la matriz K representan espectros de los analitos,
estos se pueden obtener individuaimente a partir de los analitos puros que
forman el sistema, siendo por lo tanto, un método rapido y poco laborioso.

Este método suele denominarse como analisis multicomponente directo (382).

2.- Este segundo método es mas general en el sentido de que es la base de la
aplicacion de todos los métodos de calibracion multivariante y se suele
denominar como calibracién indirecta (382). En este caso se lleva a cabo la
resolucion del sistema de ecuaciones a partir de las matrices A y C las
cuales deben ser representativas del conjunto de la poblacién. La estimacion
de la matriz K que minimiza la suma de los cuadrados de los errores de la

sefial analitica viene dada por la siguiente férmula:
K=(C'C) 'C'A

Aunque la aplicacidén de este segundo método para la obtencion de la
matriz K es el mas extendido pues tiene en cuenta posibies interacciones entre
los analitos, asi como no linealidades instrumentales que pueden hacer cambiar
las caracteristicas de las mezclas, su utilizacion en ciertos sistemas puede dar
en ocasiones peores resultados con respecto al primer método puesto que en su

obtencion el método incluye errores tanto instrumentales como de concentracion
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asi como un posible incremento de los errores durante el proceso de la
inversiéon de la matriz, mientras que en el primer método solo intervienen

errores de tipo espectral (377).

3.- En el caso de que la mezcla desconocida contenga una interferencia o efecto
matriz no identificable es posible obtener la matriz K mediante ¢l método de
adicion estandar generalizado (GSAM) (352,383,384). El sistema a resolver
serfa el mismo que en el caso anterior con la anica diferencia de que en este
caso la matriz C representaria cantidades adicionadas a la mezcla, mientras

que la matriz A representaria incrementos de sefial debido a las adiciones.

Una vez calculada la matriz K tiene lugar la etapa de prediccion que

viene dada por las siguientes ecuaciones:

a,=¢,K

c,=a,K'(KK")"

donde a, es el espectro de la mezcla desconocida y ¢, es la estimacién de la
concentracion de los i analitos de dicha mezcla. En este caso, los valores de ¢,

son estimadores insesgados y de minima varianza de los valores reales, es decir,

es el mejor estimador lineal no afectado de errores sistematicos (“unbiased”).

Como se ha comentado una de las ventajas de la calibracion multiva-
riante es la posibilidad de identificar aquellas mezclas de calibracion o prediccidon
que nto pertenecen al conjunto de calibracion. En este sentido se han desarro-
llado diferentes tests para identificar dichas mezcias cuando se utiliza este
método. Entre estos tests cabe destacar el efecto leva (“leverage™), la distancia
de Cook, asi como una serie de parametros estadisticos relacionados con los
residuales del modelo de calibracién (385,386). Normalmente, mediante el examen

de los residuales espectrales se pueden identificar una gran variedad de
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problemas potenciales, como desviaciones de la ley de Lambert-Beer o la
presencia de analitos inesperados o interferencias. La aplicacion de estimadores
robustos para este método ha permitido resolver parte de este problema, puesto
que, en vez de identificar aquellas mezclas que no pertenecen al conjunto para
posteriormente eliminarlas, se aplica un estimador que permite que la regresion
no se vea afectada por dichas mezclas o también frente al hecho de que el ruido

no se distribuya normalmente (387,388).

En cuanto al nimero minimo de mezclas y longitudes de onda necesarias
para el calculo de la matriz K y de la concentracién (c,) respectivamente, este
viene dado por el nimero de grados de libertad. En el caso de la regresion
lineal estos grados de libertad estan determinados por la diferencia entre el
namero de observaciones (mezclas o longitudes de onda) y la dimension del
modelo (analitos mas término independiente). Puesto que el nimero minimo de
grados de libertad es uno, se necesitan al menos dos mezclas mas que el
namero de analitos para calcular la matriz K, mientras que, para calcular c,, ¢l
nimero minimo de longitudes de onda debe ser dos 0 mas que el numero de
analitos. En el caso de no considerar el término independiente entonces el
nimmero de mezclas y longitudes de onda minimos seria uno menos con respecto
al caso anterior (389). Puesto que el nimero maximo de longitudes de onda
para calcular ¢, no esta limitado, este método presenta la ventaja de poder pro-
mediar la sefial analitica a lo largo de las longitudes de onda utilizadas. En este

sentido este método se denomina también de espectro completo (“full-spectrum”).

Por otra parte, aunque la utilizacion del método segundo para el calculo
de la matriz K es Gtil para aproximar ciertas desviaciones o no linealidades y
puesto que dichas desviaciones son aproximadas mediante una regresion lineal,
la exactitud de los resultados finales dependera de la magnitud de dicha

desviacion. En el caso de sistemas que presentan grandes desviaciones, s
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conveniente la utitizacién de modelos no lineales (390). Asi, la inclusion de
términos cruzados y exponenciales en la matriz K para el célculo de ¢, puede
mejorar los resultados, reduciendo la magnitud de los errores al modelar las

posibles desviaciones debido a interacciones (391).

Una de las dificultades que pueden aparecer en este método es la presencia
de un alto grado de colinearidad lo que hace que los resultados estimados sean
inestables. La colinearidad viene dada cuando una o mas filas o columnas de
una matriz son combinacion lineal de otras, y afecta principalmente al calculo
de la matriz inversa haciendo que la varianza de los coeficientes de regresion
sea muy grande. No obstante, se han propuesto diferentes métodos de

ortogonalizacion matricial para evitar este problema (392).

Cabe destacar el estudio estadistico realizado por Thomas (393) sobre
este método en el que propone un nuevo estimador durante la etapa de prediccion,
el cual es consistente con respecto al niimero de observaciones utilizadas al

contrario que ¢l estimador clasico.

Cuando durante la etapa de calibracién o validacion se incluye informa-
ci6n adicional sobre la varianza de los errores, entonces el método CLS recibe
el nombre de método de minimos cuadrados ponderado (WLS) vy de forma mas
general, método de minimos cuadrados generalizado (GLS). En el caso del CLS
se considera que las varianzas de los errores son desconocidas e iguales y que
los errores son independientes entre ellos. A diferencia del CLS, en el WLS y
GLS se considera que ciertos residuates son mas importantes que otros al calcular
tanto la matriz K como ¢, En particular, los residuales correspondientes a
eITores con una mayor varianza seran tenidos menos en cuenta en el calculo
correspondiente. La diferencia entre el WLS y el GLS estriba en que el primer
caso se considera que los errores a pesar de tener diferente varianza no estan

correlacionados por lo que la matriz de covarianza es diagonal. El método WLS
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puede aplicarse tanto en la etapa de calibracion como en la de prediccion
mientras que el GLS solo se aplica en la etapa de prediccion. La estimacion de

la matriz K y de ¢, viene dada por:

k,=(C™V'C) 'C"V'a,

¢c,=a,> 'K'(Kz'K")"

donde V (mxm) y % (Ix]) son las matrices de covarianza de los residuales en
calibracion y prediccion respectivamente, las cuales son utilizadas como factor
de peso. Desde el punto de vista de la calibracion, Haaland y col. (390)
demuestran que la varianza de los errores es proporcional a la inversa del
cuadrado de la trasmitancia para cada longitud de onda y mezcla, de manera

que calculan cada columna de la matriz K (k) a partir de cada columna de la
matriz A (a}. En cuanto a la prediccion, Haaland v Easterling (394), a partir del

mismo concepto anterior, calculan fa matriz de covarianza (X) pero con la
diferencia de que en este caso dicha matriz se calcula a partir de la mezcla de
prediccion y no a partir de las de calibracién. No obstante, en el caso de la
prediccion, se puede también utilizar como factor de peso parametros
estadisticos obtenidos a partir de la calibracion. Asi, por ejemplo, la desviacion
estandar de cada longitud de onda calculada a partir de la etapa de calibracion
puede utilizarse como factor de peso durante la etapa de prediccion de forma
que las longitudes de onda con mayores desviaciones tendrdn un menor peso
que las demas (381). Igualmente el calculo de 1a matriz X en el caso del método
GLS se lleva a cabo a partir de los datos de la calibracion (395). En el caso de
que la matriz £ dependa de una serie de parametros es posible calcular dicha
matriz mediante un proceso iterativo. En definitiva la utilizacién de estos
métodos (WLS y GLS) nos permite reducir o eliminar informacion que sabemos

a priori que es irrelevante o poco atil.
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A.7.2.b. Regresién inversa de minimos cnadrados (ELS)

La regresion de minimos cuadrados inversa (ILS), también conocida
como método de la matriz P (374,375,396) y regresion lineal maltiple (MLR)
(360,397,398), considera, al contrario que ¢l CLS, la concentracion del analito
como una funcién o combinacion lineal de la sefial analitica. En este sentido, el
método ILS tiene en cuenta los posibles errores en la medida de las concentra-

ciones de referencia durante la etapa de calibracion.

El hecho de que tanto el CLS como el ILS se denominen indistintamente
como MLR se debe a que el desarrollo matematico para resolver dichos métodos
sea el mismo. Pero el hecho de poner la sefial analitica en funcion de la
concentracion o viceversa conlleva asumir una serie de diferencias tales como
distribuciones estadisticas o algunos tipos de errores (399). En este sentido, el
ILS presenta la ventaja de que los analisis basados en este modelo no varian

con respecto al nimero de analitos incluidos en el modelo.

Por otra parte, este método precisa de una seleccion Optima de las seitales
analiticas a utiizar o de un nimero grande de mezclas patron puesto que
durante la etapa de calibracion el nimero de dichas sefiales analiticas no puede
ser nunca superior al namero de mezclas patroén, por lo que presenta la desven-
taja de no poder promediar la seiial analitica a lo largo de todo el rango dispo-

nible al considerar (inicamente un nimero determinado de las mismas.

Partiendo de las matrices A y C definidas en el apartado anterior, la

relacion que establece este método viene dada por:

C=AP+E

donde P (Ixn) es la matriz de los coeficientes de regresion del modelo y E, al

igual que antes, representa los errores del modelo o residuales.
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Mientras que en el CLS la matriz K representaba los espectros unitarios
de los analitos en este caso la matriz P no tiene ningin significado desde el
punto espectral de los analitos. No obstante, dichas matrices estan interrelacio-
nadas puesto que la matriz P es la pseudoinversa de la matriz K y viceversa.
Por lo tanto, a partir de los valores de la matriz P se puede deducir que cuanto
mayor es el valor correspondiente a una determinada longitud de onda, menor

es la sensibilidad a dicha longitud de onda para un determinado analito.

Puesto que la matriz P no representa los espectros unitarios de los analitos,
la Gnica forma de obtener dicha matriz durante la etapa de calibracién es a
través de una serie de mezclas patrdn, es decir, mediante el método indirecto.
La estimacion de P que minimiza la suma de los cuadrados de los errores en la

concentracion viene dada por:
-1 .
P=(ATA) A'C

Mediante esta ecuacidn este método puede modelar relaciones no lineales entre
la concentracion y las sefiales analiticas siempre y cuando estas no sean muy
predominantes en el sistema. En caso contrario, es posible incluir términos
exponenciales o cruzados teniendo en cuenta que el niimero de mezclas patron
debe ser siempre 1gual o superior al nimero de términos incluidos en el modelo
(400). A pesar de que no se introducen errores sistematicos, la utilizacion de un
namero determinado de sefiales analiticas hace que la estimacion de P venga

dada por una gran varianza.

Durante la etapa de prediccion la concentracion de cada analito en las

mezclas desconocidas vendria dada por:
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donde a, y ¢, serian el espectro y la concentracion estimada de los analitos en

la mezcla desconocida respectivamente.

Al igual que el CLS y desde el punto de vista matematico, el ILS esta
sometido a los mismos problemas derivados de la inversion de matrices. No
obstante, es posible utilizar métodos de ortogonalizacién para evitar dicho
probiema (401). Como el CLS, el ILS utiliza toda la informacién contenida en
la matriz A incluida aquella que es poco relevante o matil. En este sentido,
puesto que el nimero de sefiales analiticas viene limitado por el niimero de
mezclas patron utilizadas en la calibracion, es necesario, como se ha comentado
anteriormente, seleccionar aquellas sefiales que presenten una mayor informacion
del sistema, por lo que se han propuesto diferentes métodos para seleccionar
dichas sefiales {160,362,402-404). El hecho que las sefiales seleccionadas no
sean las Optimas o el nimero de las mismas no sea el apropiado, hace que Ia
incidencia de los errores de predicciéon pueden incrementarse debido a factores
tales como colinearidad, sobreajuste o modelado inadecuado de las interferencias

o de la linea base presente en las mezclas (405).

Relacionado con el método ILS esta el método denominado mejor estimador
lineal (BLP), el cual esta basado en minimizar ei cuadrado de los residuales de
la concentracion pero manteniendo la precisién media lo mejor posible para la
concentracion estimada. En este sentido, es facil demostrar que ¢l BLP da
resultados iguales al ILS en determinadas circunstancias (399). Lo importante
es que este método BLP representa un punto de umoén entre la calibracién
inversa y la clasica, concretamente a través del método GLS. Puesto que la

concentracidn estimada en la etapa de prediccion vendria dada por:

c,=¢+(a, —cK)K'DK+S)"K'D
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donde € es la concentracion media de cada analito en las mezclas de cali-
bracion, D (nxn) es la matriz de covarianza de la matriz C de calibracion y
K y X tienen el mismo significado que en el CLS y GLS. La inclusién de K
y Z en este caso hace que exista una relacion directa entre la concentracién

estimada a través del GLS y la estimada a través del BLP. Dicha relacion

vendria dada por:
Cop—C=(Cqs— D' +KZ'K')'KZ'K”
o0, alternativamente
Cors —C=(Cpp ~CN1+(DKZTKY™)

donde I es la matriz identidad. En el caso particular de que las varianzas
(diagonal principal) de la matriz ¥ sean pequefias ambos estimadores son
indistinguibles, en otras palabras, cuando la calibracién es buena
(representativa de la poblacion), la diferencia entre ambos estimadores es

muy pequena.

Desde el punto de vista estadistico y teniendo en cuenta el error
cuadratico medio, se demuestra que el método BLP es superior que el GLS
dentro de una region elipsoidal centrada en la media de 1a concentracién (C)
mientras que fuera de dicha region ocurre o contrario (406). En conse-
cuencia el método BLP, y por lo tanto la regresion inversa, dara los mejores
resultados para mezclas cercanas al centro de la poblacion, mientras que el
GLS o la regresion clasica dara los mejores resultados para mezclas alejadas

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

El filtro de Kalman (KF) se define como un filtro digital lineal que utiliza
un algoritmo iterativo de minimos cuadrados y estd matematicamente represen-
tado como una proyeccion en un espacio probabilistico lineal (espacio Gaussiano).
Fue propuesto por Kalman a principios de los afios sesenta (407) y ha sido aphi-
cado a un gran niimero de problemas quimicos y de ingenieria. Su aplicacién en
quimica analitica ha sido objeto de diferentes revisiones bibliograficas a lo
largo de 1a Oltima década (408-411), y aunque tradicionalmente el KF no ha
sido considerado como un método de calibracion multivariante, su relacion, asi
como las similitudes y diferencias con los métodos de regresion multivariante

en el analisis cuantitativo han sido estudiados por varios autores (412,413).

El KF viene definido mediante dos ecuaciones fundamentales. La
primera de ellas se refiere a la dinamica o modelo del sistema, la cual describe
como los parametros o estados del sistema, representados por un vector de estado,

varian con una o mas variables independientes a medida que el filtro va progresando:
x(k)=F(k,k— Dx(k—1)+w(k)

La segunda ecuacion se refiere al proceso de medida y describe como las

sefiales analiticas estan relacionadas con el vector de estado:

2(k)=h"(k)x(k)+v(k)

En el caso particular del analtsis multicomponente, el vector de estado
vendria definido por la concentracion de los analitos de la mezcla (e(k)) y la
matriz de transicion del sistema (F(k)) corresponderia a la matriz identidad,
puesto que la concentracion es invariable a lo largo del proceso iterativo, o lo
que es lo mismo, es independiente de la variable a la cual se obtiene la sefial

analitica. En este caso, al igual que en la mayoria de los sistemas analiticos, se
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dice que el vector de estado es estatico mientras que si dicha matriz es diferente
a la matriz identidad, se dice que el vector de estado es dinamico. Considerando
la espectrofotometria de absorcion molecular, z(k) seria el valor de la sefial
analitica (absorbancia) de la mezcla a cada una de las longitudes de onda (a(k)),
el vector h'(k) corresponderia al espectro de cada uno de los analitos de la
mezcla (K'(%)), y el indice % indicaria que el proceso iterativo se realiza a lo
largo de un intervalo de longitudes de onda. En definitiva, la ecuaciéon que
representa el proceso de medida no es mas que la forma clasica de la ley de

Lambert-Beer, es decir,
a(k)= kT(k)c(k)+ v(k)

Por otra parte, el algoritmo del KF viene dado por una serie de ecuaciones
para calcular tanto el vector de estado como su matriz de covarianza. Todas

estas ecuaciones vienen expresadas como:

- Extrapolacion del vector de estado:
o(k/k—1)=F(k,k—De(k—11k—1)
- Extrapolacién de la matriz de covarianza:
P(k/k~1)=F(k k- DP(k—1/k—1)+Q(k)
- Factor de ganancia:
a(k)=P(k/k—Dk(k )K" (WP /k~Dk(k)+R(K)]

- Actualizacion del vector de estado:

c(k/k)=e(k/k—1)+g(k)alk)—k"(k)e(k/k—1)]
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- Actualizacion de la matriz de covaranza:

donde:

(k)
F(k,j)
w(k)
Q(%)
a(k)
k'(k)

v(k)
R{k)
P(/))
g(k)

P(k/k)=[1-g(k)K"(k)|P(k/k—1)

numero de parametros del vector de estado.

indice que indica el niimero de la medida (iteraci6n).

vector de estado (concentracion de cada componente) (nx1).
matriz de transicion del sistema (nxn).

ruido del modelo del sistema (nx1).

matriz de covarianza del ruido del modelo del sistema (nxn).
sefial analitica.

vector funcion de medida (Ixn). Relacién entre la sefial analitica y
el vector de estado (espectro de cada componente).

ruido del proceso de medida.

varianza del ruido del proceso de medida.

matriz de covarianza del vector de estado (nxn).

factor de ganancia del KF (nx1).

matriz identidad (nxn).

La notacion (k/k-1) indica la estimacion en el punto &k basada en medidas

obtenidas hasta el punto k-1.

Las dos primeras ecuaciones de extrapolacion del algoritmo describen la

propagacion del vector de estado y de su matriz de covarianza a lo largo del

proceso. Fl factor de ganancia es esenciaimente un factor de peso para ia

siguiente iteracion, dando una estimacion de cuanta informacién ha sido afiadida

por la comrespondiente medida en dicha iteracion y siendo inversamente

proporcional a la varianza del ruido del proceso de medida. En una situacién

ideal, este factor de ganancia deberia converger hacia un valor de cero a medida
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que el vector de estado se va estabilizando a lo largo del proceso iterativo, pero
en la practica converge en un intervalo alrededor de cero determinado por el
ruido del sistema. Las dos dltimas ecuaciones del algoritmo corresponden a la
actualizacion, tanto del vector de estado, como de su matriz de covarianza. En
el caso de la actualizacién del vector de estado, este depende de una cantidad

conocida como innevacion que viene definido como:
v(k)=a(k)-k " (k)e(k/k-1)

Como se puede observar, la innovacién es la diferencia entre las medidas
predichas por el vector de estado en cada una de la iteraciones y la medida
observada, siendo por lo tanto, un residual que, al ser calculado en cada una de
las iteraciones, es conocido como residual “on-line”. Esta innovacion difiere de
los residuales calculados mediante un procedimiento de minimos cuadrados
clasico, en que estos ultimos estan basados en las estimaciones finales de los
parametros del modelo. La serie de valores de v(£) es conocida como secuencia

de innovaciones.

Para poder aplicar este algoritmo es necesario definir previamente F(k,j)
y k'(k), asi como dar una estimacion de Q(%) y R(k), mientras que se asume que
tanto la contribucion del ruido del sistema (w(k)) como del proceso de medida
(v(k)) se distribuyen normalmente con media cero y sus correspondientes
varianzas. En el caso del analisis multicomponente, debido a la invariabilidad
del vector de estado (concentracion), ia matriz de covarianza del ruido del sistema

se considera cero (Q(k) = 0).

Puesto que el método es aplicado de forma recursiva, es necesario dar un
valor inicial ¢(k) y P(k/). Los resultados finales no dependen de estos valores

iniciales, siempre y cuando los valores de 1a diagonal principal de P(4//) sean lo
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suficientemente grandes como para prevenir que la estimacion final de (k) no
venga afectada por dicha aproximacion inicial. El hecho de dar un valor arbitrario
inicialmente hace que la estimacion de e(k) no sea exacta hasta que el filtro ha
avanzado a lo largo de algunas iteraciones. El caso particular del analisis multi-
componente, la aproximacion inicial de ¢(k) suele ser cero mientras que P(k/f)
se toma como una matriz diagonal con valores grandes respecto a R(k), que se
suele considerar constante a lo largo del proceso iterativo e igual a la varianza
de la medida. En este sentido Liu y col. (414) han demostrado que cuanto
mayor es P(k/j), mas rapida es la convergencia de ¢(k) hacia su valor verdadero,
mientras que cuanto mayor es R(k), la convergencia es mas lenta. Por otra parte,
la raiz cuadrada de P(k//) suele considerarse como las desviacion estandar de (k)

en cada iteracion.

Al estar basado el KF en la forma clasica de la ley de Lambert-Beer, el
calculo de K'(k) durante el proceso de calibracion puede hacerse, al igual que
en el CLS, de forma directa, a partir de patrones puros, o multivariantemente.
En cuanto a la forma multivariante se han desarrollado igualmente algoritmos
de KF para el calculo de k'(k) ya sea a partir de mezclas patrén (159,412) o
aplicando un método GSAM (415). En el caso de que el ruido de fondo contri-
buya a la respuesta del sistema y ademas sea reproducible, es posible incluirlo
en k'(k). En caso contrario la utilizacién conjunta del KF con técnicas derivadas

permite su reduccion o eliminacion del sistema (318).

El KF presenta una serie ventajas con respecto a los métodos tradicionales
de regresion de minimos cuadrados. Desde el punto de vista matematico, la
ventaja mas evidente es que ¢l KF no requiere hacer inversion de matrices
debido a su naturaleza iterativa, lo que mejora la estabilidad numérica en el
calculo del vector de estado. No obstante, es necesario realizar los calculos con

gran precisién a lo largo del proceso iterativo, puesto que sino el error de
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redondeo sera propagado y amplificado en cada una de la iteraciones. 1.a mani-
festacidn mas comun de este tipo de error se da cuando los elementos de la
diagonal principal de P(/f) toman valores negativos lo cual de acuerdo con la
teoria es imposible. Esto ocurre cuando en la aproximacion inicial de P(k/f) se
toman valores demasiados grandes y el valor de R(k) es muy pequefio (411).
Una solucion a este problema ha sido Ia utilizacién de ecuaciones que estabilicen
numéricamente la actualizacion de esta matriz a lo largo del proceso iterativo.

En este sentido se han propuesto dos ecuaciones:
P(k/k)=P(k/k—D-P(k/k—Dk(k)g (k)+g(l)e' (k)

o, alternativamente
P(k/k)=[1-g(bK" () [P(k /- D{T-g(bK (0)] +e(OR()E" (k)

No obstante, cuando se utiliza doble precision en los calculos numéricos,
no se dan diferencias importantes en la estimacion de c(k) utilizando una u otra
ecuacion (414). Otras aproximaciones que producen un algoritmo mas estable

estan basados en la factorizacion de P(k/}) (411).

Debido a su flexibilidad, el KF es capaz de hacer frente a los errores
debidos tanto a la presencia de interferencias, como a datos que no pertenecen
al conjunto, para ello se utilizan diferentes modificaciones del algoritmo
clasico. Entre estas modificaciones la mas utilizada es la que da lugar al deno-
minado filtro de Kalman adaptado (AKF) (416) el cual fue introducido por
Rutan y Brown, quienes demostraron que en ciertos casos la correccion de
dichos errores puede llevarse a cabo a través de la secuencia de innovaciones.
En el caso de que el modelo fuera inexacto la innevacién, que por ser un residual

deberia distnbuirse aleatoriamente, aumenta en determunadas iteraciones, lo
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que afecta a la estimacién de ¢(k). En este sentido el AKF lo que hace es
adaptar, a lo largo del proceso iterativo, el valor de R(k) a dichos errores del
modelo a través de la inmovacion, es decir, si la innovacién indica que determinadas
medidas vienen afectadas por un error, entonces R(k) es recalculado para
reflejar la magnitud de dicho error. Dicha adaptacion vendria dada por la

siguiente ecuacion:

RO = S0k p)Wk=p) | K GOP(K = Dk(k

p=l

donde m es el intervalo a lo largo del cual se realiza la nueva estimacién de
R(k). Puesto que R(%) es directamente proporcional a v(k), al aumentar v(k),
aumenta R(%), lo cual se traduce en una disminucién de g(k) y por lo tanto
un menor peso de dichas medidas en la estimacion de c(k), lo que le confiere
un mayor caracter de método ponderado. No obstante, este método presenta
la himitacién de que el modelo debe ser valido para ciertos valores de la
sefial analitica. Por otra parte, aunque es capaz de estimar la concentracién
teniendo en cuenta la posible contribucion de las interferencias, este método
hace incrementar la varianza de dichas estimaciones y es generalmente ineficaz
para modelos no lineales. Un problema que presenta este método es que es
sensible a los valores iniciales tomados para ¢(k) y P(&/j), por lo que es
necesario optimizar previamente dichos valores para obtener buenos

resultados (417,418).
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A.7.2.d. Regresion de componentes principales (PCR) y regresion

parcial de minimos cuadrades (PLS)

La regresion de componentes principales (PCR), introducida a mediados
de los afios sesenta, y la regresion parcial de minimos cuadrados (PLS), intro-
ducida a mediados de los afios setenta, son conocidas igualmente como métodos
blandos en comparaciéon con los métodos tradicionales de minimos cuadrados
que se consideran modelos duros, y como métodos bilineales (BLM). Ambos
métodos son tratados conjuntamente puesto que parten del mismo concepto, la
descomposicion de la matriz de calibracién en el producto de dos conjuntos de
parametros lineales denominados “scores” y “loadings”. Desde el punto de
vista fisico estos métodos no parten de una ley deterministica, sino empirica;
mientras que desde el punto de vista estadistico los errores asociados al modelo
no tienen porque seguir una determinada distribucion. Por lo tanto, estos
métodos requieren muy poco conocimiento sobre las relaciones causales entre
los parametros y las variables del modelo, es decir, no hace falta conocer cuales
son las causas de variacion reales y modelarlas explicitamente ya que se
obtienen de forma abstracta a partir del analisis matematico de factores de los

datos de calibracion.

Mediante la aplicaciéon de estos métodos se intenta expresar toda la
informacion significativa contenida en los datos de calibracion en un numero
reducido de nuevas variables flamados factores, variables latentes o componentes
principales, no colineales entre si (ortogonales) y linealmente independientes
(no correlacionados) entre ellos, que son combinacion lineal de las vanables

originales.

Estos componentes principales son calculados de tal modo que el primero
de ellos lleve asociado el mayor porcentaje de la varianza, disminuyendo dicho

porcentaje hasta el Gltimo de ellos. A pesar de que el nimero total de compo-
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nentes extraidos puede ser igual al nimero de variables originales, inicamente

los primeros llevaran asociada una varianza acumulada significativa.

Las ecuaciones que definen la etapa de calibracion, la cual se lleva a

cabo de forma indirecta, vienen dadas por:

A=TP+E
C=TQ+F

T=AV

donde las matrices A y C representan, respectivamente, las sefiales analiticas
correspondientes a una serie de mezclas patron y sus concentraciones para cada
analito en dichas mezclas. P expresa el nuevo sistema de coordenadas sobre el
que se reproduce o descompone la informacion de la matriz A (matriz de
“loadings”™). T es la matriz de “scores” o intensidades en este nuevo sistema de
coordenadas. Como demuestran Lorber y col. (419) los vectores “scores y
loadings” calculados mediante PLS son combinaciones lineales de los calculados
mediante PCR. Q es la matriz de coeficientes de regresion que relaciona T con
las concentraciones de los analitos en cada una de las mezclas patrén (C). En el
caso espectrofotométrico la matriz P contiene los vectores “loading” que son
una combinacién lineal de los espectros puros de los componentes mientras que
la matriz T representa, en este nuevo espacio vectorial, la cantidad de cada
vector “loading” que se debe incluir en la reproduccion de cada espectro expe-
rimental. Los residuales E y F representan la variacion de A y € no explicada
por el factor correspondiente. La matriz V es definida o estimada en funcién
del criterio de optimizacion que caracteriza a los diferentes métodos de cali-
bracion. Para el PCR la matriz V es estimada ninicamente a partir de la matriz A
mediante un andlisis de componentes principales (PCA) (420), mientras que en
el PLS dicha matriz es estimada utilizando conjuntamente la informacion de A y C

siendo esta la principal diferencia entre ambos métodos. Una vez establecido
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dicho criterio y estimada la matriz V se determina la matriz T a partir de la cual
las matrices P y Q son estimadas mediante regresiéon lineal multiple de los

matrices A y C sobre la matriz T, es decir;

P=(T"T)"T"A
Q=(T"Ty"'T"C

Una vez determinadas las matrices P y Q tiene lugar la etapa de prediccion

que viene definida por las signientes ecuaciones:

a,=t,P
¢,=t,Q

En esta etapa se calcula primero el vector de “scores” (t,) correspondiente al
vector de sefiales analiticas (a,) de ta muestra desconocida, mediante proyeccion
de este sobre el nuevo espacio vectorial definido por la matriz P. Una vez
determinado t, se proyecta este sobre la matriz Q, correspondiente a las

concentraciones de los analitos, obteniéndose finalmente la concentracion de

los analitos en la mezcia problema.

El hecho de utilizar inicamente una parte o la informacién mas relevante
de la matriz A, hace que las estimaciones de ¢, estén afectadas por un cierto

error sistematico, a diferencia de los métodos tradicionales de minimos cuadrados.

Estos métodos intentan optimizar el modelo con respecto a su poder de
prediccion mediante la descomposicion de la matriz A en una serie de factores.
Esta optitnizacion estd basada en equilibrar dos parametros estadisticos que
contribuyen al error de prediccion y que estan relacionados con el proceso de

calibracion. Estos parametros estadisticos son el error sistematico de prediccion
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(“bias”) y la varianza de los variables estimadas (concentracion), los cuales
estan inversamente relacionados. Al aumentar la complejidad del modelo
(mayor nimero de factores) los errores sistematicos van disminuyendo, puesto
que ¢l modelo es capaz de modelar de forma mas adecuada aquellos fendmenos
que intervienen en el sistema (interferencias fisicas y quimicas). Sin embargo,
este aumento de la complejidad hace que la varianza aumente debido a Ia
inclusién de incertidumbres o medidas aleatorias presentes en los datos de
calibracion, lo que es conocido como sobreajuste. En este sentido, un modelo
es sobreajuastado si incluye informacion irrelevante o aleatoria en el modelo
durante la etapa de calibracién tal como el ruido del sistema, en cuyo caso
dicho modelo podra dar errores de prediccion grandes. El equilibrio de ambos
parametros estadisticos depende de la naturaleza de las mezclas, asi como de la

precision de los datos de calibracion.

En cuanto a los algoritmos utilizados para descomponer la matriz A en
sus correspondientes “loadings” y “scores” los mas populares en el caso del
PCR son el algoritmo NIPALS y la descomposicion en valores singulaves
(SVD), siendo las propiedades numéricas de este tltimo superiores al primero.
En cuanto al PLS la descomposicién mas utilizada es la denominada PLS1, la
cual ha sido estudiada por diferentes autores (358,419,421-424). Otro algontmo
del PLS es el denominado PLS2 que se diferencia del PLS1 en el hecho de que
estima la concentracién de cada analito simultaneamente, a diferencia del PLS1
que lo hace de forma individual. EI PLS2 es 1til en el caso de que los diferentes
analitos de la mezcla estén fuertemente intercorrelacionados, mientras que en el
caso de la presencia de no linealidades, la utilizacion del PLS1 presenta ciertas
ventajas sobre el PLS2. Por otra parte, st los errores del modelo son indepen-
dientes entre ellos y tienen aproximadamente la misma varianza, el PLS2 dara
mejores resultados que el PLS1. En caso contrario la aplicacion del PLS2 puede

ser contraproducente y se debe utilizar una serie de algoritmos PLS1 indepen-
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dientes para cada uno de los analitos. Diferentes aspectos relacionados con este

algoritmo pueden encontrarse en los trabajos de Manne (424) y Hoskuldsson (422).

Matematicamente estos métodos pueden ser considerados como inter-
medios entre el CLS y el ILS. A diferencia del CLS los parametros estimados
en la etapa de calibracion no representan realidades fisicas o quimicas especificas,
mientras que estos métodos describen y compensan los problemas de selectividad
en contraste con el ILS que (nicamente los compensa pero no los describe. No
obstante, puesto que la matriz de concentracion (C) es modelada en funcion de
los parametros obtenidos de la descomposicion de la matriz de sefiales analiticas
(A), estos métodos son considerados como métodos inversos. Como conse-
cuencia, y al igual que el ILS, estos métodos permiten estimar la concentracion
de los analitos de interés aun en presencia de causas de variacion no explicitas
en la formulacion del modelo (interferencias). En este caso en las ecuaciones
anteriores se sustifuiria la matriz C por el vector de concentracién correspon-
diente al analito de interés. Por otra parte, al igual que el CLS ambos métodos
son de espectro completo lo que, en principio, les confiere una mayor precision
en las estimaciones realizadas. Una ventaja que presentan estos métodos sobre
el CLS y el ILS es que no presentan problemas derivados de la inversion de
matrices (colinearidad) puesto que las matrices obtenidas en la descomposicion

de la matriz A son ortogonales.

El problema esencial en estos métodos se encuentra en la eleccion
adecuada del nimero de factores o variables latentes que se deben incluir en el
modelo y que debera ser inferior al namero de variables originales (mezclas o
sefiales analiticas) de la matriz A. En el caso de que dicho nimero de factores
fuera igual al rango de la matriz A, el resultado obtenido por cualquiera de
ambos métodos seria igual al obtenido mediante ILS, es decir, al aumentar el

niumero de factores ambos métodos convergen hacia el ILS. El numero de
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factores retenidos en el modelo es denominado como el pseudorango de la
matriz de calibracioén. La seleccion de este pseudorango es importante porque el
modelo debe describir la fuentes de variacion significativas, pero no sobreajustar
los datos. El nimero de factores (factores primarios) retenidos en el modelo
esta relacionado, desde el punto de vista quimico, con el nimero de causas
reales o fuentes de variacion sistematica de la matriz de calibracion (A), como
pueden ser el niimero de analitos presentes en las mezclas, interacciones entre ellos
asi como variables fisicas y quimicas que actiien sobre el sistema analitico. En la
determinacién correcta de dicho nimero se han propuesto la utilizacion de diverso»s
meétodos (425,426) entre los cuales ¢l mas utilizado es el denominado validacion
de cruce (“cross-validation™) (427-430) el cual selecciona dichos factores a través
de los errores de prediccion obtenidos al estimar los propios datos de calibracion
(C). En este sentido, una o varias mezclas de calibracion son excluidas de la
etapa de calibracion y su concentracion estimada a partir del resto de las
mezclas que se utilizan para obtener el modelo. Este procedimiento se repite
tantas veces como sea necesario hasta que todas las mezclas de calibracion han
sido excluidas una unica vez y su concentracion estimada con el resto de las
mezclas. Al final del proceso la suma de los cuadrados de los errores de
prediccion (PRESS) es utilizada junto con una serie de test estadisticos para

seleccionar dicho nimero de factores.

En general, los factores seleccionados contienen la mayor informacién o
varianza del sistema analitico mientras que aquellos factores (factores secundarios)
que representan el ruido son eliminados y no considerados durante el proceso
de calibracion o modelado. En otras palabras, mediante la seleccion de los
factores adecuados se pretende incluir en el modelo aquellos factores que
presenta una gran varianza de la matriz A (PCR) o covarianza entre las matrices

Ay C (PLS).
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Aunque la capacidad de prediccion de ambos métodos es generalmente
la misma, el PLS puede tener, en determinados sistemas, una capacidad de
prediccion superior al PCR debido a la inclusion de la matriz C durante la etapa
de calibracion, lo que hace equilibrar la informacion contenida en ambas matrices
(A y ©) y reducir el impacto de variaciones grandes pero irrelevantes en la
matriz A. La inclusién de la matriz C hace que normalmente ¢l PLS necesite un
ntimero menor de factores con respecto al PCR para modelar el sistema analitico,
lo que hace que dicho método sea mas parsimonioso. Por otra parte, De Jong
(431) demuestra que el coeficiente de determinacion obtenido a partir del PLS
es igual o superior al obtenido mediante el PCR para un mismo niimero de
factores, lo que significa que el PLS ajusta los datos igual o mejor con respecto
al PCR; pero esto no implica necesariamente que sea superior en cuanto a su
capacidad de prediccion. Por lo tanto, la eleccion entre PCR y PLS, cuando se
ha elegido correctamente el namero de factores, no es posible a partir de criterios

de mejor ajuste.

Como en todos los métodos de calibracion multivariante, estos métodos
validan el modelo obtenido en la etapa de calibracion a través de una serie de
mezclas no incluidas en dicha etapa. Este tipo de validacion es conocida como
validacion externa. Pero en el caso de estos métodos, existe otro tipo de validacion
conocida como validacion interna, la cual se lleva a cabo utilizando las propias
mezclas de calibracion mediante la validacion de cruce; es dectr, la validacion
de cruce no solo se utiliza para seleccionar el niimero adecuado de factores que

se deben incluir en el modelo sino también para validar dicho modelo.

Puesto que la inclusion de informacion irrelevante en el modelo puede
hacer que este pierda capacidad de prediccion, uno de los pasos previos que
generalmente suele realizarse para eliminar este efecto y obtener modelos mas

parsimoniosos y robustos es el tratamiento previo de los datos. Mientras que los
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métodos tradicionales de minimos cuadrados son invariantes frente a transfor-
maciones hineales de los datos, no ocurre lo mismo en el caso del PCR y PLS.
Dentro del tratamiento previo de los datos, los mas utilizados son el centrado vy
estandarizado de los mismos, aunque también se utilizan otros procedimientos
como son el filtrado (transformada de Founer) o 1a correccién multiplicativa de
la sefial (MSC). En el caso del PLS se ha demostrado que la exactitud de tos
resultados depende criticamente del factor de escala de la matriz de concentracion
en el caso de que ciertos componentes presenten una sefial analitica muy
pequefia con respecto al resto de los componentes del sisterna (432). En términos
de la relacion entre los errores de prediccion y la complejidad del modelo, el
tratamiento previo de los datos lleva consigo una pronunciada reduccién del
error sistematico al incluir menos factores en el modelo, pero esto viene acom-
pafiado de un cierto incremento de la varianza debido a los errores de estimacién
(433). Seasholtz y Kowalski (434) demuestran que en determinados casos, el
hecho de centrar los datos, aunque suele dar una mayor estabilidad numérica en
los calculos, puede dar lugar a errores de prediccion mayores con respecto a la
utilizacién de los datos originales, ya que el hecho de centrar los datos hace
incrementar el ndmero de términos que contribuyen a dicho error de prediccion.
Otro estudio realizado por Lorber y col. (435) ha demostrado que el hecho de
utilizar un namero determinado de mezclas de calibracion, cercanas de la
mezcla de prediccion, para llevar a cabo el proceso de centrado (centrado local)

hace mejorar el error de prediccion en una media de un 20%.

Puesto que tanto el PCR como el PLS se encuadran dentro de los métodos
de calibracién de orden uno, la presencia de interferencias quimicas no tenidas
en cuenta en la etapa de calibracidn da lugar a resultados errdneos debido a la
influencia de dichas interferencias. En este caso se han propuesto varios métodos
para resolver este problema entre los cuales destaca la utilizacién de un método

GSAM junto con el PLS (354) que incluso permite obtener resultados mas
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exactos con respecto al método GSAM utilizando métodos tradicionales de
minimos cuadrados debido a la capacidad det PLS de eliminar informacion

irrelevante del sistema.

En resumen podemos decir que el hecho de que tanto el PCR como el
PLS presenten un mejor comportamiento en diferentes areas de la ciencia y la
tecnologia con respecto a los métodos tradicionales de minimos cuadrados, se

debe a gue sus presunciones, en cuanto a las caracteristicas de los diferentes

sistemas, son mas realistas.

A.7.2,e. Otros métodos

Ademas de los métodos comentados en los apartados anteriores, existen
una serie de métodos que, aunque menos utilizados, no dejan de ser importantes en

cuanto que han contribuido al desarrollo de la calibracion multivariante.

Entre estos métodos uno de los mas estudiados desde el punto de vista
matematico ha sido la regresion “ridge” (RR). La RR (436-438) fue introducida
a principios de los afios setenta, con el proposito de estabilizar las estimaciones
de las variables en el caso de que la matriz de calibracion presentara una gran

colinearidad. En este sentido, el RR es similar al PCR y al PLS.

En cuanto al analisis multicomponente, la estimacion de la concentracion

en la etapa de calibracién mediante este método, viene dada por:
¢, =a, K (KK'+kI)”

donde ¢,, a, y K tienen el mismo significado que el método CLS mientras que &

es el parametro “ridge” ( 0 <k <0 ) e 1 es la matriz identidad. Se puede observar

que esta ecuacion es similar a la del método CLS excepto por el término 1,
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dando por lo tanto los mismos resultados que el CLS cuando #=0. Puesto que
en ¢l caso de la presencia de colinearidades en la matriz K, su correspondiente
matriz de correlacion (KK') es singular, este método adiciona una matriz
diagonal para resolver dicho problema y estabilizar el proceso de inversion

matricial, haciendo que la estimacion de ¢, sea ignalmente mas estable.

Este método plantea el problema de la seleccidon adecuada del parametro
k puesto que su valor éptimo depende de ¢, y su correspondiente varianza, ya
que desde el punto de vista de la prediccion este parametro debe ser elegido de manera
que minimice el valor del PRESS. Puesto que ¢, v su varianza suelen ser
desconocidas de antemano la determinacién del pardmetro & debe llevarse a cabo a
partir de los datos experimentales de calibracion haciendo que la estimacion de ¢, sea
compleja. Por otra parte, se ha demostrado que el valor de k esta relacionado
con la relacion sefial/ruido y el nimero de mezclas de calibracién. Hoerl y
Kennard {436) sugieren que la eleccion adecnada de 4 debe realizarse de forma
iterativa, representando su valor frente a la estimacion de las vanables seleccionando

aquel valor a partir del cual la estimacion alcanza un valor estable.

Otro método, es el conocido como método de la matriz Q (439,440) el
cual omite la etapa de calibracion y utiliza la matriz de seiiales analiticas (A)
directamente para ajustar la sefial analitica de la muestra desconocida o de
prediccidn (a,). En este caso, la sefial analitica es ajustada como combinacién

lineal de las mezclas de calibracion:
a;,=qA
La solucion de minimos cuadrados de q viene dada por:

q=a,A'(AAT)"
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El vector q se relaciona con la concentracién de cada componente de la mezcla
desconocida (c,) a través de la matriz de concentraciones de las mezclas de

calibracion (C):

En este caso, en contraste con el IS, el mimero de sefiales analiticas debe ser
mayor o igual que el nimero de mezclas de calibracién, siendo conveniente
utilizar tantas sefiales analiticas como sea posible. Este método permite inchuir
la sefial analitica correspondiente a la linea base como una mezcla de calibra-
cion mas dentro de Ia matriz A, considerando como cero la concentracion de

cada uno de los componentes dentro de 1a matriz C.

La regreston en variables latentes (LRR) (349,441) es un método que
esta relacionado con el PCR. La diferencia entra ambos métodos ¢sta en que el
LRR se basa en descomponer ¢ proyectar la matriz de calibracion utilizando los
vectores latentes de la matriz de correlacton obtenida a partir de las variables de
respucsta (sefiales analiticas) y de concentraciéon de calibracion, mientras que el
PCR solo utiliza la matriz de sefiales analiticas. Los vectores latentes que no
presentan un grado de correlaciéon con el vector de concentracion son eliminados.
El hecho de utilizar el vector de concentracion en la construccion del modelo
puede hacer pensar que el LRR es similar al PLS. No obstante, mientras que
LRR da igunal peso a cualquiera de las direcciones de la matriz de respuestas, el
PLS tiende a dirigir dicha matriz hacia la estimacion del analito de interés
proyectando directamente esta matriz en el vector de concentracién y no en la
matriz de correlacion. Al igual que los métodos PCR, PLS y RR este método es
utilizado como alternativa a los métodos tradicionales de minimos cuadrados
cuando las variables presentan una alta colinearidad, dando en estos casos

resultados comparables a dichos métodos (441).
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Otro método desarrollado durante los ultimos afios, es la regresion local
ponderada (LWR) (442-444) que es un método lineal basado en la idea de que
una no linealidad puede ser aproximada mediante ecuaciones lineales locales.
La estrategia seguida por este método es la siguiente: para cada una de las
mezclas de prediccidn se encuentran aquellas mezclas de calibracién que estan
geométricamente mas cercanas a cada una de las mezclas en términos de los
componentes principales mas relevantes. Estas mezclas de calibracion seleccio-
nadas son utilizadas para llevar a cabo una regresion lineal ponderada, en
donde el factor de peso es determinado de acuerdo con la distancia de las
mezclas de calibracion a la mezcla de prediccion. El namero optimo de mezclas
de calibracion seleccionadas asi como el nimero de factores puede determi-
narse mediante validacién de cruce. Por lo tanto, en este caso, cada mezcla de
prediccion es estimada mediante un modelo diferente a diferencia de los otros
métodos. Utilizando este método se han obtenido mejoras en la estimacion

entre un 30 y un 40 % con respecto a la regresion lineal (445).

El analisis factorial (FA) (446,447) es un método que se aplica a sistemas
en los cuales no se conoce a priori la composicion de los mismos. En su apli-
cacion tiene lugar un proceso de deconvolucién para estimar el espectro de
cada uno de los componentes asi como su concentracion. El método parte de
una serie de mezclas de calibracion que contienen todos los componentes y
solo difieren en la concentracién de los mismos, gue en principio es descono-
cida. La matriz original que contiene dichas mezclas se descompone mediante
PCA para determinar el nimero de componentes presentes (igual al niimero de
factores seleccionados) para posteriormente, determinar el espectro y concen-
tracion de los mismos. Este ultimo proceso se lleva a cabo mediante un proceso
de rotacidn, siguiendo un criterio determinado, de los componentes principales
previamente seleccionados, de manera que son fisicamente interpretables. Por

lo tanto, el FA se compone de dos etapas como son la reduccion del rango y la
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rotacion de los ejes. Puesto que se dispone a priori de una escasa informacion
sobre 1a naturaleza del sistema, las estimaciones que da este presentan un cierto

grado de indeterminacion.

El método simplex es un método de optimizacién iterativa cuyo algo-
ritmo ha sido adaptado para el analisis multicomponente, tanto para cuantificacién
como identificacion de los componentes en muestras complejas (448,449). Este
método no requiere el conocimiento previo del modelo matematico, por lo
presenta la ventaja de estabilidad numérica, flexibilidad y su posible aplicacién
a sistemas no lineales. En este caso se lleva a cabo la minimizacion de una

funcion de 1a forma:

U(p,0)=3 8y ~8)

donde U, la funcion a minimizar, depende de varios pardmetros (p,) y/o
concentraciones (c,), L son los canales de medida (p.e., longitudes de onda) y
a., Yy a,, son las sefiales analiticas expenimentales y calculadas a lo largo del
proceso de optimizacion respectivamente. Puesto que es un método iterativo, es
necesario partir de una serie de valores iniciales para los parametros y/o
concentraciones, los cuales son ajustados a lo largo del proceso para minimizar
la funcion U. En cuanto al propio método simplex, suelen utilizarse algoritmos
mas eficaces con respecto al inicialmente propuesto como, por ejemplo, el
método simplex modificado (SMS), el método simplex supermodificado (MSM) o
el método simplex de tolerancia flexible (FTSM). Es un método muy eficiente en
presencia de fuertes interacciones entre las variables o cuando el sistema esta mal

condicionado, aunque la convergencia del proceso en este caso puede ser lenta.

Uno de los métodos que en los altimos afios ha demostrado su gran

potencial y superioridad con respecto al PCR y al PLS en la resolucion de



A. Revisién Bibliografica 105

sistemas multivariantes, sobre todo no lineales, ha sido las redes neuronales
artificiales (ANN) (450-452). El elemento fundamental del ANN es el nodo.
Los nodos son ordenados en capas, el conjunto de las cuales forman una arqui-
tectura de red. La red esta compuesta por lo menos de tres capas denominadas
capa de entrada (“input™), una o mas capas escondidas (“hidden™) y capa de
salida (“output™). En el caso de la calibracién multivariante los nodos de la capa
de entrada son obtenidos mediante una transformacion lineal de las sefiales
analiticas medidas a diferentes canales. Para reducir la dimension de esta capa,
asi como mejorar la capacidad de prediccion se puede utilizar los vectores
“scores” de la matriz de calibraciéon obtenidos mediante PCR (450) o PLS (453).
En la capa escondida, conectada con la capa de entrada a través de conexiones
ponderadas, tiene lugar una suma ponderada de los nodos de entrada seguida de
una transformaciéon mediante una determinada funcidén que puede ser lineal o
no lineal. Los factores de peso, que conectan cada nodo de la capa de entrada
con los de la capa escondida, son ajustados durante el proceso de calibracion,
con el propdsito de reducir el error de los nodos de la capa de salida. El nimero
de nodos en la capa escondida juega el papel de variables intermedias y por lo
tanto son ajustables. La capa de salida, conectada a la capa escondida, y en
determinadas arquitecturas a la capa de entrada, suele estar compuesta, en el
caso multivanante, de un Gnico nodo correspondiente a la concentracion del

analito de interés.

Aunque en el caso de calibracion no lineal la funcién bésica comin-
mente utilizada para llevar a cabo la transformacion en la capa escondida es la
funcion sigmoide, la seleccién de esta funcion se sigue haciendo de forma
“ad hoc”. Esto puede ser atribuido, en general, a la dificultad de predecir
correctamente el comportamiento no lineal del sistema. No obstante, la incor-

poracion de diferentes teorias quimicas a través de sus correspondientes ecuaciones
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dentro de la arquitectura de la red (“Chemnets”) puede ayudar a construir un

modelo mucho mas correcto para determinados sistemas.

Las principales desventajas del ANN es el gran nlimero de mezclas de
calibracion requeridas para modelar apropiadamente el sistema, la complejidad
matematica del proceso asi como el tiempo requerido para llevar a cabo

dicho proceso.

A.7.3. Parametros estadisticos en calibraciéon multivariante

Existen tres principales fuentes de error que pueden afectar a la calidad
de un modelo de calibracion en términos de su capacidad de prediccion. Estas
fuentes de error son: los errores del modelo, los errores en la concentracién de
los componentes de calibracion y los errores en las sefiales analiticas. En este
sentido, algunos autores (454,455) han desarrollado diferentes teorias de
propagacion de errores para la estimacion de los errores de prediccion. No
obstante, la aplicacion de estas teorias para la estimacién del error de prediccion

tiene un sentido mas tedrico que practico.

Desde el punto de vista estadistico la expresion mas comun dei error de
prediccion de un modelo es el error cuadratico medio (MSE) que teéricamente
estd relacionado con la varianza residual (c?) y con el error sistematico de

prediccion denominado “bias™:
MSE=c"+bias’

Su estimacion puede realizarse a partir de las mezclas de calibracién
(validacién interna) o mediante un conjunto de mezclas de prediccion (validacion
externa) y viene expresado en funcién de los residuales de concentracion. En

cualquier caso las mezclas utilizadas para estimar el MSE deben ser
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representativas del conjunto total de la poblacién, en caso contrario el valor

obtenido puede ser inexacto.

En el caso de la validaciéon externa, la estimacion del MSE (MSEP) es
conocido como error estindar de prediccion (SEP), aunque también recibe el
nombre de raiz del error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) (358) y raiz
de la diferencia cuadratica media (RMSD) (456). El calculo de este parametro |

estadistico para cada uno de los componentes viene dado por:

2

. v
Z (Ci - éi )2
SEP={ 2

donde ¢, y &, son la concentracion real y estimada del componente respectiva-

mente vy p es el niimero de mezclas de validacion. El valor de SEP depende de
la complejidad del modelo de calibracion y su valor éptimo se obtiene cuando
se equilibran los dos términos que componen ¢l MSE durante la etapa de cali-
bracion. Este parametro estadistico representa una desviacion estandar de los
errores de prediccién medio, cuyo limite superior es la desviacidn estindar de

la concentracion de cada componente en las mezclas de prediccidn (457).

El numerador de la expresion anterior es comiinmente conocido como suma

cuadratica de los errores residuales de prediccion (PRESS):

PRESS=3(c,~&,)’

En ocasiones puede ser til corregir el valor de SEP con respecto al error
sistematico (“bias™) como, por ejemplo, en el caso de que el instrumento utilizado
cambie a lo large del tiempo y sea necesario utilizar un método de referencia para

ser ajustado o para corregir potenciales problemas durante un proceso de
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estandarizacién instrumental. En este caso el valor de SEP también conocido

como desviacién estandar de prediccion (SDP) vendria dado por (402,458):

¥'(c, &~ bias)’
SEP(biased)= =——

El valor del “bias™ deberia ser estimado idealmente a partir de un conjunto de
mezclas de prediccion bien representativo y suficientemente grande. El valor

medio del “bias” puede ser estimado simplemente como:

>(&,-¢)

bias="=———
P

Si todos los errores fueran aleatorios el valor de este “bias” deberia ser aproxima-
damente igual a cero. Sin embargo, este tipo de correcciéon no debe ser empleado
durante la validacion de un modelo, puesto que en el caso de mezclas desconocidas
la eliminacién de este tipo de error sistematico no seria posible, al ser la concen-
tracion real de estas mezclas desconocido. Por otra parte, puesto que el valor del
“bias” debe ser estimado estadisticamente, si dicha estimacion no es correcta
debido a que se obtiene con datos escasos o no representativos, la correccion de

este “bias” puede introducir una mayor incertidumbre en el valor del SEP.

El valor total de SEP considerando todos los componentes vendria

dado por (459):

P n V2
ZZ(CEj_éij ?
SEPT=| L&
pn

donde n es el nimero de componentes en las mezclas de prediccion.
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El valor de SEP es utilizado para comparar la capacidad de prediccion
de dos métodos de calibracion multivariante a través de la aplicacién de un

test F (450,453):

SEP, Y’
F(pupz):(SEPZJ

donde p, y p, son el nimero de mezclas utilizadas para calcular el SEP de los
dos métodos (SEP, y SEP,). El valor de F asi calculado se compara con el valor
tedrico a un determinado nivel de confianza con p, y p, grados de libertad. Si el
valor calculado es mayor que el tedrico podemos decir que el método con un
menor valor de SEP tiene una mayor capacidad de prediccion con respecto al otro,
al nivel de confianza correspondiente; o lo que es lo mismo, existen diferencias
significativas en cuanto a la capacidad de prediccién de ambos métodos. Igual-
mente, el valor de SEP ha sido utilizado para comparar la diferencia relativa de

los errores de prediccion de dos métodos a través de la expresion (457):

SEP, ~SEP,
100355

Algunos autores en vez de utilizar el valor absoluto de SEP, utilizan
valores relativos de dicho parametro con respecto a la media de la concentra-

c1on del componente en las mezclas de prediccion (€) (450,460):

2

i(ci_éi)z
SEP(%)zlgﬂ 5

Diferentes autores llaman a este valor raiz del error cuadratico medio de prediccion

relativo (RRMSEP) (461,462).
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Otro parametro estadistico relativo que se utiliza en la validacion externa,
es el conocido como error de prediccion (PE) (153,463) aunque también recibe
el nombre de desviacidén estandar relativa del residual de concentracién (RSD)
(464), error de prediccion relativo (RPE) (432,465) y error de prediccion relativo
estandar (RSEP) (466). Este error de prediccién se calcula normalmente para
cada uno de los componentes aunque también se puede calcular para cada
mezcla o globalmente considerando todos los componentes y mezclas, obteniendo
un error de prediccidn relativo total que puede ser utilizado con fines compara-
tivos entre diferentes modelos. E! calculo de este RPE global se lleva a cabo a

partir de la siguiente expresion:

ZZ(Cij —6ij)2
RPE(%)=100| =

P n

226

i=1 j=1

El RPE para cada componente se obtendria considerando n=1 en la ecuacién
anterior, mientras que el caso de las mezclas deberia considerarse p=1.
Alternativamente, se ha propuesto el calculo del error relativo de prediccién

medio (MRPE) que vendria dado por la ecuacion (432):

i V2
o (cij—eij ’
MRPE(%):I(;OZ

n
i=1 2
2.C;

=t

Puesto que normalmente la concentracion de los componentes suele
variar entre diferentes niveles, el valor del RPE debe considerarse unicamente
como una idea del error de prediccion que podemos encontrar entre dichos

niveles. En general cuanto mayor es el nimero de componentes mayor sera dicho
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valor para una mezcla (464), o lo que es lo mismo, el RPE se incrementa cuanto

menor es la selecividad del sistema.

Como apuntan Keller y col. (467) no es suficiente, en la practica, con
obtener un valor de SEP pequefio, sino que se requiere que la concentracién
estimada v la real estén directamente relacionadas o lo que es lo mismo, que el
modelo de calibracion obtenido ajuste de forma adecuada la superficie de
respuestas. Por consiguiente una correlacion razonable entre ambas concentra-
ciones es un prerequisito para que un modelo de calibracion sea correcto. En
consecuencia es necesario aplicar un criterio basado en la comrelacién como,
por ejemplo, el coeficiente de correlacion (R) o el cuadrado del mismo (R?)
también conocido como coeficiente de correlacion multiple (375). El calculo de
dicho coeficiente para cada uno de los componentes se lleva a cabo mediante la

expresion (456):

o, alternativamente (467)

Un modelo de calibracion no puede considerarse correcto si no hay suficiente
correlacion (R>0.9) entre la concentracién estimada y la real. Por lo tanto, para
cualquier modelo ademas de calcular el SEP, es necesario aplicar un criterio de
correlacion para cualificar dicho modelo (467). Por otra parte, mediante la
comparacion de los valores de R para diferentes modelos, se puede optimizar la

forma tedrica de la funcién del modelo que mejor se ajusta al sistema analitico.
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Cuando la estimacion del MSE se realiza a partir de las mezclas de
calibracion (validacién interna) recibe el nombre de error cuadratico medio de
estimacion (MSEE). El parametro estadistico mas comtnmente utilizado es la raiz
cuadrada del MSEE, conocido como error estandar de calibracion (SEC), error
estandar de estimacion (SEE) o simplemente raiz del error cuadratico medio de

estimacion (RMSEE) (358). Este parametro estadistico viene definido como:

m ¥z
Z(Ci - éi )2

SEC: I:—I_n—;—dT

donde en este caso ¢, y &, son la concentracion real y estimada del componente
en las mezclas de calibracion, respectivamente; m es el nimero de mezclas de
calibracion y df son los grados de libertad utilizados para ajustar el modelo de
regresion. Generalmente este parametro estadistico debe ser considerado mas
como un limite inferior a la capacidad de prediccidn, que como una medida de
la propia capacidad de prediccion, puesto que el SEC representa a un modelo
sobreajustado en el que todas las mezclas de prediccion son incluidas para

obtener el modelo de calibracion (458).

A.7.4. Diseiio experimental en calibracién multivariante

Un modelo de calibracion puede ser estimado de manera que el SEC sea
minimo, pero el SEP puede ser inaceptable debido a que las mezclas de calibracion
no abarcan el dominio de las mezclas de validacion. Puesto que un modelo es
nfilizado generalmente con fines de prediccion, el proposito del disefio experi-
mental de la calibracion es obtener un modelo con una capacidad de prediccion
lo mas precisa y exacta. Los principios generales y las ideas basicas para la seleccion

de las mezclas de calibracion son desarrolladas por Naes e Isaksson (468,469). De
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acuerdo con estos autores el disefio de un experimento de calibracién debe

incluir dos aspectos basicos:

- Abarcar todas las causas de vanabilidad sistematica, inchuidas interfe-

rencias.
- Minimizar el efecto de los diferentes ruidos aleatorios.

En este sentido, cuanto mayor es el niimero de experimentos utilizados para
obtener el modelo, mayor es la posibilidad de incluir en el mismo fuentes de no
linealidad y problemas de heterogeneidad por lo que, desde el punto de vista
del modelo matematico, este deberia ser desarrollado a partir de un rango
pequefio de experimentos. Por otra parte, los parametros del modelo deben ser
estimados estadisticamente, lo cual requiere un rango amplio de experimentos
para minimizar el efecto del ruido aleatorio. Por lo tanto, al realizar un disefio
experimental se debe llegar a un compromiso entre la optimizacion de la estruc-
tura del modelo y la estimacién de sus parametros y teniendo en cuenta,

ademas, consideraciones de costo, tiempo y disponibilidad de experimentos.

Por consiguiente, la idea fundamental en el disefio experimental es que
todos los fendmenos o causas de variabilidad sistemética de las sefiales analiticas
deben ser tenidos en cuenta durante la etapa de calibracion y descritos por el
modelo. En este sentido, cada fendomeno deberia ser abarcado lo mejor posible
y separado del resto de los fendmenos y del ruido. Desde el punto de vista de la
calibracion multivariante, el disefio experimental se refiere a la seleccidon de
una serie de mezclas de calibracion para la obtencidn del modelo, considerando
cada mezcla como un experimento. Sin embargo, una de las principales carencias
de los disefios experimentales es el hecho de que rara vez consideran la expresion

matemética del modelo de regresion utilizado para seleccionar dichas mezclas.
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Dentro de lo que es el disefio experimental, hay que concretar que factores
experimentales hay que controlar y como combinarlos (disefio controlado). Una
vez identificados dichos factores es necesario seleccionar los niveles discretos a
los cuales cada uno de ellos variard. En el caso de los factores cualitativos el
namero de niveles suele ser dos (p.e., ausente o presente), mientras que en el
caso de los factores cuantitativos el nimero de estos puede ser superior (p.e.,
diferentes niveles de concentracion). Una vez seleccionados debemos decidir la
combinacion de niveles de los factores. De acuerdo con el método de combi-

nacién utilizado, tendremos un nimero diferente de experimentos a realizar.

En el caso de que existan factores no controlados (interferencias fisicas o
quimicas), sus efectos deben ser minimizados. Una forma de tener en cuenta dichos
efectos, es la incorporacion, al disefio controlado, de experimentos cuyos factores
varien aleatoriamente, para asi aumentar la posibilidad de que todas la fuentes
importantes de variabilidad se tengan en cuenta. El caso extremo es la utilizacion

de un disefio totalmente aleatorio (también conocido como disefio natural).

Dentro de la calibracién multivariante existen dos tipos principales de
disefio. El primero corresponde a la situacion en la que es posible generar una
serie de mezclas de calibracion en funcién de la concentracion de cada uno de
los componentes (factores del disefio). El segundo tipo consiste en seleccionar
las mezclas de calibracién en funcion de su sefial analitica, a partir de un conjunto
de mezclas, las cuales normalmente se han obtenido de forma aleatoria. En este
caso un aspecto importante es la forma en que las mezclas son seleccionadas y

no el nimero de mezclas seleccionadas.

Dentro del primer tipo de disefios el mas utilizado es el diseiio factorial,
también llamado disefio ortogonal, el cual consiste en considerar todas las
posibles combinaciones o interacciones de los factores, a todos los niveles

discretos seleccionados. El numero total de mezclas se obtendria multiplicando
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el niimero de niveles para cada uno de lo factores, es decir, Z°, donde Z es el
nimero de niveles y f ¢l niimero de factores. Presenta la desventaja de que el
namero de mezclas se incrementa rapidamente al aumentar el niimero de factores.
En este caso se puede utilizar una variante de este método conocida como
diseiio factorial fraccionado el cual utiliza una fraccién del namero total de
mezclas requeridas en el disefio factortal. Este método considera que las inte-
racciones de menor orden entre los distintos factores son mas importantes que
las de orden superior, las cuales pueden ser despreciadas al ser redundantes. Su
principal ventaja es que puede ser utilizado para investigar los efectos de un

gran nimero de factores con un niimero pequeifio de mezclas.

Otro disefio es el disefio de composicion central o de Box-Wilson, que
es un disefio a dos niveles y que para un nimero dado de factores (f) requiere
242f+1 mezclas mas alguna replica en el punto central del disefio. Este tipo de
disefio pertenece a un conjunto mas general de disefios conocidos como disefios

de respuesta de superficie.

Los disefios factorial y factorial fraccionado tienden a dar una vision
general del sistema y por lo tanto sirven fundamentalmente para construir una
forma general del modelo, mientras que los disefios de respuesta de superficie,

como el de composicién central son utiles para construir un modelo cuantitativo (470).

Dentro de este primer tipo de disefios uno de los mas utilizados es el
diseiio simplex, el cual impone una limitacion a la posible combinacion de
niveles. En este caso, la suma de niveles para cada uno de los factores debe
sumar un valor constante (“closure™). Por lo tanto, la composicion de cada una
de las mezclas de n componentes puede ser representada en un simplex en el
espacio n-1 dimensional. Mediante esta representacién se determina que

proporcion en cada mezcla es necesario utilizar para obtener una visién global
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de la superficie de respuestas. El numero total de mezclas, para un mismo

simplex, es funcion del nimero de niveles para cada uno de los n componentes.

El segundo tipo de disefios o de seleccion de mezclas estan basados en el
valor de la sefial analitica. En este caso las mezclas son seleccionadas de
acuerdo con fa idea de como los valores de {a seiial analitica deberian ser
distribuidos para obtener un modelo de calibracién adecuado. Varios autores han
propuesto diferentes métodos de seleccion basandose en dicha idea (471-474).
Algunos de estos diseiios presentan la desventaja de necesitar informacion sobre la
estructura cualitativa de las mezclas, es decir, que componentes estan presentes asi

como la sefial analitica correspondiente a cada uno de ellos (espectros puros).

Mediante estos disefios se reduce el volumen del espacio de disefio, lo
que puede minimizar problemas asociados a la falta de ajuste del modelo, como
puede ser la presencia de no linealidades. De esta manera la variacion en la
mezclas de calibracion en dicho espacio sera similar a las de prediccidn, y
ademas se consigue que la etapa de calibracién sea mas robusta frente a factores

no controladas.

Desde el punto de vista estadistico Brown (475) lleva a cabo un estudio
de como influye un disefio aleatorio o controlado en los métodos de calibracion
multivariante, llegando a la conclusion de que en el caso de utilizar un disefio
aleatorio, si las mezclas se distribuyen segin una distribucion normal, los métodos
inversos son preferibles frente a los métodos directos, como métodos de cali-
bracion. Este hecho es igualmente sefialado por Fuller y col. (476) que mantienen
que al utilizar métodos inversos tales como el PLS es importante que la concentra-
cion de cada componente varie de forma aleatoria en las mezclas de manera que las
concentraciones no estuvieran correlacionadas o fueran colineales. Un método util
para identificar Ia existencia de estas correlaciones, es representar la concen-

tracién de cada componente frente a la concentracion de cada uno de los demas
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componentes y calcular el valor del coeficiente de correlacién o la covananza
(476,477). Un valor pequefio de dichos parametros indicaria una distribucion

aleatoria de dichas concentraciones.

A.7.5. Seleccion de seitales analiticas

Cualitativamente, la complejidad del problema de seleccionar las longitudes
de onda, y en general, cualquier sefial analitica, puede definirse como: las
longitudes de onda Optimas no se pueden seleccionar de forma analitica
(deductiva) por lo que es necesario utilizar un método de optimizacion
(inductivo). No obstante, en un principio la seleccion se hacia de forma empirica
basdndose en las caracteristicas cualitativas de los espectros de cada compo-
nente (478). Para una definicion mas cuantitativa de la complejidad del problema
se debe considerar el volumen del espacio de bisqueda, es decir, el nitmero
total de combinaciones posibles entre todas las longitudes de onda del espectro,

que viene dado por la expresion:

L!
bi(L—D)

donde L es el namero de longitudes de onda del espectro las cuales son tomadas en
grupos de b longitudes de onda. Puesto que el valor de b tiene que ser igualmente
calculado, la optimizacién seria practicamente imposible si no se utiliza un

determinado criterio.

A través de los métodos de seleccion de longitudes de onda lo que se
pretende €s mejorar la precision y exactitud del modelo. Para mejorar 1a exactitud,
las longitudes de onda son seleccionadas basandose en un criterio de selectividad
y/o sensibilidad (479), siendo los métodos basados en tales criterios los

habitualmente utilizados. Aunque teéricamente, la precision es mejor cuanto
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mayor es el mimero de longitudes de onda seleccionadas (480), sin embargo,
esto, a menudo, viene acompaiiado de una pérdida en la exactitud. Puesto que
precision y exactitud estan en competencia, para llegar a un compromiso lo
ideal seria Hevar a cabo una optimizacion simultinea de ambas. En este sentido,
Lucasius y col. (481) hacen un estudio comparativo de tres métodos de seleccion
de longitudes de onda basandose en criterios de precision y exactitud. A pesar
de observar que uno de los métodos (algoritmo genético) es mejor frente a los
otros dos, concluyen que puesto que los resultados obtenidos dependen de los
datos vtilizados, no se puede decir que este método sea superior frente a otros

cuando se aplica a otros sistemas analiticos.

Un método de seleccion ha sido el propuesto por Sustek (482) que utiliza
como criterio la desviacion estandar relativa de las sefiales analiticas de cada
componente, observando que un aumento considerable del mimero de longitudes
de onda no tiene un significado practico e incluso hace disminuir la precisién y

exactitud de la concentraciéon estimada.

Brown y col. (374) utilizan diferentes criterios de seleccion tales como
la anchura de las bandas, su solapamiento, absortividades y relacion sefial-ruido
(S/N), observando que los errores obtenidos estaban relacionados principal-

mente con la relacion S/N y el solapamiento espectral.

La utilizacion de la relacién S/N como criterio de seleccion presenta la
ventaja de que solamente se seleccionan aquellas longitudes de onda que estan
menos afectadas por interacciones. En este sentido, se han propuesto otros
métodos basados en dicho criterio. Asi, Salamin y col. (483) consideran un
valor 6ptimo de la reiacion S/N para seleccionar las longitudes de onda. Sin
embargo, el problema es escoger el valor Optimo para la relacién S/N, puesto
que cuanto menor es dicho valor mayor es el niimero de longitudes de onda

seleccionadas lo cual, como ya se ha comentado, por una parte mejora el
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modelo pero por otro la calidad de los datos se deteriora, lo que puede hacer
que el modelo obtenido tenga una mala capacidad de prediccion. Por lo tanto el
valor 6ptimo seria aquel que presentara un equilibrio entre la mejora del

modelo y la calidad de los datos utilizados. Por otra parte, Brown (484) utiliza

la funcion X* para seleccionar el nitmero de dichas longitudes de onda. En este
caso ¢l namero de longitudes de onda es elegido de manera que minimice el

intervalo de confianza de la concentracion estimada, el cual es proporcional a

una expresién que esta directamente relacionada con la funcién X*. Relacionado
con este método Jouan-Rimbaud y col. (485) demuestran que las longitudes de
onda seleccionadas mediante este método son las mismas que las seleccionadas
considerando como criterio la correlacion de la matriz de sefiales analiticas con
la concentracion de cada componente. Igualmente, Navarro Villoslada y col. (160)
utilizan la relacién S/N como criterio de seleccion, considerando como niimero

optimo de longitudes de onda aquel que de lugar a un valor minimo del SEP.

Un criterio muy utilizado en el caso del método CLS, es el niimero de
condicion de la matriz de calibracion (cond(K)) (160,486,487), donde K es la
matriz obtenida durante la etapa de calibracion al aplicar el método CLS. El
cond(K) es una medida de selectividad o calidad global del sistema (488). De
acuerdo con la teoria de propagacion de errores (383) el cond(K) representa un
limite supertor del error relativo de la concentracion estimada. Relaciona los
errores relativos de la concentracion con los errores de la sefial analitica y de la

matriz K:

1 om0

donde || . ” representa la norma del vector, la relacion “Ac“ / ”c“ es el error rela-

tivo en el vector de concentracion, mientras que ||Aal| / ||aH y ”AK” / ||K|| tienen un
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significado similar pero referido a la sefial analitica y a 1a matriz K respectiva-
mente. A representa la diferencia entre el valor real y el medido o estimado.

Puesto que en muchos casos el error relativo en la matriz K es mucho menor

que ¢l de la sefial analitica, esta expresion se suele simplificar:

IAd g2
g = eomdOTr

Esta ecuacion indica el maximo error relativo posible del vector de concentra-

ci6én pero no de los componentes individuales de dicho vector.

El nimero de condicién ha recibido multitud de interpretaciones, todas
ellas relactonadas con la exactitud y precision del sistema. Ha sido considerado
como una medida directa de la amplificacion del error relativo de las sefiales
analiticas en el error relativo de la concentracién estmada, o 1o que es lo mismo, la
sensibilidad de los datos a Ia amplificacion del error. Ha sido considerado
también como una indicaci6n de la estabihdad del sistema en cuanio a si esta
bien o mal condicionado, lo cual esta relacionado con el error potencial que se
tiene al estimar la concentracion. Ha sido relacionado con los errores expen-
mentales, el grado de solapamiento espectral, las interferencias quimicas y con
la correcta aproximacién de la concentracion estimada a la concentracién real.
En definitiva, los métodos que utilizan el niimero de condicién como criterio de
seleccion se basan en la minimizacién de dicho valor para obtener, por consi-

guiente, modelos mas precisos y exactos.

Frans y Harris (489) utilizan como criterio de seleccion los elementos de
la matriz de varianza-covarianza. Los factores de varianza identifican aquellas
longitudes de onda que proporcionan una mayor precision en la estimacion de

la concentracion, especialmente en el caso de un gran solapamiento espectral.
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Thijssen y col. (490) proponen un método basado en el filtro de Kalman
y en la teoria de la informacion, considerando diferentes criterios de preciston.
Una ventaja que presenta este método es la posibilidad de evaluar la precision
de forma “on-line” a lo largo de las longitudes de onda seleccionadas debido al

caracter iterativo del KF.

Juhl y Kalivas (491) evallan como criterios de seleccion diferentes
caracteristicas analiticas del sistema para cada componente, como selectividad,
sensibilidad, exactitud, propagacion de errores y limite de deteccién. Estas
caracteristicas analiticas son obtenidas de forma tedrica considerando el concepto
de seiial analitica neta definida como la parte de la sefial analitica que es ortogonal
al espectro de los otros componentes (492). En este caso observan que el limite

de deteccion parece ser el criterio mas Gtil.

Otro método, es el propuesto por Garrido Frenich y col. (493) quienes
utilizan como criterio los valores maximos de los coeficientes de regresion del
modelo obtenido mediante PLS. Las longitudes de onda seleccionadas coinciden,
en general, con los maximos de absorbancia y de mayor selectividad, mientras
que en el caso de un gran solapamiento espectral, las longitudes de onda
seleccionadas no coinciden con dichos maximos. Otro método relacionado con
los coeficientes de regresion obtenidos mediante PLS es el propuesto por
Bjorsvik y Bye (494). En este caso las longitudes de onda son seleccionadas a
partir de una representacion grafica de dichos coeficientes frente a la probabilidad

normal acumulada de cada uno de ellos.
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A.7.6. Aplicaciones de la calibracién multivariante en FIA

El acoplamiento de los instrumentos conocidos como multidimensionales a
ia técnica FIA ha permitido ampliar el campo de aplicacion y versatilidad de
esta técnica al analisis multicomponente gracias al empleo de la quimiometria y

mas concretamente de la calibracion multivariante.

Antes de la aplicacion de ia calibracion multivariante en FIA, la deter-
minacién multicomponente de varios analitos se realizaba mediante configura-
ciones muy complejas, empleando una o vartas valvulas de inyeccién, técnicas
especiales como la extraccion liquido-liquido, 1a separaciéon en membrana o
columnas empaquetadas con un determinado reactivo y el acoplamiento a uno o
varios detectores en serie o en paralelo; todo ello para conseguir una mayor
selectividad. En este sentido hay que destacar la revision bibliografica de
Kuban (495) sobre el empleo de diferentes técnicas y configuraciones para la
determinacion multicomponente, ya sea simultanea o secuencial, de varios analitos

utilizando la técnica FIA.

Como ya se ha comentado, los instrumentos se dividen en diferentes
ordenes, dependiendo de la cantidad de informacion que puede dar (349). Son,
en este caso, los instrumentos de orden uno y de orden dos, los conocidos como
multidimensionales, los que se utilizan como detectores acoplados a un sistema
FIA-calibracion multivariante (FIA-CM). Dentro de los detectores de orden uno
el mas utilizado con diferencia es el espectrofotometro UV-VIS de matriz de
fotodiodos integrados (496), aunque también se han utilizado otros detectores
como los electroquimicos (497) y el espectrofotometro de infrarrojo (498). De
los detectores de orden dos el fluorimetro ha sido el tnico acoplado a un

sistema FIA-CM (499,500).
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Los métodos utilizados para la determinacion simultanea pueden clasifi-
carse como métodos cinéticos y no cinéticos o convencionales. Los métodos
cinéticos estan basados en una reaccidon cinética entre los compuestos que
forma la mezcla y uno o varios reactivos. En este caso se utilizan procedimientos
de flujo parado mediante los cuales, una vez que la muestra y los reactivos
llegan al detector, el flujo se para y se registra la curva cinética o la variacién
del espectro a lo largo del tiempo (465,501,502). Por el contrario y en general,
en los métodos no cinéticos el fluyjo no se para, registrandose el espectro de forma
continua a lo largo del ttempo y seleccionando los datos en el maximo del pico FIA

para la posterior aplicacion de la calibracion multivariante (86,461,503).

Una de las primeras aplicaciones del sistema FIA-CM e¢s la llevada a cabo
por Zagatto y col. (504) que determinan Ni(II), Cu(Il) y Zn(Il) en aceros
aplicando un método CLS-GSAM. Sin embargo, utilizan un instrumento de
orden cero, como es un ICP-AES, por lo que tienen un sistema de ecuaciones
determinado, es decir, el mismo niimero de ecuaciones (longitudes de onda)
que de analitos. En este caso, la muestra y la disolucion estandar son inyectadas

simultaneamente mediante un inyector proporcionai.

Blanco y col. (328,344,505,506) llevan a cabo varios estudios sobre la
aplicacion y capacidad que presenta el espectrofotometro de matriz de diodos
junto con la técnica FIA, la espectrofotometria derivada y la calibracién multi-
variante para la determinacion simultinea de varios analitos. Se consideran dos

aspectos diferentes en estos estudios:

- La obtencion del espectro bajo condiciones de maxima reproducibilidad
y sensibilidad en el maximo del pico FIA. En este sentido desarrollan dos
programas para controlar la obtencion de dicho espectro dependiendo de que la

inyeccion de la muestra sea automatica o0 manual.
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- El tratamiento matematico involucrado en la resolucién y cuantificacion
de las muestras, para lo cual comparan tres métodos, uno grafico y dos
numéricos. Estos métodos numéricos son el analisis multicomponente directo
(DMA) y el MLR basados en 1a aplicacion directa de la ley de Lambert-Beer y

por lo tanto relacionados con el método CLS.

La primera referencia en cuanto a la aplicacion del método PLS a un sistema
FIA la hacen Lukkari y Lindberg (507) que llevan a cabo la determinacion de
cinco acidos organicos mediante una valoracion acido-base. La mezcla de los
acidos es inyectada en una disolucion de NaOH que actda de portador v,
dependiendo del volumen inyectado, ta forma basica y/o actda de dichos acidos

es detectada espectrofotométricamente.

En cuanto los métodos de calibracion multivariante, los mas utilizados
son los métodos bilineales, sobre todo el PLS aunque también se han aplicado
otros métodos tales como el CLS (86,462,500), ILS (499), KF (86,497,501), ANN
(452), métodos de andlisis factorial (508-510), etc. En la tabla VII se resume

algunas de las aplicaciones de los métodos de calibracién multivariante en FIA.

Una técnica emparentada con el FIA y la cual ha sido ignalmente utilizada
junto con la calibracion multivariante es el analisis por inyeccion secuencial (SIA)
en la cual, como su nombre indica, la muestra y los reactivos son inyectados o
aspirados secuencialmente para posteriormente ser propulsados hacia el detector de
forma conjunta. Ast, Gémez y col. (511) utilizan una autobureta para llevar a cabo

dicho proceso en la determinacién de Ca(If) y Mg(Il) aplicando el método CLS.

Por ltimo, puesto que la calibracién multivariante necesita de un gran
nitmero de datos (mezclas) para poder modelar el sistema adecuadamente, la utili-
zacion de la técnica FIA presenta la ventaja de permitir adquirir dichos datos de

forma rapida, simple, segura y con un bajo costo.
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TABLA VII. Aplicacion de la calibracion multivariante en FIA

Analitos

Método de calibracion
multivariante

Referencia

Clorofenoles
Fe(IIT), Co(i, Zin
PO, CI
Fe(III) Co(II) Zn(II)

Acetona etanol THF

A Acldos fenohcos

Zn(I), CdQ), Pb(II) Mg(ﬂ) A*(IH)_

_:..La(III) PI'(III), N d (IH)
Pesticidas

Calty, Mg, 22, €
Complejos de cloruro de Bl(III)
Carbanl y clorpmfos
Cu(II) Zn(II)
Indlcadores

‘Ammoamdos

Catecol, ReSOI'Cm ol
_:A{:idos deblles
Trazinas

CU(H) Zn(II)

Tierras raras

CLS, KF, PLS

PLS

PLS

CLS
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La revision bibliografica pone de manifiesto 1a importancia que, desde el
punto de vista medioambiental, han adquirido los fenoles, once de los cunales se
encuentran incluidos en la lista de contaminantes prioritarios de la Agencia de
Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos (USEPA). De estos once
fenoles contaminantes prioritarios destacan por su toxicidad, el 2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol.

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, la presencia de estos
clorofenoles es consecuencia de la gran incidencia que tienen sobre numerosos
la madera y desde 1940 se utiliza también como herbicida de contacto. Otros
clorofenoles contaminantes prioritarios son productos de degradacion de
fenoxiacidos como el icido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) o el acido 4-cloro-
2-metilfenoxiacético (MCPA), ampliamente utilizados como herbicidas de traslo-
caciéon. Otra fuente de contaminacién ambiental de clorofenoles radica en los
procesos de cloracion de aguas de consumo publico, pues dado el caracter
extremadamente reactivo del cloro, produce la cloracion del fenol procedente

de la degradacion biologica de los detergentes de uso doméstico.
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Dada la importancia que estos fenoles tienen sobre la salud humana, asi
como sobre el equilibrio ecologico de numerosas especies, tanto animales como
vegetales, diferentes paises han establecido normas relacionadas con el uso de
los fenoles, asi como con su presencia en aguas, lodos y organismos o con su
analists en diferentes tipos de muestras. En este sentido, los fenoles pueden
determinarse bien en forma conjunta, refiriendo los resultados al contenido
total de fenoles, o bien de forma individual. En el primer caso, la determinacion
se realiza principalmente mediante la espectrofotometria UV-VIS, siendo el
método de la 4-aminoantiprina (4-AAP) el recomendado en las normas europeas.
Sin embargo, puesto que ni la toxicidad, ni la incidencia medioambiental es la
misma para cada fenol, frecuentemente es necesaria la determinacién individual
de las especies, para lo cual se requiere el empleo de técnicas cromatogréaficas
que incluyen complejas manipulaciones de la muestra, pues dada la polaridad
de estos analitos, en el caso de la cromatografia de gases se precisan reacciones
de derivatizacion y en el caso de la cromatografia liquida la separacién previa

de la matriz, la cual también tiene propiedades polares.

La presente memoria tiene como finalidad estudiar el empleo de proce-
dimientos matematicos basados en la calibracion multivariante y el analisis
multicomponente, para la determinacion espectrofotométrica individual de los
clorofenoles contaminantes prioritarios 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol,
2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol sin separacién previa, lo
que, al simplificar el proceso de preparacién de la muestra, puede constituir una

interesante alternativa a los métodos cromatograficos.

En primer lugar, se estudia la influencia que diferentes sales de amonio
cuaternario, Hyamina-3500 (Hy-3500), bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB),
nitrato de tetrabutilamonio (TBA), nitrato de tetrapropilamonio (TPA) y nitrato

de tetrametilamonio (TMA), tienen sobre el proceso de extraccion de los cloro-
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fenoles. En este estudio se incluye, también, la influencia del pH de extraccion,
tipo de disolvente organico y concentracion de la sal de amonio cuaternarto
empleada. Una vez seleccionadas las condictones quimicas mas adecuadas para
la determinacion extractivo-espectrofotométrica de los clorofenoles, se procede
a su determinacion multicomponente, ensayando primero un método directo de
regresion clasica de minimos cuadrados (CLS) en el cual la matriz de referencia
o de calibracion se obtiene a partir de los espectros de los componentes puros.
Se estudia seguidamente el empleo de la calibracién multivariante CLS en la
cual la matriz de calibracién se deduce mediante regresion lineal de minimos
cuadrados a partir de una serie de mezclas que contienen los diferentes clorofe-
noles. Finalmente se estudia, con fines comparativos, otros métodos de calibracion
multivaniante como la regresion inversa de minimos cuadrados (ILS), el filtro
de Kalman (KF), la regresion de componentes principales (PCR) y la regresion
parcial de minimos cuadrados (PLS) ademas del CLS ya menctonado. Simulta-
neamente a estos estudios, se ensayan y proponen diferentes criterios tendentes
a optimizar el mimero minimo de mezclas a utilizar en la etapa de calibracion,
asi como a la seleccion de las longitudes de onda mas adecuadas a utilizar en a

estimacion de la concentracion de cada uno de los clorofenoles.

Teniendo en cuenta la ventaja que presenta, por su sencillez y versatilidad,
el analisis por inyeccion en flujo (FIA) y dada la dificultad que supone el
procedimiento manual de determinacion extractivo-espectrofotométrica simul-
tanea de los clorofenoles, especialmente en la etapa de caltbracion, se dedica
una segunda parte de esta tesis a la automatizacion de la determinacién de los
clorofenoles. En esta parte se estudian nuevamente los métodos de calibra-
cién multivariante CLS, ILS, KF, PCR y PLS, seleccionando en cada caso
las condiciones idoneas que dan fugar a los resultados mas precisos y exactos,
como son las longitudes de onda a emplear en la estimacion multicomponente,

el nimero optimo de factores o variables latentes para el caso del PCR y
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PLS y la deteccion de mezclas de calibracidon que se encuentran fuera del

intervalo muestral (“outliers™).

El método FIA que se propone se aplica a la determinacion de clorofenoles
contaminantes prioritarios en diferentes muestras de aguas, estudidndose
también la viabilidad de estos métodos de calibracion multivariante en matrices
muy complejas, como seria ¢l caso de muestras de orina, en que los compo-
nentes naturales suponen una fuerte interferencia en la estimacion del

contenido de clorofenoles.
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C.1. APARATOS Y MATERIAL

- Espectrofotometro de matriz de fotodiodos integrados modelo
Hewlett Packard 8452A conectado a un ordenador Hewlett Packard Vectra y
este a su vez a una impresora Hewlett Packard Thinkjet.

- Analizador de inyeccion de flujo Fiastar modelo Tecator 5020 com-
puesto de dos bombas pernistalticas y una véalvula de inyeccién hexagonal de

volumen variable.

Bomba penistaltica Isco modelo Wiz con cuatro canales de bombeo.

Rotavapor Heidolph modelo VV 2000.

Evaporador Kuderna-Danish.

Extractor Soxhlet.

Baiio de ultrasonidos modelo Agimatic 243.

pH-metro modelo PHMS82 Standard Radiometer equipado con un

electrodo de vidrio Hamilton.
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- Balanza analitica modelo Sartorius Handy de 0.1 mg de sensibilidad
analitica.

Manta calefactora Selecta modelo Fibroman-C.

Baiio termostatico Selecta modelo Aquaterm.

1

Cubeta espectrofotométrica de cuarzo Q de 1 cm de paso optico

Cubeta de flujo Hellma de cuarzo QS de 1 cm de paso dptico y 18 ul
de volumen interno.

- Separador de fases de membrana de teflén.

- Columnas de teflon de 6 x 0.5 cm

- Tubos para bomba penstaltica de Tygon que proporcionan caudales
variables.

- Tubos de teflon para conducciones y reactores de diferentes diame-
tros internos.

Conexiones de teflon en forma de T.

)

Membranas de nylon de 0.45 ym de diametro de poro.

Refrigerador de bolas.

Matraces aforados, pipetas y demas material volumétrico de calidad

contrastada perteneciente a diferentes marcas.

C.2. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

- Clorofenoles.

Se prepararon disoluciones de 100 mg/L de los siguientes clorofenoles:
2-clorofenol (2CF), 4-cloro-3-metilfenol (4C3MF), 2,4-diclorofenol (DCF),
2,4, 6-triclorofenot (TCF) y pentaciorofenol (PCF). En todos los casos se disuelven
10.0 mg de cada uno de ellos en 2 ml de NaOH 0.1 M enrasando posteriormente a
100 ml con agua. Las disoluciones se homogeneizan en un agitador de ultraso-

nidos durante 1 minuto.
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- Sales de amonio cuaternario.

Se prepararon disoluciones de 5000 mg/L de las siguientes sales de amonio
cuaternario; Hyamina-3500 (Hy-3500), bromuro de cetiltributilamonio (CTAB),
nitrato de tetrabutilamonio (TBA), nitrato de tetrapropilamonio (TPA) y nitrato
de tetrametilamonio (TMA). En todos los casos se disuelven 0.5 g de la sal de
amonio cuaternario en agua, aforando a 100 ml. Las disoluciones se introducen
en el agitador de ultrasonidos durante 1 minuto para facilitar su disolucion y

homogeneizacién

- Disoluciones reguladoras.
Acido acético/acetato 0.01 M de pH 4.7 preparada a partir de una
disolucién de acetato sédico y posterior adicion de HCI hasta conseguir el pH

indicado.

H,PO,/HPO,* 0.01 M de pH 7.4 preparada a partir de una disolucion de
K, HPQ, y posterior adicién de HCl hasta conseguir el pH indicado.

H,BO,/B,0,* 0.01 M de pH 9.1 preparada a partir de una disolucién de
Borax (Na,B,0, .10H,0) y posterior adiciéon de HC] hasta conseguir el pH

adecuado. En las aplicaciones en sistema FIA esta disolucion contiene una concen-

tracién 0.05 M de NaCl para fijar 1a fuerza ionica.

NaOH 0.01 M de pH 12 preparada disolviendo 0.04 g de NaOH en 100 ml

de agua.

- Orina comercial liofilizada (SIGMA).
Dos tipos de orina lioftlizada:
1.- Unicamente los con componentes de peso molecular menor de 10000.

2.- Con los componentes de peso molecular mayor de 10000 de los cuales el

60% son proteinas.
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Ambos tipos de orina se disolvieron en agua, 5 g de la primera en 250 ml y 8 mg
de la segunda en igual volumen, homogeneizando en bafio de ultrasonidos

durante I manuto.
- Resina XAD-4 (ROHM and HAAS).

- Enzima f-glucuronidasa (SIGMA) tipo HP-2 (100000 unidades/ml)
con actividad sulfatasa {5000 unidades/ml).

- Disolventes orginicos.
Metanol.

Diclorometano
1,2-dicloroetano
Tetracloruro de carbono.
Cloroformo.

Tolueno.

Acetona.

Acetonitrilo.

Hexano.

- Ofras disoluciones.

NaOH 0.1 M preparada disolviendo 0.4 g de NaOH en 100 ml de agua.
NaOH 10 M preparada disolviendo 40 g de NaOH en 100 ml de agua.
H,SO, concentrado del 96%.

HC concentrado del 35%.
HCl 3M preparado por dilucion de 26.4 ml de HC1 del 35% a 100 ml

con agua y extraido con hexano y tolueno.

Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica y el agua purificada

mediante un aparato Milli Q.
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C.3. MUESTRAS

- Agua de consumo publico.

La toma de muestra se realizd en el mismo laboratorio. Se dejd correr el
agua del grifo durante 10 minutos a un caudal de aproximadamente de 2 L/min,
transcurridos este tiempo se tomé la cantidad adecuada para realizar varios
analisis, se acidifico a razon de 5 mi de H,SO, por litro de muestra y se guardé

en frigorifico hasta el momento del analisis.

- Agua de rio.
La muestra se tomo en el rio Torote al este de la Comunidad de Madrid,
en una zona de gran actividad agricola y pecuaria, pero ausente de vertidos

urbanos. La muestra colectada se acidifico y conservé como en el caso anterior.

- Orina humana.

Se tomd la orina de primera hora de la mafiana de diferentes individuos
sanos de edades comprendidas entre 15 y 28 afios. Las botellas utilizadas para
la recogida fueron previamente limpiadas con mezcla crémica y acetona y
secadas antes de su uso. Las muestras se guardaron en frigorifico un tiempo

maximo de 48 horas.
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C.4. PROCEDIMIENTOS

C.4.1. Método manual

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

clorofenoles en presencia de sales de amonio cuaternario

En un embudo de separacién se afiade 1 ml de la disolucién de 100 mg/L
del clorofenol, 3 ml de la disolucién de sal de amonio cuaternario, 3 ml de
disolucion reguladora y el resto de agua hasta un volumen final de 10 ml. Cada
clorofenol se extrae con 9 ml de 1,2-dicloroetano en tres etapas, en cada una de
las cuales se adicionan 3 ml de disolvente organico. Se agita durante 1 minuto y
tras a separacion de las fases se recogen los extractos organicos en un matraz

de 10 ml, el cual se enrasa con 1,2-dicloroetano después de la Gltima extraccion.

Los espectros se registran en absorbancia frente al blanco correspon-
diente para cada uno de los diferentes pHs y en presencia de cada una de las

sales de amonio cuaternario.

C.4.1.b. Determinacién simultinea de clorofenoles aplicando un

método directo CLS y espectrofotometria derivada

Siguniendo el procedimiento descrito en C.4.1.a. y bajo las siguientes

condiciones:

- Sal de amonio cuaternario: nitrato de tetrabutilamonio (TBA).

- Disolucién regunladora: H;BO,/B,0,> 0.01 M de pH 9.1

se prepararon 20 disoluciones de los compuestos puros en el rango de concen-

tracion entre 2 y 20 mg/L. Una vez registrado cada espectro en absorbancia, se
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normalizé a 1 mg/L dividiendo por su correspondiente concentracion. Apli-
cando el criterio Q de Dixon y la distribucion t de Student se obtuvo €l espectro
medio, representativo de cada clorofenol a un nivel de confianza del 95%. Los
espectros normalizados en 1* derivada se obtienen derivando los correspondientes

espectros en absorbancia.

La determinacion de los diferentes clorofenoles en mezclas cuaternarias,
ternarias y binarias se llevé a cabo aplicando un método de determinacién
multicomponente basado en la regresion clasica de minimos cuadrados (CLS),

en el intervalo de longitudes de onda 250-380 nm.

C.4.1.c. Determinacién de clorofenoles mediante un método de
calibracién multivariante CLS y espectrofotometria

derivada

Siguiendo el procedimiento descrito en C.4.1.a. y bajo las mismas
condiciones del apartado C.4.1.b. se obtuvo el espectro derivado de 20 mezclas
cuaternarias, seleccionadas de forma aleatoria, de los clorofenoles 2-clorofenol,
4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y pentaclorofenol, en el intervalo de
concentracion entre 3 y 15 mg/L. La matriz K de coeficientes de absortividad del
espectro derivado se obtuvo a partir de dichas mezclas, mediante calibracion
multivariante CLS. A partir de esta matriz K se cuantificaron los diferentes

clorofenoles en mezclas binarias, ternarias y cuaternarias.

C.4.1.d. Procedimiento de¢ estimacion del namero minimo de

mezclas de calibracion

Un disefio de 37 mezclas de clorofenoles generado aleatoriamente para

el intervalo de concentracion comprendido entre 0-15 mg/L, se dividio en seis
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grupos de 5 mezclas y uno de 7 mezclas mediante la aplicacion del método
propuesto por Honigs y col. (525). Siguiendo el procedimiento descrito en
C.4.1.a. y bajo las condiciones del apartado C.4.1.b., se obtuvo la matriz de
calibracion de los espectros derivados del primer grupo de 5 mezclas para el
intervalo de longitudes de onda 220-380 nm. Con esta matriz de calibracién se
realizo una estimacion del error estandar de prediccion (SEP) sobre una serie de
14 mezclas de control (validacion). Seguidamente se obtuvo una nueva matriz de
caltbracion formada por las mezclas del primer grupo al que se le afiadieron el
segundo grupe de 5 mezclas, volviendo a calcularse el SEP sobre la misma
serie de mezclas de validacion. El experimento se repiti6é hasta que el valor de

SEP se mantenia practicamente invariable para cada clorofenol.

Este procedimiento se realizé para cada uno de los cinco métodos de

calibracion multivariante estudiados en este trabajo, CLS, ILS, KF, PCR y PLS.

C.4.1.e. Seleccién de las longitudes de onda para la determinacién

multivariante de clorofenoles

Sobre el conjunto de mezclas seleccionado seglin el procedimiento
descrito anteriormente, se procedid a la seleccion de las longitudes de onda a
utilizar en la determinacién multivariante de los clorofenoles. Para ello se
signieron los criterios del namero de condicion (cond(K)) y de la relacion

sefial-ruido (S/N) cuyos aspectos tedricos se comentan en ¢! apartado A.7.5.
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C.4.2. Método automatico (FIA)

C.4.2.a. Determinaciéon de clorofenoles mediante calibracién

multivariante por FIA y espectrofotometria derivada

Se utiliza un sistema FIA cuyo esquema se muestra en la figura 1. A la
disolucion portadora, disolucién reguladora de Bérax a pH 9.1 con un caudal
de 1.5 ml/min, se le inyectan 250 pl de disoluciones que contienen entre 2.0-
10.1 mg/L de clorofenoles. La muestra confluye, posteriormente, con la disolucion
de TBA de 1500 mg/L que lleva un caudal de 1.2 ml/min. La reaccién progresa
en un reactor de 30 cm de longitud y 0.3 mm de diametro interno, y la mezcla
resultante se extrae con cloroformo, introducido en el sistema mediante un frasco
de desplazamiento, a una caudal de 0.6 ml/min. La transferencia de masa tiene
Jugar en un reactor de extraccion de teflon de 130 cm de longitud v 0.3 mm de
diametro interno. La fase organica se separa de la acuosa mediante un separador de
fases de membrana (S.F.), registrandose los espectros entre 200 y 430 nm a
intervalos de 0.6 segundos y con tiempos de integracién de 0.3 segundos. Tanto
muestras como patrones se inyectaron por guintuplicado, obteniéndose el espectro
medio correspondiente al maximo del pico FIA. Este espectro se deriva y se

guarda para posteriores calcnlos.

Para llevar a cabo la calibracion multivariante, se generaron 50 mezclas de
forma aleatoria, en el intervalo de concentracion 0-10 mg/L. y a seis niveles de
concentracién. Otras 36 mezclas igualmente generadas de forma aleatoria fueron
utilizadas como mezclas de validacion. Los métodos de calibracion multivariante
estudiados fueron el CLS, el ILS, el KF, el PCR y el PLS (PLS2). La capacidad de
prediccion de cada uno de los métodos fue valorada en funcién del valor obtenido
del SEP, RPE y coeficiente de correlacion (R®), utilizando el nimero de condicion
(cond(K)) como criterio de seleccion del intervalo 6ptimo de longitudes de onda

para levar a cabo dicha determinacion.
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Fig. 1.- Esquema del sistema FIA para la determmacion de clorofenoles mediante extraccian liquido-liquido.
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C.4.2.b. Determinacién multivariante de ciorefenoles en aguas

Un volumen de 500 ml de agua, que contenia clorofenoles en el inter-
valo de concentracion 0-200 pg/L, fue previamente filtrado por papel de filtro y
seguidamente a través de una membrana de nylon de 0.45 pm de didmetro de
poro. Tras adicionar 10 ml de HCl1 3M, las muestras fueron preconcentradas
mediante una resina XAD-4, la cual habia sido previamente preparada, guar-
dada y regenerada de acuerdo con el procedimiento descrito por Edgerton y col.

(526) v que consta de los siguientes pasos:

- Lavado de la resina XAD-4 con HCl 3N, previamente extraido en
hexano y tolueno. La operacion se realizd mediante recirculacion en un
aparato Soxhlet durante 18 horas.

- Neutralizacion con NaOH 0.1 M y agua Milli Q.

- Extraccién Soxhlet con metanol, acetonitrilo, acetona y hexano,
sucesivamente, durante 8 horas para cada disolvente.

- Finalmente la resina es guardada en metanol en un frasco de vidrio.

Con esta resina se relleno vna columna de teflon de 60 x 5 mm de didmetro
interno ia cual contenia aproximadamente 1.2 g de dicha resina. La columna se

guardé manteniendo metanol dentro de la misma.

Antes de ser utilizada la columna se acondiciond pasando a través de
ella 10 ml de HCl 3M. Las muestras de agua fueron pasadas a través de la
columna a un caudal de 4 ml/min y los clorofenoles fueron eluidos con 10 mi
de metanol a un caudal de 2 ml/min. El metanol fue eliminado utilizando un
rotavapor y los clorofenoles fueron disueltos en 10 ml de la disolucién regula-

dora de bérico/borato utilizada de portador en el sistema FIA.
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Las muestras ast obtenidas fueron inyectadas en el sistema FIA descrito
en el apartado C.4.2.a. y la determinacién de cada clorofenol fue lievada a cabo

aplicando los métodos de calibracion multivariante descritos en dicho apartado.

C.4.2.c. Determinacion multivariante de clorofenoles en orina

Un volumen de 50 ml de onna que contenia entre 0.2-1.0 mg/L de cloro-
fenoles fue sometido a un proceso de hidrolisis basica, mediante la adicion de 5 ml
de NaOH 10 M, calentando a reflujo durante 1 hora. Posteriormente se dejo
enfriar la muestra y se llevo a cabo un primer proceso de extraccion liquido-
liquido con 15 ml de tetracloruro de carbono (3 porciones de 5 ml). La fase
organica se desechd mientras que la fase acuosa fue neutralizada y acidificada
adicionando 5 ml de HCIl concentrado. Se lleva a cabo entonces un segundo
proceso de extraccion liquido-liquido con 15 ml de tetracloruro de carbono
(3 porciones de 5 ml). La fase acuosa es desechada mientras que la fase orga-
nica, una vez secada con Na,SO, anhidro, es sometida a un proceso de evapo-
racion en un dispositivo de Kuderna-Danish. Los clorofenoles son finalmente
disueltos en 5 mi de la disolucion reguladora bérico/borato utilizada de portador en
el sistema FIA. En la figura 2 se muestra el esquema de la preparacion de las

muestras de orna.

La determinacion multivariante de los clorofenoles en orina se realizo a
partir del mismo disefio de calibracion empleado en el analisis de agua, pero al
que se le afiadieron 10 mezclas que contenian orina liofilizada con diferentes
cantidades de clorofenoles para, de este modo, modelar en el sistema multtva-

riante el efecto matriz de los componentes naturales de la orina.
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ORINA

NaOH, 10 M (5 ml)

1h

ORINA
HIDROLIZADA
CC1, (3x5ml)
el = —_— e
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ORGANICA ACUOSA
fenéxidos
HCl.(5 ml)
DESECHO
FASE
ACUOSA
fenoles
CCl, 3 x 5 ml)
FASE FASE
ACUOSA ORGANICA
Evaporacién CCl,
DESECHO

FIA

Fig. 2.- Esquema de

preparacion de las muestras de orina.
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D.1. METODO MANUAL

D.1.1. Estudio extractivo-espectrofotométrico de los clorofenoles

en presencia de sales de amonio cuaternario

D.1.1.a. Influencia de la naturaleza de la sal de amonio

cuaternario y del pH

Siguiendo el procedimiento descrito en C.4.1.a., se llevd a cabo el estu-
dio de la influencia de cinco sales de amonio cuaternario de diferente tamafio
molecular, sobre la extraccion de cinco clorofenoles considerados contaminantes
prioritarios por la USEPA. El estudio se realizé tanto a pH acido como basico

(<2, 4.7, 6.4,9.1,y >10).

A continuacion se exponen los resultados obtenidos para cada uno de los

clorofenoles estudiados.
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D.1.1.a.1. 2-clorofenol

Qe ha estudiado el efecto de las distintas sales de amonio cuaternario

sobre el espectro de absorcion del 2-clorofenol extraido a diferentes pHs.

Con la sal de amonio cuaternaria mas voluminosa, Hy-3500, forma
emulsiones dificiles de romper a pH 4acidos, dando lugar a resultados poco
reproducibles, A pHs intermedios ¢l espectro del 2-clorofenol presenta una
banda con un maximo de absorcién a 264 nm, mientras que a plls superiores a

10 aparccen dos bandas correspondientes al par 1dnico con dos maxinos a 260

y 308 nm (Ihg. 3).

0 Hh — -
1y-3500, pH=4.7
Hy-3500, pH>10
R —— TBA, pH-7 4
[~
o
g i1, 1
2
A3
e
-
LY R N
X !
'\.\ s
™
000 — : = : 1
230 250 27T 90 310 30 250

Longiud de onda nm

Fig. 3.- Influencia de la sal de amonio cuaternanic y del pHen la extraccion del
2-¢lorofenol
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En el caso del CTAB y al igual que con la Hy-3500, se forman emulsiones
a pH acidos, siendo practicamente imposible la separacién de ambas fases a
pH<2. A pHs inferiores a 10 el espectro del 2-clorofenol presenta una banda
con maximo a 276 nm y un hombro en 282 nm correspondiente a la extraccion
del compuesto en forma 4acida. Igual ocurre con el resto de las sales de amonio
cuaternano de menor peso molecular; TBA, TPA y TMA, no observandose, por
consiguiente, en ningin caso las bandas caracteristicas de la extraccion del par
16nico. En la figura 3 se muestra el espectro caracteristico de la extraccion del
2-clorofenol en forma 4cida en presencia de TBA a pH 7.4, el cual es similar al

obtenido en presencia de CTAB, TPA y TMA.

A pH>10 el 2-clorofenol no se extrae en presencia de CTAB, TBA, TPA
y TMA debido a que el equilibrio estd muy desplazado hacia la forma basica
(fenoxido) (pKa = 8.48).

D.1.1.a.2. 4-cloro-3-metilfenol

En este caso el estudio ha revelado que el 4-cloro-3-metilfenol no se
extrae como par ionico en presencia de las diferentes sales de amonio cuater-
nario y a ningin pH, extrayéndose en todos los casos en la forma fenol, presen-
tando una banda con un maximo de absorcién a 282 nm (Fig. 4). El hecho de
que el fenol se extraiga como tal, y no como fenoxido, formando pares idnicos
puede ser debido a las propiedades superficiales de las sales de amonio cuater-
nario, que favorecen la extraccion de la forma neutra de los clorofenoles. A pH
muy acidos y con las sales de amonio cuaternario muy voluminosas se forman
emulsiones dificiles de romper, siendo practicamente imposible la separacion

de ambas fases.
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Fig. 4 - Influencia de la sal de amomeo cuatemario y del pH en la extraccion del

4-cloro-3-metilfencl

D.1.1.a.3. 2. 4-diclorofenol

Fn presencia de [1y-3500 y a pH 4.7, ¢l 2,4-diclorofenol se extrae en
forma neutra, presentando el espectre una banda con un maximo de absorcion a
286 nm y un hombro a 294 nm, A pH 7.4 v superiores, este clorofenol se extrae
parte en forma neutra v parte en forma de par idnico presentando el espectro,
en este (ltimo caso, dos bandas con maximos a 254 y 322 nm. A medida que
aumenta el pH la banda correspondiente a la extraceion neutra va desapare-

ciendo extravéndose linicamente como par 1001C0.

El 2 4-diclorofenol presenta un comportamiento prachcamente smmlar en
presencia de CTAB aunque la extraccion del par 1wnico a pH 7.4 y superiores
tiene lugar en menor grado con respecto al obtenido en presencia de Hy-3500.

Esto es debido posiblemente a que al ser ¢l CTAB, un contraion de menor
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tamafio que la Hy-3500, se encuentra menos favorecida la formacidn y/o

extraccion del par i6nico.

Los espectros del 2,4-diclorofenol en presencia de TBAyapH 9.1y
superiores presentan también las bandas de absorcién caracteristicas del par
i6nico, siendo estas de muy pequefia intensidad. A pH inferiores a 9.1 en pre-

sencia de TBA se extrae ¢n la forma neutra.

En presencia de TPA y TMA y a pHs inferiores a 10 debido a su
pequefio tamaiio molecular el 2,4-diclorofenol no se extraec en forma de par
16nico observandose unicamente la banda correspondiente a la extraccion de la
forma neutra. A pH>10 no se extrae practicamente nada al estar el equilibrio

muy desplazado hacia la forma i6nica (fendxido) (pKa = 7.85).

En la figura 5 se muestran los espectros mas caracteristicos obtenidos en
la extraccidn del 2, 4-diclorofenol en presencia de diferentes sales de amonio
cuaternario y a diferentes pHs. El espectro obtenido con Hy-3500 a pH 4.7
corresponde a la extraccion de la forma neutra, el cual es muy similar al obte-
nido en presencia de TPA y TMA a pHs inferiores a 10, en presencia de TBA a
pHs inferiores a 9.1, o en presencia de CTAB a pHs mferiores a 7.4.

D.1.1.a.4. 2,4,6-triclorofenol

En presencia de Hy-3500 el 2,4,6-triclorofenol se extrae conjuntamente
en forma neutra y en forma de par idnico a partir de pH 4.7, siendo las bandas
de absorcién del par iénico mas intensas a medida que aumenta el pH. a pH<2
se extrae en forma neutra. El comportamiento en presencia de CTAB es similar

al obtenido con la Hy-3500.
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Fl espectro obtemdo en la extraceion de la forma neutra del 2,4 6-miclorofenol
presenia una banda con dos maximos de absorcion a 288 y 296 nm, mientras
que ¢l espectro de extraccion del par ionico presenta dos bandas con maximos a

258 v 330 nm,

Cuando se utiliza ¢l TBA como contraidon se ohserva que a partir de pli
7.4 se extraen conjuntamente la forma neutra v el par 10mco estando el espectro
formado por las bandas tipicas de ambas formas. Al 1gual gque antes, este cloro-
fenol se extrae mas como par ionico a medida que aumenta ¢l pH, exirayéndose
inicamente como tal a pH>10. Igual sucede en presencia de TPA aunque el par
onico se forma en menor grado debide al menor tamario maolecular del TPA

con respecto al TBA.
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Fl espectro de absorcion del 2.4 é-triclorofenol no se ve modificado en
presencia de la sal de amonio cuaternano de menor tamafio estudiada, TMA, a
ninguno de los diferentes pHs estudiados, no extrayéndose en ningin caso el
par 1onico, No obstante, a pH=>10 la extraccion de este es practicamente nula al
estar el equilibrio, al igual que los anteriores clorofenoles, muy desplazado

hacia la forma iomca (pKa = 6.00),

En la figura 6 se muestran los espectros mas caracteristicos obtenidos
utilzando las diferentes sales de amonio cuaternano. El espectro obtenido en
presencia TMA a pll 7.4 corresponde a la extraceion de la forma neutra del
fenol, mientras que el espectro obtenido en presencia de Hy-3500 a pll>10
corresponde a la extraccion del par 1omeo formado. Fl resto de los espectros

presentados corresponden a la extraceion conjunta de ambas formas,

0.3

Hy-3500, pH=>10
CTAB, pH=4.7
TBA, pH-7 4
TPA, pH=7 4
TMA, pH=7 4

Ahsorhancia

iad 400

Longitud de onda nm

Fig. 6 - Influencia da la sal de amomo cuaternario v del pH en Iz extraccion del
2.4 6-tniclorofenol,
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D.1.1.a.5. Pentaclorofenel

Para este clorofenol se observd, que en presencia de Hy-3500, la extraccion
del par i6mico tiene lugar a partir de pH 4.7. En dicha extraccién, y a ese pi,
tiene también lugar la extraccion de la forma neutra del pentaclorofenol, la cual
es cada vez menor a medida que anumenta el pH, siendo esta desplazada por la
extraccion del par 16nico. Este comportamiento es similar en presencia de CTAB.
A pH<2, y al igual que en los anteriores casos, ambas sales de amonio cuater-

nario dan lugar a emulsiones que hacen dificil la separacion de las dos fases.

El espectro obtenido en la extraccién de la forma neutra del pentaclorofenol
presenta una banda con un maximo de absorcion a 304 nm, mientras que el espectro

de extraccion del par 16nico presenta dos bandas con maximos a 264 y 336 nm.

Las sales de amonio cuaternario TBA y TPA presentan un comporta-
miento similar entre ellas. A pH<2 no se forma el par i6nico extrayéndose ni-
camente la forma neutra. A pH 4.7 tiene lugar la extraccion de ambas formas
(neutra y par idnico) lo cual viene indicado por la presencia de tres bandas en el
espectro, la correspondiernte a la extraccion de la forma neutra (304 nm) y las
comrespondientes a la extraccion del par iénico (264 y 336 nm). A partir de pH 7.4

tnicamente se observan las bandas correspondientes a la extraccion del par 16nico.

El pentaclorofenol en presencia de TMA no se extrae en forma de par
16nico a ninguno de los pHs estudiados, siendo a partir de pH 7.4 practicamente
nula la extraccion del fenol al estar muy desplazado el equilibrio hacia la forma

ionica (pKa = 5.25).

En resumen, el pentaclorofenol es, de los clorofenoles estudiados, el que
presenta una mayor capacidad de formacidén de pares i6nicos en presencia de
sales de amonio cuaternario de tamafio molecular adecuado y en un amplio

margen de pHs.
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En la figura 7 se muestran los espectros mas caracteristicos obtenidos para
este fenol en funcién del pH v las diferentes sales de amonio cuaternario. El
espectro obtenido en presencia TMA a pH 7.4 comresponde a la extraccion de la
forma neutra del fenol, mientras que el espectro obtemido en presencia de Hy-3500
a pH 9.1 corresponde a la extraccion del par 1onico formado. Fl resto de los

espectros presentados corresponden a la extraccion conjunta de ambas formas.

Hy-3500, pH—-4 7
Hy-3500, pH=9.1
iy ——— TBA, pH=4 7
L — TMA, pH=7.4

Ahsorbancia

ot =

ol =

1.5

x40 404

Longited de onda. nm

Fig. 7- Influencia de la sal de amenio coatemanio v del pH en la extracecion del
pentaclorofenol.

En general se puede decir que la capacidad de formacion y extraceion de
pares 1onicos de los clorofenocles aumenta con el grado de cloracion de estos lo cual
estd drectamente relacionado con la constante de acidez de cada uno de ellos. Otro
efecto observado, es que la presencia de sales de amonio cuatemario favorece la

extraceion de los fenoles en forma neutra aun a pHs supeniores a su pKa debido
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posiblemente a cambios en la tensién superficial, siendo este efecto indepen-

diente del tamafio de la sal de amonio cuaternario.

D.1.1.h. Influencia del disolvente orgdnico

A partir de Tos resultados obtenidos en el estudio extractivo-espectrofo-
tométrico del apartado D.1.1.a. se buscaron las condicioncs mas adecuadas de
pH v sal de amonio cuaternario que dieran lugar a cspectros de absorcion mole-
cular lo mas diferenciados posible, para de esta forma poder acometer mejor la
determinacion multicomponente de los fenoles 2-clorofenol, 4-cloro-3-meulfenol,
2 4-diclorofenol y pentaclorofenol, A pH 9.1 v utilizando TBA como sal de
amonio cuaternario solo el 2.4, 6-triclorofenol v el pentaclorofenol s¢ extraen en
forma de par ionico, mientras que los otros tres clorofenoles se extraen mayori-

tariamente en la fonma neutra (figura 8),

2-clorofenol

. 4-cloro-3-metilfenol
ke ' —— 2.4-diclorofenol
2.4.6-triclorofenol

Pentaclorofenol
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Fig. 8 - Espectros de extraccién de los clorofencles en las condiciones seleccionadas
{sal de amomo cuatemano: TBA, pH 9.1}
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Se estudié posteriormente la influencia del disolvente organico sobre la
extraccion de los diferentes clorofenoles. Siguiendo el procedimiento descrito
en C.4.1.a., se estudiaron tres disolventes organicos como son: el tetracloruro

de carbono (CCl,), el 1,2-dicloroetano y el cloroformo (CHCL,).

Se consideré como parimetro representativo de cada uno de los disol-

ventes el parametro E; de Dimroth-Reichardt. El E; de un disolvente es un
parametro que tiene en cuenta las diferentes caracteristicas fisico-quimicas del
mismo que incluyen polaridad, constante dieléctrica, etc. (527). En el caso de
los disolventes estudiados, el E; toma los valores 0.327, 0.256 y 0.052 para el

1,2-dicloroetano, cloroformo y tetracloruro de carbono, respectivamente.

En las figuras 9 y 10 se representa la absorbancia de cada clorofenol

(10 mg/L), en el miximo de la banda de absorcion, frente al E; de cada uno de los
disolventes estudiados. Como se puede observar la extraccion de la forma neutra
del 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol no estd afectada por
ningun disolvente (figura 9), mientras que si influye en la extracciéon del par

16nico del 2,4,6-triclorofenol y del pentaclorofenol (Fig. 10). En estos dos tltimos

casos se observa una disminucién de la absorbancia al utilizar el CCl, (E;=0.052),
mientras que los resultados obtenidos utilizando CHCI, (E7=0.256), y 1,2-dicloroetano

(E7=0.327), no presentan diferencias importantes. Se eligié el CHCL, como

disolvente organico de extraccion al ser un disolvente muy usual en los labora-

torios analiticos.

Como en las condiciones de trabajo, el 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol
y 2,4-diclorofenol se extraen en la forma neutra, mientras que el 2,4, 6-triclorofenol
y pentaclorofenol se extraen como fendxidos formando pares idnicos, cabe concluir
que ¢l disolvente empleado puede influir de forma importante sobre la formacion y

el rendimiento de Ia extraccion del par idnico.
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1. Resultadies v Dsousion 1 5‘3

La figura 11 muestra los espectros obtenidos al extraer, con cada uno de
los disolventes, el par 10mico pentaclorofenol-TBA a pH 9.1 donde se observa,
con excepcidon de la banda de 230 nm, que tanto en cloroformo como en
1.2-dicloroetano, se obtiencn espectros muy similares, T.a banda a 230 nm. que
unicamente se observa cuando la extraccion se realiza en | 2-dicloroetano,
sucle ser bastante irreproducible, posiblemente por la influencia que sobre esta
zona del espectro tienen pequeiias variaciones en la composicion del blanco

utilizado como referencia en la medida espectrofotométrica,
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Fig. 11.- Influencia del disclvents organico en la extraccién del par idnico
pentaclorofenol-TBA.
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D.1.1.c. Influencia de la concentracion de TBA

Otro parametro que se ha estudiado, ha sido la influencia de la concen-
tracion de TBA sobre la extraccion de cada clorofenol. Para ello se ha utili-
zado una concentracion de TBA comprendida entre 100 y 1500 mg/L, siguiendo
el procedimiento descrito en C.4.1.a. La concentracion de clorofenol en todos

los casos se fij6 10 mg/L.

En la figura 12 se representa la variacion de la absorbancia de cada uno
de los clorofenoles con respecto a 1a concentracion de TBA. Como puede
observarse dicha absorbancia aumenta con la concentracién de TBA hasta
300 mg/L a partir de la cual alcanza un valor practicamente constante. Por
lo tanto, cuando la concentracidon de clorofenol es de 10 mg/L. es suficiente
con 300 mg/L de la sal de amonio cuaternario para conseguir la maxima seiial
analitica. Sin embargo, se fijo como concentracion optima 500 mg/L para
asegurar la formacién del par iénico tanto a concentraciones mads altas de

clorofenol como en presencia de otros clorofenoles.

Como conclusion de estos estudios previos realizados para la determi-
nacion extractivo-espectrofotométrica de los clorofenoles contaminantes priori-
tarios 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2 4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y
pentaclorofenol, se puede decir que los mejores resultados en cuanto a extraccion,
reproducibilidad y estabilidad se obtienen extrayendo en cloroformo y utili-
zando como contraion TBA a pH 9.1. La tabla VIII muestra un resumen de
estas variables estudiadas asi como los valores finales seleccionados para estu-

dios posteriores.
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Fig. 12.- Influencia de la concentracion de TBA en la extraccion de

cada clorofenol.

TABLA X1V. Condiciones experimentales seleccionadas. Método manual.

Variable Intervalo Seleccionado
pH 2-10 9.1
Hy-3500
X CTAB
Sal df amqmo TBA TBA
cuaternario TPA
TMA
[TBA], mg/L 100-1500 500
_ 1,2-dicloroetano
Disolvente Cloroformo Cloroformo
organico Tetracloruro de
carbono




166 D. Resultados v Discusion

D.1.2. Determinaciéon simultinea de clorofenoles mediante un
método directo de regresiéon lineal clisica de minimos

cuadrados (CLS)

Una vez fijadas las condiciones de extraccion de los distintos clorofenoles,
se procedid a la determinacion de cada uno de ellos mediante un método
directo CLS.

D.1.2.a. Normalizacién de espectros

La utilizacién de un método directo, hace referencia al hecho de que los
espectros normalizados de cada componente, que se utilizan para la obtencion
de la matriz de calibracién (K), son obtenidos a partir de cada uno de los
componentes en estado puro. Para ello, en este caso, se obtuvieron para cada
componente los correspondientes espectros en el intervalo lineal de 2 a 20 mg/L
con una variacion de 2 mg/L. Cada una de las disoluciones se prepar6é por
duplicado lo que representan veinte espectros por cada componente. Posterior-
mente se normalizaron los espectros a 1 mg/L dividiendo cada espectro por su

correspondiente concentracion y corrigiendo la linea base a absorbancia cero.

Para obtener el espectro representativo de cada clorofenol se aplicéd el
criterio Q de Dixon y la distribuciéon ¢ de Student a un nivel de confianza del
95% para excluir aquellos espectros que mas se desviaban del espectro medio.
De esta forma se obtuvieron los espectros del 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol,

2,4-diclorofenol y el pentaclorofenol representados en la figura 13.

Los espectros obtenidos para estos clorofenoles eran muy reproducibles,
no asi el 2,4,6-triclorofenol, que no presenté espectros reproducibles en las condi-

ciones de trabajo seleccionadas, por lo que no se incluyd en posteriores estudios.
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Fig. 13- Espectros patron normalizados a | mg/L de cada clorofenol obtenidos

itedhante calibracion umivanants

La figura 14 muestra los espectros obtenidos en diferentes dias para una misma

concentracion de 2.4.6-tnclorofenol v bajo las mismas condiciones quimicas.

Coma puede observarse el espectro, ademas de las dos bandas caracteristicas

del par 10mico (258 v 330 nm), presenta en ocasiones la banda correspondiente

a la extraccion del fenol en su forma neutra (288 nm) por lo que en estas

condiciones se extraen ambas formas en equilibrio, conclusién esta que viene

corroborada por la presencia de dos puntos isoshésticos. Se estudid la influencia de

la temperatura observandose que la forma del espectro no estaba afectada en

gran medida por esta, por lo que las vanaciones de dicho espectro pueden ser

debidas a alguma variable quimica no del todo controlada, o 1a propia cinética de

extraccion del par iénico, que sca excesivamente lenta,
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D.1.2.h. Eleccion del orden de derivada

Una vez obtenidos los espectros normalizados del 2-clorofenol, 4-cloro-
3-metilfenol, 2.4-diclorofenol y pentaclorofenol se procedio a estudiar la
influencia del orden de derivada sobre los resultados finales de prediccion. Para
lo cual sc calculd, para cada clorofenol, tanto el error relativo de prediceion
(RPE) como la desviacion estindar de prediccion (SEP) utilizando para ello un
diseiio aleatorio de veinte mezclas cuaternarias de prediccion (Tabla IX}) asi
como la derivada de orden cero (absorbancia) v la prumera derivada. El intervalo
de longitudes de onda utilizado fue 230-400 nm en ambos casos. Los resultados

obtenidos se muestran en la tabla X,
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TABLA IX. Composicién de las mezclas cuaternarias
utilizadas para evaluar la capacidad predictiva
del método directo CLS {(mg/L).

Mezcla 2CF [4C3MF
1

19_ ‘130 | 90 | 9.0 5.0
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TABLA X. RPE(%) y SEP (mg/L) para cada clorofenol en
Absorbancia y 1* Derivada.

Absorbancia 1* Derivada
Clorofenol RPE SEP RPE SEP

2-clorofenol 343 234 5.1

2,4-diclorofenocl 40.7 7.6 9.9 1.8

Como se puede observar en esta tabla, se obtienen valores de RPE y SEP
menores cuando se utiliza los espectros en primera derivada. El hecho de que el
orden de la derivada influya en la precisién y exactitud del método ha sido
igualmente puesto de manifiesto por varios autores, como va se ha comentado
en la revision bibhiografica. En este sentido, diferentes factores tanto de origen
instrumental (deriva de la linea base) como quimico {concentracion del analito)

pueden afectar al resultado dependiendo del orden de 1a derivada.

Como consecuencia de esto se eligio la derivada de primer orden para el

posteriores estudios de analisis de clorofenoles en diferentes mezclas.
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D.1.2.c. Seleccién del intervalo de longitudes de onda.

Se estudiaron diferentes intervalos de longitudes de onda para llevar a

cabo el analisis multicomponente utilizando los espectros en 1° Denivada. El

intervalo dpttmo se selecciond en este caso basandonos en los valores obtenidos en

cada uno de los intervalos del error relativo de prediccion medio (MRPE); y del

error estandar de prediccion total (SEPT), los cuales estan referidos al conjumto

de las mezclas de validacion y al conjunto de los componentes. Para ello se

utilizaron las veinte mezclas cuaternarias de la tabla IX. Los resultados obtenidos

se muestran en la tabla XI. El intervalo optimo seleccionado es aquel que presente

un valor minimo en ambos parametros, es decir, el intervalo comprendido entre

250 y 380 nm.

TABLA XI. MRPE(%) y SEPT para diferentes intervalos

de longitudes de onda.

Intervalo de longitudes

po—y

210-380

240 - 380
250 - 380

270 - 380

214

12.3

13.0

de onda (nm) MRPE | SEPT

~200- 400 4.0
200 3 8 4 9 4 40
40

4.1

24

?ﬁ_ff':_;-"2';5*_’11}5;} :

2.5
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D.1.2.d. Determinacién de clorofenoles en diferentes mezclas

Se estudio la determinacién de los clorofenoles en distintas mezclas
cuaternarias, ternarias y binarias en el rango de concentracion entre 0 y 15 mg/L
(Tabla XIiI) aplicando el método directo CLS y considerando las condiciones
seleccionadas en los apartados anteriores, es decir, utilizacién de la primera

derivada e intervalo de longitudes de onda comprendido entre 250 y 380 nm.

Los resuitados obtentdos para cada clorofenol se muestran en la figura 15
en donde se representa la concentracion estimada frente a la concentracion real
de cada uno de ellos. Esta comparacion tiene como principal interés la
identificacién de errores sistematicos. En ausencia de estos, es dectr, en el caso
ideal de que exista una total correlacion entre la concentracion real y la estimada,
la recta de regresion lineal deberia tener ordenada en el origen igual a cero y
pendiente vy coeficiente de regresion igual a uno. En la practica, esto nunca ocurre
debido a la presencia de errores aleatorios, por lo que es necesario determinar el
intervalo de confianza, normalmente al 95% de nivel de confianza, tanto de la
ordenada en el origen, como de ia pendiente para encontrar posibles diferen-
cias significativas. En el caso que nos ocupa, se observa que el 2-clorofenol
muestra, en general, resultados inferiores al valor tedrico a todos los niveles de

concentracion, dando una pendiente significativamente diferente del caso
ideal. Con respecto al pentaclorofenol, este muestra concentraciones superiores
al valor tedrico o real a niveles de concentracion grandes, y tanto la ordenada
en el origen como la pendiente muestran diferencias significativas de! compor-
tamiento ideal. Por otra parte, el 4-cloro-3-metilfenol y el 2,4-diclorofenol presentan

una buena correlacién entre la concentracion real y la estimada.
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TABLA XIIE. Composicion de las mezclas utilizadas en la etapa de

validacion del método directo CLS (mg/L).

Mezcla

DCF

PCF

11.0
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Fig. 15.- Concentracién real frente a concentracién estimada. Método directo CLS. (a = 0.05).
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Otra forma de determinar la bondad del método de calibracidon en la
determinacién de cada clorofenol, es calcular el correspondiente RPE, SEP y
R? para cada uno de ellos, considerando todas las mezclas de forma conjunta.

Los resultados se muestran en la tabla XIII.

TABLA XII. RPE(%), SEP(mg/L) y R’ para cada clorofenol
obtenidos aplicando el método directo CLS.

Clorofenol RPE SEP R?
2-clorofenol 17.7 1.5 0915

4rcloro3-mefilfenol |

2,4-diclorofenol

Pentaclorofe

A partir de esta tabla se puede concluir que tanto el 4-cloro-3-metilfenol
como el 2,4-diclorofenol son los dos clorofenoles que se determinan con una
mayor precision y exactitud, con valores de RPE de 8.2% y 6.8% respectiva-
mente, mientras que, ahora, el 2-clorofenol a pesar de tener una menor precision y
exactitud con respecto a los demas clorofenoles, presenta una gran correlacion
global entre la concentracién estimada y la real (R>0.957). En el caso del
pentaclorofenol, éste presenta un RPE intermedio con respecto a los otros tres
clorofenoles, sin embargo, el modelo de calibracion utilizado no presenta una
correlacion razonable entre la concentracién estimada y la real por lo que dicho
modelo no se puede considerar totalmente correcto para el caso particular de

este clorofenol.
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D.1.3. Determinacién simultinea de clorofenoles mediante
calibraciéon multivariante CLS y espectrofotometria

derivada

Siguiendo el procedimiento descrito en C.4.1.c. se Ilevo a cabo la deter-
minacion de clorofenoles mediante un método de calibracion multivariante
de minimos cuadrados clasico (CLS). Como cualquier otro método de cali-
braci6n multivariante, este tiene dos etapas bien diferenciadas, la etapa de

calibracion y la de prediccién o validacion.

D.1.3.a. Etapa de calibracién

Durante esta etapa tiene lugar la obtencion de los espectros de
referencia de cada clorofenol. Para elio se utilizé una serie de mezclas que
contenian cada uno de los clorofenoles. El hecho de utilizar una serie de
mezclas para obtener los espectros de referencia de cada componente es lo
que diferencia la calibracion multivariante del método directo en el cual se
utilizan los componentes puros (univariantes) para obtener dichos espectros.
Concretamente, en este caso, se utilizaron 20 mezclas cuaternarias con
concentraciones comprendidas entre 3 y 15 mg/L (Tabla XIV) y sus espectros
en primera derivada. Los espectros en primera derivada, obtenidos mediante
calibracién multivariante CLS, para cada uno de los clorofenoles se muestran

en la figura 16.
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TABLA X1IV. Composicion de las mezclas utilizadas en la
etapa de calibracion del método multivariante
CLS (mg/L). Método manual.

Mezcla

15.0
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Fig, 16 - Espectros de referencia en |* Denvada de cada clorofenol obtemidos mediante
calibracion multivaniante CLS a parur de las mezclas de la tabla XIV

D.1.3.b. Etapa de validacién

Para llevar a cabo la validacion del método de calibraciéon multivanante
aplicado, se utilizaron una serie de mezclas cuaternarias, ternarias y binanas de

los correspondientes clorofenoles, v cuyo disefio se muestra en la tabla XV,

Puesto que la precisidn y exactitud de los resultados dependen del intervalo
de longitudes de onda empleado, se procedid a realizar una seleccion previa de
dicho intervalo en funcién los resultados de MRPE v SEPT, obreniéndose los
resultados que se muestran en la tabla XVI. En base a dichos resultados se
observa que existen dos intervalos, 270-380 nm v 270-400 nm, los cuales
presentan el mismo valor de MRPE y SEPT, seleccionandose ¢l comprendido entre

270-380 mm puesto que al ser ¢l intervalo mas pequefio, el calculo matematico
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TABLA XV. Composicion de las mezclas utilizadas en la
etapa de validacién del método multivariante

p

CLS (mg/L). Método manual.

Mezcla

2CF

4C3IMF

DCF

15.0
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TABLA XVI. MRPE(%) y SEPT para diferentes intervalos de
longitudes de onda. Calibraciéon multivariante CLS.

Intervalo de longitud
de onda (nm) MRPE | SEPT

_ 200-380
C200-4000 0
210- 380

230 - 380
Coioa0o4000 L P
240 - 380
o 240-400. |88 lr1
250 - 380 638 1.3
270 - 400 5.3 1.0
S o280-3800 |54 | ro
200-380 | 58 11

se realiza de forma mas rapida, mientras que las longitudes de onda por encima
de 380 nm seguramente no aportan ninguna informacion relevante o significativa
sobre el sistema, al ser la absorbancia practicamente cero (figura 16). Por otra
parte, se observa que este intervalo es inferior al considerado en el método
directo (250-380 nm), sin embargo, y atendiendo a los valores del SEPT, no
presenta diferencias significativas con este en ninguno de los dos métodos a un
nivel de confianza del 95%, seleccionandose uno u otro teniéndo en cuenta el

valor mas pequefio de MRPE y SEPT en cada uno de los casos.
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Los resultados de 1a determinacién de los clorofenoles en las diferentes
mezclas de validacion, que se obtienen para el intervalo de longitudes de onda
seleccionado, se muestran en la figura 17. A partir de dicha figura se observa una
gran mejoria en los resultados obtenidos con respecto al método directo; no
encontrandose, ahora, desviaciones significativas tanto en la ordenada en el origen
como en la pendiente, para ninguno de los clorofenoles estudiados. No obstante,
para comparar los dos métodos (directo y multivariante) de una forma global, es
adecuado partir de los valores de RPE, SEP y R? obtenidos para cada clorofenol, y
cuyos resultados se muestran en la tabla XVII.

TABLA XVII. RPE(%), SEP(mg/L) y R® para cada clorofenol
obtenidos aplicando el método de calibracion
multivariante CLS.

Clorofenol RPE SEP R?
2-clorofenol 4.0 0.3 0.986

A la vista de estos resultados, se deduce que el método multivariante
es muy superior con respecto al método directo (tabla XIII), obteniéndose
ahora un valor de RPE del orden de cuatro veces inferior para el 2-clorofenol y
de dos veces inferior para el caso del 4-cloro-3-metilfenol y pentacloro-
fenol, siendo el 2,4-diclorofenol el que presenta una menor disminucién de
este valor. Por otra parte, aplicando una distribucidon F de Snedecor sobre los

valores del SEP obtenidos para cada método y clorofenol, se observan diferencias
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Fig, 17.- Concentracién real frente a concentracion estimada. Método de calibracién multivariante CLS. (o = 0.05)
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significativas al mivel de confianza del 95% entre ambos métodos para todos los
clorofencles (tabla XVII), Igualmente la comrelacion entre la concentracién
estimada y la concentracion real es bastante buena siendo el coeficiente de corre-
lacion maltiple (R) superior en todos los casos al obtenido mediante el método
directo. Este hecho es mas acusado para el caso del pentaclorofenol, haciendo
que ¢l método CLS pase de ser un mal método para su determinacién cuando
se utiliza el método directo de calibracidn, a poder ser considerado como un

método correcto cuando se emplea un método multivariante de calibracion.

TABLA XVIII. F calculado para cada clorofenol.
Comparacion entre el método
directo y multivariante CLS.

Clorofenol Fear

| 2-clorofenol 25

2.4-diclorofenol

Fui(95%) = 1.98
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D.1.4. Determinaciéon simultanea de clorofenoles mediante
diferentes métodos de calibraciéon multivariante. Estudio

comparativo de los métodos CLS, ILS, KF, PCR, PLS

Los estudios realizados en los apartados D.1.2. y D.1.3. ponen de mani-
fiesto las importantes diferencias que en la determinacion simultanea de los
clorofenoles 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y pentacloro-
fenol da lugar el procedimiento de calibracion seguido para la obtencién de la
matriz de coeficientes (K); aun cuando en la resolucion multicomponente de
las mezclas se utilizé en ambos el método de regresion clasica de minimos

cuadrados (CLS).

Dada la importancia que el método de calibraciéon puede tener sobre los
resultados del analisis, en este apartado se procedid a realizar un estudio
comparativo de diferentes métodos de calibracién multivanante, que incluyen
métodos de regresion lineal, tanto clasica como inversa (CLS e ILS), un método

lineal iterativo (KF) y dos métodos bilineales (PCR y PLS).

Para la realizacion de este estudio se partié de un disefio aleatono de 37
mezclas de calibracion (tabla XIX) y de 14 mezclas de validacién (tabla XX)

en las que se incluyen mezclas de cuatro, tres y dos clorofenoles.

A partir de! conjunto de 37 mezclas de calibracién se hizo un estudio
previo para estimar cual era el niimero minimo de mezclas necesario para obtener
los mejores resultados de validacion para cada uno de los métodos de cali-
braciéon multivariante propuesto. Esta estimacion se hizo en base al error estindar
de prediccion (SEP) obtenido para cada uno de los clorofenoles, a partir de las

mezclas de validacion.
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TABLA XIX. Composicion de las mezclas de calibracion (mg/L).

Mezcla 2CF 4C3IMF
1

11 9 110
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TABLA XX. Composicion de las mezclas de validacion (mg/L).

Mezcla 2CF 4C3MF | DCF PCF
13.0

g
3‘0 . .
210
7.
Sogl
9.
g
1
13

Con el grupo optimo de mezclas obtenido para cada método de calibra-
c16n multivariante se hizo postertormente una seleccion de las longitudes de
onda més 1d6neas para cada uno de los métodos, considerando, en este caso,
dos criterios de seleccion, niimero de condicion de la matriz K de calibracion y
relacion sefial-ruido, los cuales son independientes de la precision y exactitud
del método de calibracion multivanante empleado. De estos criterios, uno de
ellos esta relacionado con la amplificacion det error relativo en la estimacion de
la concentracién (nimero de condicién), y el otro se basa en la sensibilidad que
presentan cada una de las {ongitudes de onda a cada uno de los componentes

(relacidn sefial-ruido).

Los resultados de estos estudios se muestran a continuacion.
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D.1.4.a. Estimacion del numero minimo de mezclas de

calibracion

Este estudio se realizé siguiendo el procedimiento descrito en C.4.1.d.
En la tabla XXI se muestran los grupos de mezclas seleccionados a partir del
método propuesto por Honigs y col. (525), consistente en seleccionar, mediante
técnicas de algebra lineal, aquellas mezclas que presentan caracteristicas espec-
trales Unicas, las cuales presentan, igualmente, una gran variacién en su

composicién quimica.

TABLA XXI. Mezclas seleccionadas utilizando el procedimiento de
Honigs y col.

Grupo Mezclas Seleccionadas®

1 2 3 4 5

NS w b W g -

20

a. El nimero corresponde a la mezcla de 1a tabla XVIIL

Para seleccionar el niimero 6ptimo de mezclas, se consider6 el valor de
SEP obtenido a partir de las mezclas de validacion en el intervalo comprendido
entre 220 y 380 nm para todos los métodos de calibracion multivariante, excepto el
ILS, el cual se encuentra limitado por el namero de mezclas seleccionado cada
vez. Los resultados obtenidos para el caso del CLS, KF, PLS y PCR se
muestran en las figuras 18 a la 21. A partir de estas figuras se observa que para
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el caso del CLS y KF (figuras 18 y 19) el valor de SEP alcanza un valor practi-
camente constante, para todos los clorofenoles a partir de 20 mezclas; lo que
indica que la precisién no mejora al incrementar el niimero de mezclas empleadas

en la calibracion.
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Fig. 18.- Influencia del niimero de mezclas de calibracion en la
precision del CLS.
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Fig. 19.- Influencia del numero de mezclas de calibracion en la
precision del KF.
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En el caso particular del PCR y PLS, un paso previo, es el calculo del
numero de factores o vartables latentes optimo, el cual fue obtenido mediante
validacion de cruce para cada conjunto de mezclas considerado. Dichos factores
varian entre 3 y 7 para el caso del PCR y entre 3 y 6 para el caso del PLS. Como
se puede observar en las figuras 20 y 21, a partir de 15 mezclas el valor de SEP

alcanza un valor practicamente constante.
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Fig. 20.- Influencia del nimero de mezclas de calibracién en la
precision del PCR
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Fig. 21.- Influencia del nimero de mezclas de calibracion en la
precision del PLS
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Para el caso del ILS no es posible utilizar el mismo intervalo de longitudes
de onda que en los anteriores métodos puesto que, como es sabido, el nimero de
longitudes de onda no puede ser superior al de mezclas de calibracion. En este
caso se seleccionaron previamente 15 longitudes de onda en funcién de su
relacion S/N, comenzando el proceso de estimacion, por tanto, con 15 mezclas
de calibracién como minimo (grupos 1, 2 y 3 de la tabla XXI). Los resul-
tados se muestran en la figura 22, observandose como a partir de 20 mezclas el
valor de SEP alcanza un valor practicamente constante no existiendo diferen-

cias significativas.

35-
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3.0 A

& > @& n

2,54

Pentaclorofenol

2,0

SEP
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o
o
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N° de mezclas de calibracion

Fig. 22.- Influencia del nimero de mezclas de calibracion en la
precision del ILS

Por consiguiente el nimero de mezclas seleccionadas para cada uno de
los métodos de calibracién multivariante fue para el caso del CLS, KF ¢ ILS de
20 mezclas (grupos 1, 2, 3 y 4 de la tabla XXI) mientras que para ¢l PCR y PLS
de 15 mezclas (grupos 1, 2 y 3 de la tabla XXI).
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D.1.4.b. Seleccion de las longitudes de onda

Para la seleccion de las longitudes de onda a utilizar en la determinacion
multicomponente se consideraron dos criterios, el namero de condicion (cond(K))
y la relacion seiial-ruido (S/N). El nimero de condicion, como ya se ha comentado
en la revision bibliografica, es una medida de la amplificacion del error y de la
precision y exactitud del sistema. La seleccion del rango de longitudes de onda a
partir de este parametro se basa en la mmimizacion del mismo. Por otra parte, la
seleccton a partir de la relacion S/N se basa en elegir aquellas longitudes de onda

que presentan una mayor refacion S/N para cada uno de los componentes.

La tabla XXII se muestra el cond(K) para diferentes intervalos de longitud
de onda, calculado considerando la matriz K de calibraciéon obtenida mediante
CLS y KF a partir de Ias 20 mezclas seleccionadas para estos métodos. A la
vista de los resultados de dicha tabla, se observa que el valor minimo para el
cond(K) corresponde a los intervalos 280-340, 280-330, 280-320, 280-310 v
280-300 nm en ambos casos. Para seleccionar el intervalo optimo se considerd
el valor del MRPE y del SEPT, de cada uno de ellos, los cuales se muestran en
la tabla XXIII. A partir de dichos resultados se comprueba que el intervalo que
contiene un menor nmimero de longitudes de onda (280-300 nm) presenta los
mejores resultados. Este resultado puede ser debido a que en dicho intervalo se
encuentran las longitudes de onda que presentan una mayor informacion del
sistemna, al estar incluidas, en general, las bandas espectrales mas caracteristicas de

cada clorofenol.

En cuanto a la relacion S/N, se seleccionaron un maximo de 37 longitudes
de onda en funcion del valor de dicha relacion. Estas 37 longitudes de onda se
dividieron en 7 grupos, ordenadas de mayor a menor relacion S/N (tabla XXIV).
Para determunar el niimero 6ptimo de longitudes de onda se calculé el valor de

SEP en funcion del nimero de longitudes de onda utilizadas.
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TABLA XXII. Numero de condicion (cond(K)) para
diferentes intervalos.

cond(K)

{ntervalo de longitud
de onda (nm) CLS KF

220 - 380
Comoamo
240 - 380
260 - 380
280 - 330

280 - 370
280 - 350
280 - 330 |
T
280 - 310
om0 |
270 - 300
250 - 300
230 - 300
: 27 0310 e
260 - 320

3.6

e :3_6__':"_' ]
6.1
5.9
4.7

6.0
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TABLA XXIII. MRPE(%) y SEPT de los intervalos con menor cond(K).

CLS KF

Intervalo de longitud
de onda (nm) MRPE | SEPT { MRPE | SEPT

2

2 63

280 - 320 0.58

280 - 300 4.0 0.27 5.7 0.43

TABILA XXI1V. Longitudes de onda seleccionadas a partir de su relaciéon $/N.

Grupo Longitudes de onda (nm)
1 344
3
4
.
7 232 240 308 “ 312 316 368 376

Este estudio se realizé para todos los métodos considerando el niimero
de mezclas optimo para cada uno de ellos. Puesto que para el caso del ILS, el
numero maximo posible de longitudes de onda depende del nimero de mezclas
de calibracién, se hizo un estudio conjunto del namero de longitudes de onda

en funcién del nimero de mezclas de calibracion. Para el PCR y PLS el niimero
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de factores se calculd a partir de {a validaciéon de cruce para cada uno de los
casos. Este nimero de factores varia entre 3y 8 en el PCR y entre 3 y 7 en el

PLS. Los resultados se muestran en las figuras 23 a 27.

7 -y
] = 2-glorofenol
6 e 4-cloro-3-metilfenol
a  2.4-diclorofenol
7 + Pentaclerofenol

SEP

G- T T '7— T T L
5 10 15 20 25 30 35 40

N° de longitudes de onda

Fig. 23.- Influencia del nimero de longitudes de onda en la
precision del CLS

4 m 2-clorofenol
6 s 4-cloro-3-metilfenol
4 24-diclorofenol

¢ Pentaclorofenol
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N de longitudes de onda

Fig. 24.- Influencia del nimero de longitudes de onda en Ia
precision del KF
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3,5+
= 2-clorofenol

30 *  4-cloro-3-metilfenol
a2 4-diciorofenol

2.5 +  Pentaclorofenol

0,0- T L L T L T —
5 10 15 20 25 30 35 0

N° de longitudes de onda

Fig. 26 - Influencia del numero de longitudes de onda en la

precision del PCR
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A partir de estas figuras se comprueba que para el CLS y KF (figuras 23 y
24) el nimero dptimo de longitudes de onda es 10 (grupos 1y 2 de la tabla XXIV).
El hecho de aumentar el niimero de longitudes de onda no mejora la precisién
de los métodos, obteniéndose incluso peores resultados para el caso del
4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol. Para el ILS (figura 25) se observa que
cuando el namero de longitudes de onda es igual al nimero de mezclas de
calibracion se obtienen los peores resultados, siendo necesario seleccionar un
namero de longitudes de onda menor. Por otra parte, cuando el mimero de
longitudes de onda es muy bajo (5 longitudes de onda) el método pierde,
igualmente, capacidad de prediccion; por lo tanto, es necesario seleccionar un
nimero intermedio de longitudes de onda. En este caso se seleccionaron 15
longitudes de onda. Para el PCR y PLS (figuras 26 y 27) se observa que ambos
métodos presenta resultados similares, no presentado los resultados diferencias
importantes a partir de las 15 longitudes de onda, que fueron las seleccionadas
(grupos 1, 2 y 3 de la tabla XXIV).

En la tabla XXV se muestran los valores de SEP para cada uno de los
clorofenoles, métodos y condiciones estudiadas y seleccionadas como Gptimas
en cada caso particular, pudiendo concluirse que la seleccion previa de longitudes
de onda, ya sea mediante ¢l cond(K) o la relacion S/N, hace aumentar la precision
con respecto al empleo del espectro completo en el caso del CLS, KF, PCR y
PLS. Para el ILS debido a la limitacién que presenta con respecto al namero de
longitudes de onda que puede utilizarse, solo se estudi6 ¢l cond(K) y la relacion
S/N observandose en este caso que el cond(K) presenta los mejores resultados.
Considerando los valores obtenidos de SEPT para cada uno de los métodos y
aplicando una distribucion F de Snedecor, se observa que en todos los casos,
excepto en el ILS, no se obtienen diferencias significativas a un nivel de
confianza del 95%, entre los resultados obtenidos mediante el cond(K) y la

relacion S/N (tabla XXVI). A partir de los valores de SEP para cada uno de los
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TABLA XXV. SEP de cada clorofenol y SEPT para cada método de calibracion y condiciones estudiadas.

CLS KF ILS PCR | PLS
Clorofenol | E.C. | cond®)| 100 | E.C. | Cond(®)| 100 | Condy| 150 | E.C. | Cond) | 152 | E.C. | Condy | 152 |

2-clorofenol 0.41 0.23 0.34 1 0.54 027 |[039} 033 0691069 | 062 0534067 | 062 {068

1.0 0.62 1 0.65 027 1067|067 028 0301047 | 026 |030

2,4-diclorofenol

SEPT 0941 027 0391095 | 043 0571 0.38 0.70 | 0.65 0.45 043058 045 0.49

E.C.: Espectro completo (220 - 380 nm).

Cond(K).: Numero de condicién (280 - 300 nm).

10%; 10 longitudes de onda seleccionadas segin su relacion S/N (grupos 1y 2 de la tabla XXIV).
15%: 15 longitudes de onda seleccionadas segun su relacion S/N (grupos 1, 2 y 3 de la tabla XXTV).
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clorofenoles, unicamente se observan diferencias significativas al 95% en el
caso particular del pentaclorofenol cuando se emplea el KF. Por otra parte, para
el caso del PCR y PLS tampoco existen diferencias significativas al 95% entre
los resultados obtenidos considerando el espectro completo y los dos métodos
de seleccion de longitudes de onda, debido posiblemente a la propia naturaleza
de dichos métodos, los cuales son capaces de discernir entre la informacién que

es o no relevante para modelar el sistema.

TABLA XXVL F caiculado para cada método de calibracion
multivariante. Comparacion entre los criterios
de seleccion de longitudes de onda.

Fcal
E.C./cond(K) | E.C./ASN) | cond(K)/(S/N)

_CLS 12 5.8 2.1

ILS — —— 3.4
PLS 1.7 1.4 12

o

E.C.: espectro completo
cond{K): nimero de condicion
S/N: relacion sefial-ruido

Ferit.(95%) = 2.48
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D.2. METODO AUTOMATICO (FIA)

Los estudios realizados en el capitulo D.1. ponen de manifiesto que es
posible la determinacion extractivo-espectrofotométrica simultanea de os clorofenoles
contaminantes prioritanios 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y
pentaclorofenol. Esta determinacion puede hacerse mediante diferentes métodos
multicomponente, basados tanto en calibraciéon directa como multivariante

(indirecta), siendo esta ultima la que ofrece los mejores resultados.

No obstante, el proceso manual seguido es largo y tedioso y esta some-
tido a multiples errores de caricter aleatorio, relacionados con el proceso de
extraccion liquido-liquido y los equilibrios involucrados en dicho proceso, que
incluye, no solo el equilibrio de extraccion de los fenoles sino también los de
formacion del par i6nico y los propios del caracter dcido-base del fenol. Estos
aspectos del proceso manual seguido, tienen su principal efecto sobre el
2 4, 6-triclorofenol, que como se ha comentado, no ha podido ser incluido en el

estudio anterior, dada la gran irreproducibilidad de los espectros obtenidos.

Una alternativa al método manual que permitiria una mayor rapidez del
proceso de extraccion y medida, es el empleo del analisis por inyeccién en flujo
(FIA). Por otro lado, el empleo de un sistema FIA permite una mayor reprodu-
cibilidad en lo referente tanto a las cantidades de analito inyectado, como al
tiempo que transcurre desde la extraccion del analito hasta su medida espectro-
fotométrica; por lo que en el presente capitulo se estudiara la posibilidad de
automatizacion del proceso extractivo-espectrofotométrico con determinacion
multivariante de los cuatro clorofenoles del método manual a los que se unira el

2.4, 6-triclorofenol.
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D.2.1. Optimizacién de las variables hidrodinimicas

Se ha procedido en primer lugar a evaluar aquellas variables
hidrodindmicas del sistema FIA que pueden influir en las caracteristicas
analiticas de]l método como son: volumen de inyeccidén, caudal de la fase
acuosa y organica y longitud y didmetro interno del reactor y bucle de
extraccion. Para este estudio se utilizé como fenol de referencia el
pentaclorofenol, por ser el anico que, segun el estudio realizado en el
capitulo D.1., se extrae como par idnico y por consiguiente puede estar
mas influido por las variables hidrodinamicas a estudiar. Para estos
estudios se registraron los fiagramas a la longitud de onda de 336 nm
que corresponde a uno de los maximos del espectro del par idnico

pentaclorofenol-TBA.

D.2.1.a. Volumen de inyeccién

La influencia del volumen de inyeccion se ha estudiado en el inter-
valo 50 a 500 pl, utilizando una concentracion de pentaclorofenol de 10 mg/L.
El esquema del sistema FIA empleado se muestra en la figura 1, apartado
C.4.2.a.

Los resultados obtenidos, representados en la figura 28, muestran
que la sefial analitica aumenta con el volumen de inyeccion de pentaclo-
rofenol hasta un valor de 250 nl a partir del cual la sefial se mantiene
practicamente constante, por lo que se ha elegido este volumen de inyeccion

como el optimo.
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V. imyecoién,

A=336 nm, [PCF}=10 mg/L, {TBAF500 mg/L, Lreactor=15 cm, Ledracdor=60 cm,
$i=0.5 mm, Qportador=1.2 ml/min, grpa=1.2 mi/min, qgisqivene™0.6 ml/min.

Fig. 28 - Influencia del volumen de inyeccion sobre la altura del pico FIA del
sistema pentaclorofenol-TBA

D.2.1.b. Caudal de la fase acuosa

Se estudiaron la influencia del caudal del portador (disolucion regula-
dora bdrico/borato a pH 9.1) y reactivo (TBA) siguiendo el procedimiento
descrito en C.4.2.a. e inyectando 250 pl de pentaclorofenol de concentracién 10 mg/L.

En primer lugar se observé la influencia del caudal del portador cuando
se mantenia constante el caudal de reactivo a 1.2 ml/min, y manteniendo una
relacion de caudales entre la fase organica y el portador igual a 0.5. Los resul-
tados experimentales, representados en la figura 29, muestran que la sefial
analitica del sistema pentaclorofenol-TBA disminuye al aumentar el caudal de

portador, debido a la dilucién del TBA, cuya concentracion afecta a la intensidad
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A=336 nm, [PCF=10 mg/L, [TBAF500 mg/L, Lreagtor=15 cm, Lextractor=60 cm,
¢=0.5 mm, Viny=250 ul, qrpa=1.2 ml/min, gisolvente/dportador=0.5.

Fig. 29.- Influencia del caudal de portador sobre la altura del pico FIA del
sistema pentaclorofenol-TBA

de la sefial analitica, como ya se vio en el estudio del método manual

(subapartado D.1.1.c., figura 12).

Puesto que la velocidad de muestreo aumenta con el caudal, pero, por
contra, al aumentar éste disminuye la sensibihdad, se tomo como caundal de

compromiso para posteriores estudios 1.5 ml/min de disolucién portadora.

A continuacioén se estudio la influencia del caudal del reactivo variando
entre 0.8 y 1.5 ml/min y fijando la velocidad de l1a disolucioén portadora a 1.5
ml/min y la relacion de caudales fase organica/portador a 0.5. este estudio no
mostro diferencias importantes para los caudales ensayados, por lo que se eligid

un caudal de 1.2 ml/min para el TBA.
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D.2.1.c. Caudal de la fase orginica

Con el fin de conseguir mayor sensibilidad en el método, se probaron
diferentes relaciones de volumen de fase organica/portador en el intervalo
1-0.27, manteniendo constante el caudal de portador a 1.5 ml/min y el de reactivo

a 1.2 ml/min.

Los resultados, representados en la figura 30, muestran que para una
relacién de caudal de fase organica/portador 0.4, correspondiente a un caudal
de fase organica de 0.6 mi/min, se obtiene la mejor sefial analitica, separandose
totalmente las dos fases, por lo que fue seleccionada como Optima para poste-

riores estudios.
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A=336 nm, [PCF}=10 mg/L, [TBA}=500 mg/L, Lreactor=15 cm, Lextractor=60 cm,
#=0.5 mm, Viny=250 pl, gportador=1.5 ml/min, grga=1.2 m/min.

Fig. 30.- Influencia de la relacion de caudales qgisoivene/Gportador SObTE la altura
del pico FIA del sistema pentaclorofenol-TBA
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D.2.1.d. Longitud del reactor y del bucle de extraccion

Se ha estudiado la influencia de la longitud del reactor sobre la intensidad
de la sefial analitica ensayandose reactores de longitud comprendida entre
15 y 50 cm. Los resultados experimentales, representados en la figura 31, muestran
que la sefial analitica no varia de forma significativa con el aumento de la longitud
del reactor, eligiéndose, por tanto, una longitud de 30 cm que proporciona una

velocidad de muestreo aceptable, asi como una ligera mejora en la sefial.

0,12 -
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Longitud, cm

A=336 nm, [PCF[=10 mg/L, [TBAF500 mg/L, Lextractor=60 c¢m, ¢=0.5 mm,
Viny=250 pl, tportador=1.5 mi/min, qTRA=1.2 ml/min, Qgsotyete=0.6 m/min.

Fig. 31.- Influencia de la longitud del reactor sobre la altura del pico FIA
del sistema pentaclorofenol-TBA

Por otra parte, se ha estudiado también la influencia de la longitud del
bucle de extraccion, ensayandose longitudes entre 60 y 180 cm. Los resultados,

representados en la figura 32, muestran que la sefial analitica aumenta hasta una
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longitud de 130 cm a partir de la cual disminuye debido, probablemente, a la
pérdida de eficacia del separador de fases, y al aumento de la dispersién del

analito. Se eligi6, por tanto, una longitud de 130 cm, como 6ptima, para el bucle

de extraccion.

0,12

Absorbancia

0,11

Longitud, cm

A=336 nm, [PCFF10 mg/L, [TBAF500 mg/L, Lreacor=30 cm, ¢=0.5 mm,
Viny=250 ul, gportador=1.5 ml/min, grga=1.2 mi/min, quigoivente=0.6 ml/min.

Fig. 32 - Influencia de la longitud del bucle de extraccion sobre la altura
del pico FIA del sistema pentaclorofenol-TBA

D.2.1.e. Diimetro interno del reactor y del bucle de extraccion

Otra variable fisica del sistema FIA que ha sido estudiada, es el diametro
interno de los reactor y bucle de extraccion. Se han estudiado los diametros
existentes en el mercado, de 0.3, 0.5 y 0.7, considerando las longitudes,
optimizadas antertormente, de 30 cm para el reactor y 130 cm para ¢l bucle

de extraccion,
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Los resultados experimentales, representados en la figura 33, muestran
que apenas hay un ligero aumento de la sefial entre 0.3 y 0.5 mm, mientras que
con 0.7 mm la sefial analitica disminuye apreciablemente. Se eligié6 0.3 mm
como didmetro interno ya que este diametro permite una mayor velocidad de

muestreo (76 muestras/h).

0,12J
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Diametro interno, b, (mm)

=336 nm, [PCFFE10 mg/L, [TBAF500 mg/L, Lreactor=30 cmt, Lextractor=130 cm,
Viny=250 p, Qportador=1.5 mi/min, ¢1g2=1.2 m¥min, Qgisotvente=0.6 mi/min.

Fig. 33.- Influencia del didmetro interno del reactor y del bucle de extraccion
sobre ia altura del pico FIA del sistema pentaclorofenol-TBA

D.2.2. Optimizacion de las variables quimicas

Tras el estudio de las variables hidrodinamicas, se paso al estudio de las
quimicas, estudiandose la influencia que sobre la sefial analitica tiene el pH, la
fuerza idénica del portador y la concentraciéon de nitrato de tetrabutilamonio
(TBA). Los caudales empleados asi como las caracteristicas del reactor y bucle

de extraccion han sido los optimizados en el apartado D.2.1.
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D.2.2.a. Influencia del pH

Se ha estudiado la influencia del pH en la extraccion de los clorofenoles
en el intervalo 4.7-12. Los resultados obtenidos fueron similares a los del
método manual, es decir, a pH 4.7 los clorofenoles se extraen de forma neutra,
excepto el pentaclorofenol que empieza a extraerse como par i6nico, mientras
que a medida que vamos aumentando el pH el 2 4 6-triclorofenol se extrae
como par ionico y solo a pH 12 el 2,4-diclorofenol se extrae también como par
i6ntco. Sin embargo, a medida que aumenta ¢l pH, el 2-clorofenol y el 4-cloro-
3-metilfenol se extraen en menor cuantia, por lo que se eligié el pH 9.1, al igual
que en el método manual, como pH de compromiso al cual el 2,4,6-triciorofenol
y pentaclorofenol se extraen en forma de par 16nico, mientras que el 2-clorofenol,

4-cloro-3-metilfenol y 2, 4-diclorofenol se extraen en forma neutra.

D.2.2.b. Influencia de la fuerza iénica

Un aspecto que se ha considerado en el estudio y puesto a punto del
método FIA ha sido la influencia que la fuerza idnica del portador tiene sobre
el equilibro de extraccion de cada uno de los clorofenoles. Dicha fuerza 16nica
es fijada mediante la adicion de sales, electrolitos fuertes en el portador
(disolucion reguladora boérico/borato a pH 9.1). Las sales empleadas para este

estudio han sido el KNO, y el NaCl en el intervalo de concentracion 0-0.09M.

Se estudi6 en primer ligar la extraccion de los clorofenoles en presencia
de KNO, cuyos resultados, representados en la figura 34, muestran que a medida
que aumenta la concentracion de dicha sal, la sefial analitica aumenta ligeramente
en todos los clorofenoles, excepto para ef 2,4,6-triclorofenol que disminuye; no
llegando en ninguno de los casos a alcanzar un valor constante. Igualmente, se

observd que la extraccion del 2,4,6-triclorofenol es la mas afectada por la
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presencia de KNO,, aumentando la cantidad de este clorofenol que se extrae en
forma neutra a medida que aumenta la concentracion de KNO,, lo que hace que

la sefial analitica correspondiente a la extraccion del par 16nico disminuya.
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2=336 nm, [CFFF10 mg/L, [TBAF500 mg/L, Lrecactor=30 cm, Lextractor=130 ¢cm,
#=0.3 mm Viny=250 1, gportader=1.3 mi/min, qrpa=1.2 ml/min, qgisolvente=0.6 mi/min,

Fig. 34 - Influencia de la fuerza iomica (KNO,) sobre la altura del pico FIA del
sistema clorofenol-TBA

Los resultados obtenidos en presencia de NaCl, representados en la
figura 35, muestran que unicamente [a extraccion del pentaclorofenol y el
2,4,6-triclorofenol se ve afectada por la fuerza idénica del portador, siendo la
sefial analitica practicamente constante a partir de una concentracion de 0.05M

de NaCl, la cual fue seleccionada para posteriores estudios.
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Absorbancia

0,04

0.00 0,02 8,04 9.06 0.08 0,10
[NaCl], M

2-clorofenol, 276 nm
4-cloro-3-metilfenol, 282 nm
2,4-diclorofenol, 286 nm
2,4,6-triclorofenol, 330 nm
Pentaciorofenci, 336 nm

LI B S B |
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$=0.3 mm Viny=250 pl, gportador=1.5 ml/min, qypa=1.2 ml/min, qgicopvente=0.6 ml/min.

Fig. 35.- Influencia de la fuerza iénica (NaCl) sobre la altura del pico FIA del
sistema clorofenol-TBA

D.2.2.¢c. Influencia de la concentracion de TBA

Como se puso de manifiesto en los estudios referentes al método manual
para la determinacién extractivo-espectrofotométrica multicomponente de
clorofenoles (capitulo D.1.), el TBA favorece la extraccion en cloroformo de
los clorofenoles ya sea en forma neutra, o mediante {a formacién del correspon-

diente par ionico clorofencl-TBA, debiendo siempre estar en exceso.

Puesto que el efecto de la concentracion no tiene por que ser el mismo
en el método manual que en FIA, se procedio a estudiar de nuevo esta variable

quimica. Los resultados experimentales, representados en la figura 36, muestran
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que para el 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol, los cuales se
extraen en forma neutra mayoritariamente, la sefial analitica es independtente
de la concentracion de TBA en el intervalo de concentracién comprendido entre
100 y 1800 mg/L. La sefial analitica correspondiente a la extraccion del par
i6nico pentaclorofenol-TBA solo se ve afectada a concentraciones muy bajas
de TBA, mientras que la extraccion del par i6nico 2,4,6-triclorofenol-TBA es el
que presenta una mayor variacién en funcion de la concentraciéon de TBA.
Como se puede observar a partir de 1500 mg/L de TBA la sefial analitica presenta
un valor practicamente constante para este ultimo caso, eligiéndose dicha

concentracion de TBA para posteriores estudios.
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Fig. 36.- Influencia de la concentracion de TBA sobre la altura del pico FIA del
sistema clorofenol-TBA
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En la tabla XXVII se resumen las condiciones experimentales seleccio-
nadas para la extraccion FIA de cada uno de los clorofenoles, obtenidas a partir
del estudio de las diferentes variables hidrodinamicas y quimicas realizado en
los apartados anteriores. Los espectros obtenidos de cada uno de los clorofe-

noles bajo estas condiciones se muestran en la figura 37.

TABLA XXVII Condiciones experimentales seleccionadas. Método FIA.

Variable Intervalo Seleccionado

Variables hidrodinamicas:

Volumen de inyeccion (ul) 50-500 250
Caudal (ml/min):
Portador 0.8-3.0 1.5
Reactivo (TBA) 0.8-1.5 1.2
Fase organica (CHCL) 0.4-1.5 0.6
Reactor:
Longitud (cm) 15-50 30
Diametro interno (mm) 0.3-0.7 0.3
Bucle de extraccion:
Longitud (cm) 60-180 130
Diametro interno {mm) 0.3-0.7 03

Variables quimicas:
pH 4.7-12 9.1
Fuerza i6nica (NaCl, M) 0.00-0.09 0.05
[TBA], mg/L 100-1800 1500
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Fig. 37 - Espectros de extraccion de los clorofenoles en las condiciones seleccionadas

del sistema FIA (Tabla XXV1I)

0,2.3. Determinacion

de clorofenoles mediante calibracion

multivariante por FIA y espectrofotometria derivada

Una vez optimizadas las diferentes variables del sistema FIA, se procedio a

la determinacién conjunta de los clorofenoles contaminantes prioritarios

2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol. 2.4-diclorofenol, 2.4 6-triclorofenol y penta-

clorolenol, mediante la aplicacién de cinco métodos de calibracién multiva-

riante, CLS, TLS, KF, PCR v PLS. El procedimiento seguido para la obtencién

de los espectros correspondientes, tanto de las mezelas de calibracién como de

validacion, se encuentra descrito en el apartado C.4.2.a. La tabla XXVIII muestra

el disefio de calibracion empleado: v 1a tabla XXIX el de validacion.



TABLA XXVIII. Composicion de las mezclas de calibracion (mg/L). Método FIA.
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TABLA XXIX. Composicion dellas mezclas de validacion (mg/L). Método FIA.
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D.2.3.a. Seleccién del intervale de longitudes de onda

A partir de los estudio previos realizados para poner a punto el método
manual, se deduce que una adecuada seleccidn previa de longitudes de onda, ya
sea medtante el nimero de condicién (cond(K)) o la relacion S/N, hace aumentar
la precision y exactitud de todos los métodos estudiados, con respecto al empleo
del espectro completo. Puesto que ambos criterios no mostraron diferencias
significativas en los resultados obtenidos al aplicarlos en los métodos de cali-
bracion multivariante estudiados, excepto en el ILS (tabla XXVI), se eligi6 el
nimero de condicién del intervalo de longitud de onda como criterio de

seleccion en este caso.

El calculo del nimero de condicion de la matriz de calibracion (cond(K))
para diferentes intervalos de longitud de onda se realiz a partir de la matriz K
obtenida mediante calibracién multivariante de regresion clasica de minimos
cuadrados (CLS). Esta matriz K, que también puede ser obtenida mediante
calibracion multivariante con filtro de Kalman (KF), muestra similares valores
del cond(K)), como qued6 demostrado en el apartado D.1.4.b. del método manual
(tabla XXII), donde se aprecia similares tendencias en la variacién de este en

funcion del intervalo de longitud de onda.

Las figuras 38 y 39 muestran los resultados de la variacion del cond(K)
en funcion de los intervalos de longitud de onda que presentan un menor valor
de dicho parametro. La figura 38 muestra la variacion del cond(K) para el intervalo
comprendido entre el valor indicado en abscisas, que corresponde al limite
inferior, y 338 nm que corresponde al limite superior del intervalo y que se
mantiene constante, La figura 39 muestra nuevamente la variacidn del cond(K)
pero ahora para intervalos de longitud de onda crecientes, en los cuales el

limite inferior es siempre 286 nm y el superior el indicado en el ¢je de abscisas.
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Ambas figuras presentan un valor minimo, y por consiguiente optimo, del niimero
de condicion para el intervalo de longitud de onda comprendido entre 286-338 nm.

12-

10

Cond(K)

Intervalo, nm

Fig. 38.- Variacién del nimero de condicién (cond(K)) para diferentes
intervalos de longitud de onda. (Cada intervalo corresponde al
comprendido entre el nimero indicado en abscisas y 338 nm).

Cond(K)

4- T T —
320 330 340 35

Intervalo, nm

Fig. 39 .- Variacion del nimero de condicién (cond(K)) para diferentes
intervalos de longitud de onda. (Cada intervalo corresponde al
comprendido entre 286 nm y el nimero indicado en abscisas)
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D.2.3.b. Selecciéon del namere de factores en PCR y PLS

Uno de los pasos previos para la aplicacion de los métodos PCR y PLS
es la seleccion del nimero optimo de factores o variables latentes. En este
trabajo dicha seleccion se llevé a cabo mediante la aplicacion del método de
validacion de cruce, para lo cual se consideraron diferentes grupos de mezclas
y los criterios de seleccion propuestos por Osten (429), Eastment y Krzanowski
(428) y Haaland y Thomas (528), asi como la variacién de la suma cuadratica

de los errores residuales de prediccion (PRESS) frente al niimero de factores.

Los resultados se muestran en las figuras 40 a 43 para el caso del PCR y
en las figuras 44 a 47 para el PLS, que como puede observarse son practica-
mente similares para ambos métodos. Atendiendo a los criterios propuestos por
Osten (estadistico F) y Eastment y Krzanowski (Wa), ambos criterios dan
resultados analogos, independientemente del nimero de grupos de mezclas
seleccionados en la validacion de cruce, siendo el niimero optimo de factores
igual a 6 tanto para el PCR como para el PLS, valor éste que corresponde con
el primer minimo local del valor del PRESS (figuras 40 y 44), con el primer
valor del estadistico F inferior al valor critico segin el criterio propuesto por
Osten (figuras 42 y 46) y con el factor anterior al primero que presenta un valor

de Wa inferior a 1 (criterio de Eastment y Krzanowski) (figuras 41 y 45).

Por otra parte, los resultados obtenidos empleando el estadistico F
propuesto por Haaland y Thomas son funcién del nimero de grupos de mezclas
seleccionados en la validacion de cruce, siendo el valor de este estadistico mayor
cuanto mayor es el nimero de grupos de mezclas para ambos métodos de
calibracion. En el caso del PCR (figura 43) y considerando ¢l nivel de confianza
del 75% (a=0.25) propuesto por estos autores, se observa que unicamente en

el caso de 5y 10 grupos de mezclas el valor calculado de este estadistico F es
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Fig. 42.- Variacion del estadistico F de Osten en funcion del nimero de
factores para el PCR.
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menor que el valor tedrico cuando el nimero de factores es el 6ptimo segin los
otros criterios. Sin embargo, y como seftalan estos autores, la eleccidon de dicho
nivel de confianza es completamente arbitrario por lo que se estudio otros niveles
de confianza, observandose que es necesario aumentar hasta un 85% (a=0.15)
para que el valor de F seleccionando 50 grupos de mezclas, que significa eliminar
una tnica mezcla cada vez, sea inferior al valor teérico. Para el caso del PLS
{figura 47) se observa que a partir de un nivel de confianza del 76% (a=0.24) el
valor calculado del estadistico F es menor que el teérico para todos los grupos

de mezclas, el cual es practicamente igual al propuesto por Haaland y Thomas.

En definitiva, de lo anteriormente expuesto, se puede concluir que el
nimero de factores dptimo tanto para el PCR como para el PLS es en ambos
casos igual a 6, ya que este valor es el que se obtiene siguiendo tanto el criterio
de Osten como el de Eastiment y Krzanowski. En cuanto al criterio de Haaland
y Thomas este nimero de factores no se obtiene para todos los grupos de mezclas,
salvo que se considere un nivel de confianza algo mayor del recomendado por

estos autores.

D.2.3.c. Detecciéon de mezclas de calibraciéon que se encuentran

fuera del intervalo muestral (“outliers”)

Se busco la posible presencia de mezclas de calibracion que no se
encuentran fuera del intervalo muestral, también conocidas como “outliers”.
Como es sabido, cualquier procedimiento que se aplique para buscar “outliers”,
debe ofrecer la proteccién necesaria para evitar declarar muchos casos como
tales “outliers”. Esto hace que sea recomendable el uso simultaneo de diferentes
parametros y tests estadisticos. En este caso se han considerado el efecto leva,

los residuales de Student y la distancia de Cook.
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El efecto leva o “leverage” (h)) es un parametro muy utilizado, que consiste
en una estimacion de la distancia relativa de la sefial analitica obtenida para
cada una de las mezclas de calibracién al centro del conjunto de dichas mezclas.
Formalmente hablando, el efecto leva es define como la distancia de Mahalanobis
que, para el caso de los métodos de calibracion muitivariante CLS, ILS y KF

viene dada por la expresion:
h,=a/(A"A)'a,

donde a, es la sefial analitica de una determinada mezcla de calibracion y A es
la matriz de sefiales analiticas que incluye todas las mezclas de calibracion. En

el caso particular del PCR y PLS, este efecto leva viene dado por la expresion:

h, :iJr-tiT(TTT)“ti
m
donde t, es el vector de “scores” de una determinada mezcla, T es la matriz de
“scores” del conjunto de calibracion y m es el nimero total de mezclas de cahi-
bracién. Un valor pequefio del efecto leva significa que la mezcla esta cerca del
centro del conjunto de calibracion, mientras que un valor alto del efecto leva,
debido posiblemente a un valor extremo de la sefial analitica, signmifica que dicha
mezcla se encuentra lejos del centro, por lo que puede tener un gran efecto
sobre el resultado final de la estimacién de la concentracién. Por definicion el
efecto leva se encuentra en el intervalo comprendido entre 1/m y 1, es decir,
I/m < h, < 1, mientras que su valor medio es p/m donde p es el numero de
longitudes de onda seleccionadas en el caso del CLS, ILS y KF, o el niimero de
factores seleccionados en el caso del PCR y PLS. En la figura 48 se muestra el
valor de h, para cada una de las mezclas utilizadas la etapa de calibracion

(tabla XXVTII), para el caso de los métodos de calibracién multivariante CLS,
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Fig. 48 - Efecto leva de cada mezcla de calibracion para los
métodos de calibracién multivaniante CLS, ILS y KF

ILS y KF, observandose que todos los valores se encuentran alrededor de la

media, no apreciandose valores muy extremos.

En el caso del PCR y PLS, debido a sus caracteristicas especiales, este
efecto leva suele representarse frente a la varianza residual espectral de cada

una de las mezclas (358), 1a cual viene dada por la expresion:

1
e =3¢k dt/m)
=

donde e, representan los residuales espectrales de cada mezcla de calibracién y
df son los grados de libertad del modelo, que en este caso vienen dados por
df=(l-f)(m-f-1), siendo 1 el namero de longitudes de onda y f el numero de
factores utilizados en el modelo. En las figuras 49 y 50 se representan el efecto

leva frente a la varianza residual para el caso del PCR y PLS, respectivamente.
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En estas figuras se representan, igualmente, los valores limites tanto para
el efecto leva como para la varianza residual a partir de los cuales se pueden
considerar que una mezcla es andomala desde el punto de vista espectral. Dichos

valores limites vienen dados por:
h,>2p/m
s(e;)*>2s(e)’

donde s(e)’ es la varianza residual espectral total que viene dada por:

e =3 2e; faf
i=1 =l
A partir de estas figuras, se puede observar que en el caso del PCR
cuatro de las mezclas presentan un valor grande de la varianza residual y una
presenta un valor del efecto leva superior al valor limite, mientras que en el
caso del PLS solo una mezcla presenta un valor alto de la varianza residual
mientras que otra tiene un valor del efecto leva también superior al valor
critico, no encontrandose en ningiin caso, ninguna mezcla que presente ambos
parametros superiores a su valor limite; de haber ocurnido asi, esas mezclas

habrian stdo consideradas fuera dei intervalo muestral (“outliers™).

No obstante, la basqueda de posibles “outliers” se suele realizar a partir
de los residuales, ya sean de la seifial analitica para los métodos clasicos (CLS y
KF) como de la concentracion para los métodos inversos (ILS, PCR y PLS). En
este sentido, se estudio un pardmetro conocido como residual de Student
(376,385). Dicho residual, obtenido para cada mezcla, se compara con la
distribucion ¢ de Student a un determinado nivel de confianza. Existen dos tipos
de residual de Student, denominados residual interno (r,) y residual externo (t),

los cuales estan interrelacionados y vienen dados por las expresiones:
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donde €, es el residual de cada mezcla, expresado como ¢-¢, para los métodos

ILS, PCR y PLS y como a-a, para el CLS y KF y o es el error estandar de

dichos residuales.

El restdual externo de Student es el que normalmente se compara con la
distribucion £ En las figuras 51 a 55 se muestran los valores de t, de cada
mezcla para los métodos CLS, ILS, KF, PCR y PLS, respectivamente. En todos
los casos se puede observar que dichos residuales externos de Student se
encuentran por debajo del valor critico al nivel de confianza del 95% y, como
consecuencia, ninguna de las mezclas presenta desviaciones andmalas desde el
punto de vista de la concentracion. Por otra parte, se puede observar la gran

similitud entre los resultados obtenidos mediante PCR y PLS.
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Fig. 51.- Residual externo de Student de cada mezcla de calibracion
para el método CLS.
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Fig. 52.- Residual externo de Student de cada mezcla de calibracién
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Fig. 53.- Residual externo de Student de cada mezcla de calibracién
para el método ILS.
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Fig. 54.- Residual externo de Student de cada mezcla de calibracion
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Fig. 55.- Residual de Student externo de cada mezcla de calibracion
para el méetodo PLS.
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Por ultimo, también se estudio otro parametro, denominado distancia de
Cook (D,) (376,385) que esta relacionado con la influencia o importancia de
las mezclas en la estimacién del modelo de calibracion. Esta distancia de

Cook viene dada por la expresion:

i h
Di“?(khi)

donde r, es el residual interno de Student y h, es el efecto leva, los cuales
han sido definidos anteriormente. El valor de este pardmetro se compara con
una distribucion F de Snedecor. Una forma de comprobar la influencia de
cada mezcla, es representar el logaritmo natural de cada uno de los términos
que forman parte de dicho parametro, es decir, log(r,”) frente a log(h/p(1-h,))
(529). En las figuras 56 a 60 se muestran los resultados de cada mezcla para
cada uno de los métodos de calibracion asi como el contorno de valores
constantes de log(D,) a un nivel de confianza del 10% ¢l cual, que como ya
se ha comentado anteriormente, esta relacionado con la distribucién F de
Snedecor. Como puede observarse, para todos los métodos, los valores de
todas las mezclas se encuentran por debajo de dicho contorno o valor critico,
lo que significa que ninguna mezcla tiene una gran influencia en la estima-
cion de los diferentes modelos de calibracién multivariante. Al igual que en
el caso de los residnales de Student, se observa una gran similitud entre los
métodos PCR y PLS.
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Fig. 58 - Distancia de Cook de cada mezcla de calibracién para el
método ILS.
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Fig. 59.- Distancia de Cook de cada mezcla de calibracion para el
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Fig. 60.- Distancia de Cook de cada mezcla de calibracion para el
método PLS.

Este estudio realizado para la deteccidon de posibles mezclas de cali-
bracidon que se encuentran fuera del intervalo muestral, ponen de manifiesto
que, en este caso, el disefio aleatorio de 50 mezclas de calibracion (tabla
XXVIIT) que se va a utilizar para el estudio comparativo de los métodos de
calibracion multivariante CLS, ILS, KF, PCR y PLS, es, desde el punto de
vista estadistico, suficientemente representativo como para que las diferen-
clas que se puedan apreciar en la etapa de validacién sean consecuencia

tnicamente del método de calibracion empleado.
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D.2.3.d. Etapa de validacion

La precision y exactitud de cada uno de los cinco métodos de calibracidon
multivariante estudiados (CLS, KF, ILS, PCR y PLS) ha sido evalnada a través
de 36 mezclas de validacion generadas aleatoriamente (tabla XXIX) y mediante
el calculo de los cotrespondientes valores de RPE, SEP y R?, de un modo similar al
seguido en el método manual (capitulo D.1).

Antes de esta comparacion global entre métodos, se procedié a estudiar
la concordancia existente entre la concentracion real y la estimada para cada
clorofenol y cada método de calibracion. Los resultados se muestran en las
figuras 61 a 65. Como puede apreciarse el 2-clorofenol no muestra diferencias
significativas («=0.05) ni en la pendiente ni en la ordenada en el origen, para
ninguno de los métodos de calibracion estudiados. El 2,4-diclorofenol presenta
diferencias significativas cuando la estimacion de la conceniracion se hace a
partir de los métodos de calibracion multivariante CLS y KF, y el 4-cloro-
3-metilfenol presenta diferencias significativas para el KF y en la ordenada en el
origen para el CLS. El 2.4 6-triclorofenol presenta diferencias significativas
para todos los métodos, pero solamente en la ordenada en el origen, no asien la
pendiente, o que indica que las diferencias vienen dadas por errores puntuales
de algunas de las estimaciones. Finalmente, el pentaclorofenol muestra dife-
rencias significativas en cuanto a la pendiente, para todos los métodos estudiados,
lo que indica que la estimacioén de este clorofenol esta sometido a algin tipo de
error sistemattco. Como sea que el estudio realizado en D.1.3.b., relativo a la
validacion del método multivariante CLS de forma manual, no se encontraron
diferencias significativas ni en la ordenada en el origen, ni en la pendiente, y en
ese estudio no se incluia el 2,4,6-triclorofenol, puede suponerse que el error
sistematico ahora, tenga relacion con la presencia/ausencia de este fenol, ya

que ambos fenoles presentan espectros muy parecidos. Para comprobar esta
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posibilidad, se estudid por separado la correlacion existente entre la concentracién
real y la estimada de pentaclorofenol en aquellas mezclas de validacién que no
contenian 2,4,6-triclorofenol y las que si contenian este fenol. La figura 66
muestra en rojo las rectas ajustadas considerando solamente aquellas mezclas
que no contienen 2,4,6-triclorofenol, y en negro todas las demas. Como puede
apreciarse, salvo el ILS, ahora no se encuentran diferencias significativas ni en
Ja ordenada en el origen ni en la pendiente cuando en el calculo de estas no se
incluyen las mezclas en las que el 2,4,6-triclorofenol se encuentra ausente; por lo
que podria concluirse que el error sistematico en laestimacion del pentaclorofenol
esta en relacion con el empleo de mezclas en las que el 2,4,6-triclorofenol se

encuentra ausente.

En cuanto a la comparacion global de los diferentes métodos de calibra-
c16n multivariante aplicados en FIA, en las tablas XX, XXX, XXXII se muestran
los valores de RPE, SEP y R de cada clorofenol para cada método de calibracién.

TABLA XXX. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada
método de cahbracion.

Clorofenol CLS KF ILS } PCR | PLS
2-clorofenol T3 64

2,4-diclorofenol 9.2 94 9.5 85 85

Pentaclorofenol 96 99 95 95
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TABLA XXXI. SEP (mg/L) de cada clorofenol y SEPT (mg/L) para
cada método de calibracion,

Clorofenol CLS KF ILS { PCR | PLS

2-clorofenol

2,4-diclorofenol 0.47 048 0.49 0.44 0.44

Pentaclorofenol 0.50 0.50 0.51 (.49 0.49

TABLA XXXII. R’ de cada clorofenol para cada método de calibracion.

Clorofenol CLS KF ILS | PCR | PLS
0.885 0940 0.940

2-clorofenol
2. 4-diclorofenol 0.925 0.902 0.961 0.966 0.969

0978 | 0998

Pentaclorofenol 0907 | 0904 | 0.905 | 0.893 | 0.89%6
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A partir de estas tablas se observa que el KF es el que presenta, en
general, un valor mas bajo del RPE para cada clorofenol, mientras que a
nivel global (MRPE) tanto el KF como el PCR y PLS muestran el mismo
valor. Por otra parte, el ILS presenta los peores resultados, tanto a nivel
individual como global, y el PCR y el PLS dan lugar a resultados similares
tanto para el RPE como para el SEP y el R*. En cuanto a nivel individual, el
pentaclorofenol tiene valores de RPE practicamente similares en todos los
métodos, el 2,4,6-triclorofenol es el que presenta los peores resultados con
todos los métodos (RPE=12%), mientras que el 2-clorofenol, el 4-cloro-
3-metilfenol y el 2,4-diclorofenol presentan errores dispares, dependiendo

del método utilizado.

En cuanto al valor del SEP, la comparacion de varianzas (SEP?) muestra
que unicamente el ILS presenta diferencias significativas al 95%, a nivel
global (SEPT) con todos los demas métodos, cuando se comparan entre si
(tabla XXXIII). A nivel individual, el 2-clorofenol muestra diferencias signifi-
cativas entre el ILS con el CLS y KF; el 4-cloro-3-metilfenol muestra dife-
rencias significativas entre el ILS con todos los demas métodos y el
2,4, 6-triclorofenol muestra diferencias significativas entre el ILS con todos
los demas métodos y entre el KF con el PCR y PLS. El 2 4-diclorofenol y el
pentaclorofenol no muestran diferencias significativas al 95% entre ninguno

de los métodos de calibracion.

Por (ltimo, en cuanto al R? tnicamente el 4-cloro-3-metilfenol utili-
zando el método KF presenta una baja correlacidn (R=0.893), mientras que
los demas clorofenoles presentan una correlacion aceptable con todos los

métodos (R>0.9).



TABLA XXX F calculado para cada clorofenol. Comparacién entre los diferentes métodos de calibracion multivariante.

| Fcal i I
CLS/ILS I CLS/KF [CLS/PCR|CLS/PLS| ILS/KF |ILS/PCR | ILS/PLS | KF/PCR ' KF/PLS 'PCR/PLSl
1.6 1.6 1.0

12 | 13 1.3 22 | 14 | 14

PCF 1.0 1.0 1.0

Tetal 29 12 1 0 T e

Fait. (95%) = 1.74

uoISIOSI(] A sopensTy "

Sve
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A la vista de los resultados podemos concluir que tanto el PCR como el
PLS son los métodos que presentan, en general, los mejores resultados para la
determinacion conjunta de cada uno de los clorofenoles, con un menor error de
prediccion y una mayor correlacion, seguidos por el CLS. El1 ILS es el método
que muestra los peores resultados, presentando los mayores errores relativos de
prediccion, tanto a nivel individual para cada clorofenol (RPE), como a nivel
global (MRPE). Esta misma tendencia se observa cuando la comparacién entre
métodos se hace por medio del error estandar de prediccion tanto a nivel

individual (SEP), como a nivel global (SEPT).
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D.2.4. Determinacion multivariante de clorofenoles en diferentes

tipos de aguas

Con vistas a evaluar la aplicabilidad de los métodos multivariantes en la
determinacion extractivo-espectrofotométrica de los clorofenoles contaminantes
prioritarios, 2-clorofenocl, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol
y pentaclorofenol, se procedié a la determinacién de estos compuestos en
diferentes tipos de aguas, que tras comprobar que se encontraban libres de fenoles,
al menos en cantidades detectables por el procedimiento propuesto, se las
aiiadio entre 0-200 pg/L de cada uno de los clorofenoles, para asi, simular en la
medida de lo postble las cantidades que pueden llegar a encontrarse en este tipo
de muestras, y que, de acuerdo con la regulacion de la Unién Europea relativas
a la calidad requerida para las aguas superficiales destinada a produccion de
agua potable, no puede ser superior a 0.1 mg/L (292), y en lo relativo a la
calidad de las aguas destinadas a bafio, el limite se encuentra en 0.05 mg/L (293).

Puesto que las concentraciones a las que los clorofenoles se encuentran
en este tipo de muestras es muy inferior a las que los métodos multivariantes
propuestos aqui pueden ser aplicados, el proceso analitico de determinacion
requiere un paso previo de preconcentracion mediante ¢l empleo de una resina
polimérica XAD-4, adsorbente habitualmente utilizado en la preconcentracién
de fenoles y con el que se obtienen recuperaciones proximas al 100%. El
proceso de preparacion de la resina, asi como el procedimiento de preconcen-
tracién y elucion de los fenoles se encuentran descritos en el apartado C.4.2.b.
Como matriz de calibracion para la aplicacion de los diferentes métodos multi-
variantes, se¢ ha empleado la misma que se utiliz6 en el estudio previo de
determinacidn de clorofenoles mediante calibracion multivariante en FIA y

espectrofotometria derivada (apartado D.2.3.).
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D.2.4.a. Agua purificada (Milli Q)

Con el fin de evaluar los posibles efectos de matriz que los diferentes
componentes del agua pueden tener sobre el resultado final del analisis; asi
como para comprobar la eficacia del proceso de preconcentracion y elucién, se
hizo previamente un estudio de la recuperacion de los distintos clorofenoles en
agua purificada mediante un aparato de Milli Q. Se analizaron, siguiendo el
procedimiento de preconcentracién y determinacion en FIA descrito en C.4.2.b.,
10 mezclas de agua purificada mediante un aparato Milli Q y que contenian
entre 0-200 pg/L de cada clorofenol estudiado. La determinacién de los cloro-
fenoles se hizo de forma conjunta aplicando los cinco métodos de calibracion

multivariante estudiados.

Los resultados obtenidos para cada uno de las 10 muestras se presentan
en la tabla XXXIV, donde se aprecia la capacidad predictiva de los diferentes
métodos estudiados, incluido los casos en que habia ausencia de algin
clorofenol. La recuperacion media asi como los valores de RPE y SEP se muestran
en las tablas XXXV, XXXVI, XXXVII. A la vista de estos resultados se observa
que la recuperacion media se encuentra alrededor del 100% para todos los
clorofenoles y métodos de calibracion estudiados. Sin embargo, en cuanto a los
valores de RPE y SEP, el método CLS es el que presenta, en general, los mejores
resultados (RPE<7.2% y SEP<7 pg/L), siendo, por el contrario, el método IL.S
el que presenta, como en los casos anteriores, los resultados més inexactos e
imprecisos, mientras que ¢l PCR y PLS muestran resuitados similares, confir-
mando practicamente los resultados obtenidos en la validacion de cada uno de

los métodos de calibracion.
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TABLA XXXTV. Determinacion multivariante de clorofenoles en agua Milli Q.

Muestra CLS KF ILS PCR PLS
P E [Rec| E |Rec} E [|Rec]l E [Rec| E | Rec

DCF 100 } 102 | 102 f 101 | 101 | 104 | 104§ 97 | 970 98 { 98.0

PCF | 120 | 118|983 119 {99.2] 109 | 908 | 119|992 119
2CF | 140 | 134 138 131 136 136

| 2CF 120 | 125 | 104 | 128 [ 107 | 124 | 103 126 | 105 ] 126 | 105

DCF 100 | 94 [94.0] 93 [93.0}) 113 | 113 | 110 | 110} 110 | 110

DCF 100 | 96 [96.0] 94 (94.0| 108 | 108 | 103 | 103 | 104 | 104

PCF 120 | 117 | 975 118 (983} 120§ 100 | 114 | 950 113 | 94.2

PCF 60 58 196.7| 58 |96.7| 51 [85.0) 56 [93.3] 55 91.7.
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TABLA XXXIV. (cont.)

Muestra CLS KF ILS PCR PLS
Rec| E |Rec|] E |Rec|] E | Rec

2CF

PCF 140 1 137|979 138 | 98.6] 142§ 101 | 138 | 98.6| 138 | 98.6

2CF 140 | 146 | 104 § 150 ( 107 | 152'| 109 | 147 | 105 | 147 | 105

P: Puesto (pg/L)
E: Estimado (pg/L)
Rec: Recuperacion (%)

» valores pot debajo del limite de deteccion (L.D. = #(99%).SEP)
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TABLA XXXV. Recuperacion media (%) de cada clorofenol para cada
método de calibracion en agua Milli Q.

Clorofenol

CLS

KF

ILS

PCR

PLS

2-clorofenol

2 4-diclorofenol

Pentaclorofenol

100

98.7

98.3

104

982

99.1

106

105

973

101

102

96.2

101

102

95.6

TABLA XXXVI. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada

meétodo de calibracion en agua Milli Q.

+ Clorofenol

|

CLS

KF

o et

ILS

PCR

PLS

2-clorofenol

2.4-diclorofenol

5.1

6.1

12

4.5

4.5
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TABLA XXXVIIL. SEP (pg/l.) de cada clorofenol y SEPT (ug/L) para
cada método de calibracion en agua de Milli Q.

Clorofenol CLS KF ILS | PCR | PLS
14 5

2—clorofe_n__ol 6

2,4-diclorofenol

Pentaclorofenol

En cuanto a la comparacion estadistica entre el CLS y los demas
métodos, el criterio F aplicado a los valores de SEP para un nivel de confianza
del 95%, muestra que existen diferencias significativas solamente entre el
ILS v el CLS a nivel global (SEPT) (tabla XXXVIII}. A nivel individual se
ha encontrado que el CLS es significativamente mejor que los demas
métodos multivariantes para la determinaciéon del 4-cloro-3-metilfenol y el

2,4,6-triclorofenol.
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TABLA XXXVIIL F calculado para cada clorofenol. Comparacion
entre el CLS y los demas métodos de calibracion
multivariante en la determinacion de clorofenoles

en agua Milli Q.
Feal
CLS/ALS | CLS/KF | CLS/PCR | CLS/PLS
1.4

2CF 5.4 1.4

DCF 4.0 1.0 2.3 23

PCF 2.0 1.0 1.0 1.0

Ferit.(95%) = 2.98

D.2.4.b. Agua de consumo publico

A continuacion, se estudié 1a determinacion de los clorofenoles 2-clorofenol,
4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaciorofenol en
9 muestras de agua de consumo publico obtenidas en el propio laboratorio a las
que se les afiadid, como en el caso anterior, entre 0-200 pg/L de dichos cloro-
fenoles. El resultado de las determinaciones se muestra en la tabla XXXIX a
nivel individual y la recuperacién media asi como los valores de RPE y SEP se
muestran en las tablas XL, XLI, XLII. A la vista de estos resultados se observa
que la recuperacion media se encuentra, como en el caso anterior, alrededor

del 100% para todos los clorofenoles y métodos de calibracién estudiados excepto
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TABLA XXXIX Determinacion multivanante de clorofenoles en agua de
consumo publico.

Muestra CLS KF ILS PCR PLS

=P E |Rec|] E |Rec|] E |Recf E |Rec| E | Rec
J 2CF 140 | 138 [ 08,6 143 | 102 { 134 95.'_7 138 | 98.6] 138 | 98.6

DCF 120 | 128 | 107 | 128 | 107 | 125 | 104 | 135 113 } 135 | 113

PCF 100 | 106 | 106 | 107 | 107 ] 105 | 105 | 104§ 104 | 103 | 103

100 | 160 | 100
107 | 107

139 | 99.3

1155 960
169 | 106
oz | 141 | 1ot
145 104

DCF | 120 | 123 103 ] 121 | 101 | 122
L TCE | 00| o4 118 | 99 |24 80 | 00|
PCF | 120 | 124 | 103 | 124 103 | 119
2CF | 180 | 188 | 104 | 192 | 107 | 189|105 | 190 | 106 | 190 | 106
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TABLA XXXIX. (cont.}

Muestra

PCR

P

Rec

E | Rec

~ 2CF

PCF

PCF

120

127

106

129

123

2CF

DCF

PCF

| | 200

140

60

200

1
146

100

104

181

144

193

161

86.7

P: Puesto (ug/L)

E: Estimado (ug/L)

Rec: Recuperacion (%)

e valores por debajo del limite de deteccion (L.D. = #(99%).SEP)
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TABLA XL. Recuperacion media (%) de cada clorofenol para cada
método de calibracion en agua de consumo publico.

Clorofenol CLS KF ILS | PCR | PLS
2-clor0fen01 98.7 102 929 100 100

Pentaclorofenol 103 104 99.7 99.6 993

TABLA XLI. RPE(%6) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada método
de calibracion en agua de consumo publico.

Clorofenol CLS KF ILS | PCR | PLS

2-clorofenol 3.8 11 42 42

13| 76 |78

2,4-diclorofenol 4.1

9.1 94

Pentaclorofenol 49 53 8.9
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TABLA XLII. SEP (ug/L) de cada clorofenol y SEPT (ug/L) para cada
método de calibracion en agua de consumo publico.

Clorofenol CLS KF ILS | PCR | PLS
15 6 6

._2—ciorofenol | ‘ 5 )

2.4-diclorofenol 5 4 6 10 11

Pentaclorofenol 5 5 9 5 5

para el 4-cloro-3-metilfenol y el 2,4,6-triclorofenol en el caso del ILS cuya
recuperacion, en ambos casos, es inferior al 90%. En cuanto a los valores de
RPE y SEP, los resultados mas exactos y precisos se obtienen, al igual que en
el agua Milli Q, con el método CLS (RPE<8.4% y SEP<9 pg/L), siendo igual-
mente el ILS el que presenta, en general, los peores resultados, mientras que

el PCR y el PLS muestran resultados muy similares entre si.

En cuanto a la comparacion estadistica global (SEPT) de los métodos
de calibracion multivariante, y al igual que en el agna Milli Q, Gnicamente el
ILS muestra diferencias significativas con el CLS al nivel de confianza del 95%,
mientras que a nivel individual, se han encontrado diferencias significativas
entre el CLS y KF para el 4-cloro-3-metilfenol y entre el CLS y el PCR y el
CLS y PLS para el 2,4 6-triclorofenol (tabta XLIII).
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TABLA XLHI. F calculado para cada clorofenol. Comparacion entre
el CLS y los deméas métodos de calibracion multivariante
en la determmacion de clorofenoles en agua de
consumo publico.

Fcal
CLS/ILS | CLS/KF | CLS/PCR | CLS/PLS

9.0 10 1.4

Ferit (95%) = 3.18

D.2.4.c. Agua de rio

Se ha estudiado la determinaciéon de los clorofenoles contaminantes
prioritarios en muestras de agua de rio. Tras comprobar, siguiendo el método FIA
propuesto, que las muestras no contenian fenoles, al menos en cantidades
detectables, se afiadieron estos en concentraciones comprendidas entre 0-200 pg/L.
Seguidamente se determiné el contenido de cada clorofenol siguiendo el mismo
procedimiento que en casos anteriores. Los resultados obtenidos para 9 muestras
se dan en la tabla XLIV, y la recuperacion media asi como los valores de RPE
y SEP en las tablas XLV, XLVI, XLVIL A la vista de estos resultados se observa

que la recuperacién media presenta una gran variabilidad dependiendo del
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TABLA XLIV. Determinacion multivariante de clorofenoles en agua de rio

Muestra CLS

KF

LS

PCR

PLS

P E | Rec

E

Rec

E | Rec

[N

 2CF : 105

102

102

PCF 160 | 146 { 91.3

146 1 91.3

148

148 | 925

2CF 120 } 122 102

DCF 146 | 148 | 106

125 | 104

147 | 105

98

120 | 100

1251 8903
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TABLA XLIV. (cont.)

Muestra CLS KF ILS PCR PLS

P E |Rec] E |Rec}] E |Rec|] E |Recf E | Rec
_2CF | 140 964 139 (99.3] 130 192.9] 134 | 95

DCF 60 62 | 103 ] 63 | 105 | 50 §83.3] 58 |96.7] 58 [ 96.7

PCF 140 1 139 (993} 1401 100 { 144 | 103 | 141§ 101 | 141 | 101

120 11221 102 } 1191992 110 |91.7| 1131942} 113 | 94.2

160 | 150 [93.8| 150 |93.8 91.9| 152 95.0] 152 | 95.0

P: Puesto (ug/L)
E: Estimado (pg/L)
Rec: Recuperacion (%)

¢ valores por debajo del limite de deteccion (L.D. = 1(99%).SEP)
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TABLA XLV. Recuperacion media (%) de cada clorofenol para cada

método de calibracion en agua de rio.

Clorofenol

CLS

KF

ILS

PCR

PLS

2-clorofenol

2,4-diclorofenol

Pentaclorofenol

94.6

106

97.5

106

96.7

91.1

93.0

95.7

932

TABLA XLVIL. RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada
método de calibracién en agua de rio.

Clorofenol

CLS

KF

ILS

PCR

PLS

2~cl_o_rof¢n(_)_l

2 4-diclorofenol

52

4.4

88

59

5.9

Pentaclorofenol
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TABLA XLVIIL SEP (ug/L) de cada clorofenol y SEPT (ug/L) para cada
meétodo de calibracion en agua de rio.

Clorofenol CLS KF 1S | PCR | PLS
2-clorofenol 7 6 11 8 7

2.4-diclorofenol

Pentaclorofenol

clorofenol y del método de calibracion empleado, obteniéndose, en general,
recuperaciones medias proximas o superiores al 90% con excepcion del 4-cloro-
3-metilfenol cuando se determina mediante CLS, cuya recuperacion media es
del 82.8% y del 2,4,6-triclorofenol que da un 81.8% y 86.5% cuando la deter-
minacion se hace mediante CLS y KF respectivamente. En cuanto a los valores
de RPE y SEP, los mejores resultados para cada clorotenol dependen del
método de calibracion. Asi, mientras que el 2,4-diclorofenol y pentaclorofenol
presentan los mejores resultados empleando el PCR y PLS (RPE=6.4%y 5.1%,),
el 2,4,6-triclorofenol presenta los mejores resultados con el ILS (RPE=9.9%) y
el 2-clorofenol y 4-cloro-3-metilfenol con el KF (RPE=4.4% y 7.5%, respecti-
vamente). Por otra parte, y al contrario que las anteriores muestras de agua, el
método CLS presenta, ahora, los resultados menos exactos y precisos. Este hecho
puede ser debido a la presencia en estas muestras de pequefias interferencias

que influyan apreciablemente en la determinacién de estos clorofenoles.
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Considerando los resultados globales de cada método se observa que
el PCR y PLS presentan los mejores resultados en cuanto a MRPE (8.0% y
8.1%, respectivamente), seguidos muy de cerca por el KF y ILS (8.5% y
8.7%, respectivamente). No obstante, a partir de los valores de SEPT no se
observan diferencias significativas entre los cinco métodos de calibracidn

multivariante (CLS, KF, ILS, PCR y PLS) (tabla XLVIII).

A nivel individual el 2-clorofenol presenta diferenctas significativas
al 95% cuando se comparan los resultados obtenidos con el KF y ILS; el
4-cloro-3-metilfenol los presenta cuando se compara el CLS con el KF y el
CLS con el ILS; y para el 2,4,6-triclorofenol, todos los métodos, con excepcion
del KF, son significativamente mejores que el CLS. Finalmente, como se
aprecia en la tabla XLVIIL, el 2,4-diclorofenol y el pentaclorofenol no muestran

ninguna diferencia significativa entre los distintos métodos de calibracién.

A la vista de los resultados obtenidos para los diferentes tipos de
aguas, se puede concluir que el método de calibracion multivariante CLS es
preciso y exacto cuando no existe efecto matriz debido a la presencia en la
muestra de otras sustancias organicas (agua de Milli QQ), o estas se encuentran
en pequefia cuantia (agua de consumo publico); pero es un método inadecuado
cuando el contenido de materia organica interferente s mayor, como ocurre
en las muestras de agua de rio, debido a la presencia de acidos himicos y
falvicos, sustancias estas con estructura de polifenoles. En este caso, los
métodos bilineales de calibracion multivariante (PCR y PLS), son los que

han mostrado los resultados mas precisos y exactos.
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TABLA XLVII. F calculada para cada clorofenol. Comparacién entre los diferentes métodos de calibracion multivariante en

la determinacion de clorofenoles en agua de rio.

Fcal

I

| cLs/Ls | cLs/KF |cLs/PCR

| CLS/PLS

ILS/KF IILS/PCR ILS/PLS

| KF/PCR

KE/PLS | PCR/PLS i

2CF
DCF

PCF

1.4

1.2

1.0

1.3
1.6

1.8

1.0

1.6

1.8

ol |

3.4

2

12

13

o |

1.9

1.6
12
23

LT

2.5
20
1.6

23

1.8

1.3

1.8

1.3

1.8

16 | 16 | 100

1.3

1.0

1.0

10 oo |

FEO T B RO R

Feir(95%) = 3.18
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D.2.5. Determinacion multivariante de clorofenoles en muestras

de orina humana

Los estudios realizados en el capitulo D.2.4., relativo a la determinacion
simultanea de los clorofenoles en muestras de agua, han puesto de manifiesto la
importante influencia que sobre los resultados tiene la presencia de sustancias
organicas en la matriz, y como métodos de calibracion que conducen a resultados

precisos y exactos en unas muestras, no son validos para otras.

Con el fin de estudiar la aplicabilidad de estos métodos de calibracion
multivariante en muestras con alto contenido de materia organica, se planteo la
posibilidad de determinar los clorofenoles contaminantes prioritarios 2-clorofenol,
4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol en
muestras de orina. Estos compuestos pueden encontrarse en la orina en diferentes
concentraciones, dependiendo del grado de exposicién del individuo. Puesto
que estos clorofenoles, asi como, algunos de sus precursores se usan extensa-
mente en numerosas actividades economicas e industriales, su concentracion,
segin estudios realizados por diferentes autores (57,83,222,224) pueden variar
entre unos pocos pg/L en individuos no expuestos y niveles por encima del
mg/L en personas que trabajan o viven en ambientes muy contaminados por

estos compuestos.

De los clorofenoles estudiados, son los de mayor grado de cloracién,
como el pentaclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol los de uso mas frecuente siendo
ademas los que se acumulan en mayor proporcion en el organismo y los de
mayor toxicidad; mientras que los de menor grado de cloracion se degradan

mas facilmente tanto en el medio ambiente como en el organismo.

Otro aspecto de especial importancia, relacionado con el analisis de

clorofenoles en orina, es que estos compuestos normalmente se excretan en
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forma de sulfatos y glucurdénidos, por lo que la muestra debe ser previamente

sometida a drdélisis, con el fin de obtener los fenoles en una forma medible.

En el presente capitulo, ademés de estudiar la aplicabitidad de los dife-
rentes métodos de calibracion multivariante CLS, ILS, KF PCR y PLS a la
determinacion extractivo-espectrofotométrica de los clorofenoles contaminantes
prionitarios, se hara un estudio sobre los diferentes métodos de hidrolisis de la

muestra de orina.

D.2.5.a. Tratamiento de hidrélisis

Se han estudiado los tres tipos de hidrélisis que cominmente se utilizan

en este tipo de muestras: acida, alcalina y enzimatica.

En los tres casos se utilizaron muestras se orina liofilizada, la cual se
puede obtener comercialmente. Una vez restituida el agua en la proporcion
indicada por el proveedor, alicuotas de 50 ml fueron sometidas a los diferentes
tipos de hidrolisis con la finalidad de comprobar si la presencia de los productos de
hidrolisis pueden constituir un serio interferente en la determinacion extractivo-

espectrofotométrica multivanante de fenoles.

La hidrdlisis dcida se realizé calentando a reflujo, durante una hora, una
alicuota a la que se le afiadid 5 ml de HCl concentrado. Tras la hidrdlisis, la
muestra se extrajo en tetracloruro de carbono y tras eliminar el disolvente el
residuo, se disolvid en 5 ml de la disolucién regutadora bérico/borato, proce-

diéndose como de costumbre para obtener su espectro UV-VIS en FIA.

Para la hidrolisis alcalina se signié un procedimiento similar, pero
utitizando 5 ml de NaQH 10M. En este caso la muestra se sometié a una doble

extraccion, primero en medio basico para eliminar los compuestos con caracter
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neutro y basico, y después en medio dcido. que es como se extracrian los

fenoles en caso de estar presentes.

Finalmente. la hidrolisis enzimatica se realizé utilizando 1a enzima
B-glucuronidasa con actividad sulfatasa, Tras una incubacion de 24 horas a 37 s

la muestra fue cxtraida en tetracloruro de carbono previa acidificacion.

El espectro del extracto obtemido de cada una de las hudrolisis se muestra
en la figura 67, Como puede observarse en dicha figura la ludrohsis basica es la
que muestra un menor efecto matriz, por lo que fue elegida para la posterior

determinacion de los clorofenoles en mucstras reales,

0¥ - — -
== [lidralisis acida
3 Hidrolisis alcalina
o6 - Hidrolisis enzimatica

Absorbancia
_ﬂl
I

i/ _‘-\-""‘--.__‘_
--_r._.' e _‘_"--\._\__L --\-‘_h""--\.._\_‘_\_‘_
.l""_f\‘ - Ty ‘H"- H‘H‘\‘\_‘--" T
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Fig, 67.- Espectros obtenidos de cada uno de los procesos de hidrélisis de Ja orina.
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D.2.5.b. Determinacién de clorofenoles en muestras de orina

hiofilizada

Para el estudio de la aplicabilidad de la determinacién multivariante de
fenoles en orina, se emplearon en primer lugar muestras de orina liofilizada
obtenidas comercialmente, y que no contenian los fenoles a determinar, al
menos en cantidades cuantificables por el método propuesto. Se utilizaron dos
tipos de orina liofilizada, una que contenia linicamente los componentes de
peso molecular menor de 10000 y otra con tnicamente los componentes con peso
molecular mayor de 10000, de los cuales el 60% corresponden a proteinas. A
ambos tipos, después de reintegrarles ¢l agua eliminada durante el proceso de
liofilizacion, se les afiadi6é entre 0.20 y 1.0 mg/L de cada clorofenol y se
sometieron seguidamente al proceso de hidrélisis basica con doble extraccion
descrito en C.4.2.c., y a su posterior determinacidon multivariante en FIA. Como
matriz de calibracion se utilizé la misma que en las muestras de agua, y la etapa
de validacion se llevo a cabo con los cinco métodos multivariantes objeto del

estudio (CLS, ILS, KF, PCR y PLS).

En la tabla XLVIII se muestran los resultados obtenidos en el caso en
que se ha utilizado orina liofilizada con componentes con peso molecular
por debajo de 10000. En ella se puede apreciar el importante efecto matriz
que estos componentes tienen sobre los resultados de cuantificacion, dando
lugar a recuparaciones que en alguna ocasion pueden liegar hasta el 200%,
asi como, en algunos casos, no cuantificar los clorofenoles presentes en la
muestra, como ocurre con el 2,4,6-triciorofenol y el pentaclorofenol en

algunas muetras.
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TABLA XLVIII. Determinacion multivariante de clorofenoles en onna liofilizada
{componentes con peso molecular menor de 10600).

Muestra CLS KF ILS PCR PLS

p— : -

E |Rec! E |Rec] E | Rec

2

DCF 0.51 o | — | o | — 1 o | —}0.15{294}0.16}| 314

PCF (051 o [ —| ol —| ol —|e|[_|e]|—
2CF | 0.84
DCF | 071 |020[282|022]310] » | — |o.
PCF o071 o | — | o | ] el ]t ]} _
2CF | 0.40
DCF [ 059
. TCF | 040-{042} 105 {0421 105 | |
PcF |030) o | — ] ol — 1 el ] ei_| e} _,
2CF | 0.66
4C3MF'| 066/} 0.53
" DCF | 0.99
| TCE: | 066 |0,
PCF |[o051 |

P: Puesto (mg/L)
E: Estimado (mg/L)
Rec: Recuperacion (%)

e valores por debajo del limite de deteccion.
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Por otra parte, en el caso de la orina liofilizada que contiene aquellos
componentes con peso molecular mayor de 10000, se observa, en general, recu-
peraciones alrededor del 100% para cada uno de los clorofenoles y métodos de
calibracién utilizados (tabla XLIX). Esto sugiere que la presencia de estos

componentes en las muestras de orina no interfieren en la determinacion multi-

TABLA XLIX. Determinacion multivariante de clorofenoles en orina liofilizada
(componentes con peso molecular mayor de 10000. 60%
proteina).

Muestra CLS | KF | IL.S | PCR PLS

P | E [Rec{ E |Rec| E [Rec|] E [Rec|] E | Rec
2CF 024]1022191.7]023|958]10.19(79.2]0.25; 104 ]0.25| 104
4C3MF [ 024] 020|833 }022|917] 020} 833 ] 0:25] 104 [ 025] 104
DCF |020[020( 100 0.16]30.0| 0.21] 105 [ 0.21] 105
- TCF |o20fo23[ 115|025} 125 | 021|105 | 0.24 120 [ 024 120
_PCF_{020020] 100 [020] 100 | 025 125 [ 019] 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 {00 [ 0.64 107 [o71| 118 | 054 900] 062 | 103 [ 062 103
| DCF ]050]049]98.0 0..48 960 0.49.98.0 0.511 102 1051 102
- TCr Josofoss] 116 {063} 126 |0.56| 112 [ 0.53 106 [ 053 106
PCF 050 0.54 108; 055] 110 J 0.54| 108 | 0.53] 106 | 0.53 106
2CF | 084]082|97.6]0.84| 1000791940 082|97.6]082] 976
4C3MF'| 040 040|100 | 0.46] 115 | 0.38] 950} 0.30| 975} 039 } 075
'DCF |0.70{0.70] 100 | 0.70| 100 | 0.68] 97.1{ 0.71| 101 [ 0.71 101
- TCE | 0.60 | 0.64]-107 | 0.67| 112 | 0.59{ 98.3 ] 0:61} 102 f 0.61] 102
PCF | 040]041| 103 |042| 105 | 0.46| 115 | 0.41} 103 | 0.41] 103

-

P: Puesto (mg/L)
E: Estimado (mg/L)
Rec: Recuperacion (%)
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vanante de los clorofenoles. En consecuencia, se puede concluir que el efecto
interferente de la matriz es producido principalmente por la presencia de
sustancias con peso molecualr infertor a 10000, y no de las proteinas o sus

productos de hidrdlists.

Para minimizar en lo posible este efecto matriz se porcedié a modelar
esta interferencia en la etapa de calibracion. Para ello, a las 50 mezclas de
calibracion utilizadas en los estudios anteriores, se afiadieron otras 10 mezclas
que contenian el extracto de orina liofilizada, asi como los diferentes clorofenoles

contaminantes prioritarios y cuyo disefio se muestra en la tabla L.

TABLA L. Composicion de las mezclas de calibracion de orina liofilizada

(mg/L).
ﬁMezcla 2CF | 4C3MF | DCF TCF PCF
1 0.00 0.00
”3 - 0.20
5 0.4{) 0.40 0.40

0.60

0.60

0.40

0.60

0.40

0.60

0.81

0.80
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Bajo estas circunstancias se llevo a cabo una nueva seleccion del intervalo
de longitudes de onda, considerando como criterio el nimero de condicidn,
siendo el intervalo seleccionado el comprendido entre 284 y 360 nm. Igual-
mente, se hizo un estudio de posibles mezclas de calibracion que se encuentran
fuera del intervalo muestral (“outliers”), semejante al realizado anteriormente
para los diferentes métodos de calibracion; observandose que todas ellas se
encuentran dentro del nuevo intervalo muestral. Por otra parte, en el caso del
PCR y PLS se calculo el nimero de factores 6ptimos para cada uno de ellos,
siendo ahora igual a 8 para ambos métodos. A partir de este conjunto de
calibracion, los resultados obtenidos para la orina liofilizada se muestran en la
tabla LI, donde se observa, en general, una gran mejoria con respecto al
anterior conjunto de calibracidén, siendo el PCR y el PLS los métodos de cali-
bracion que presentan los mejores resultados. L.os valores de RPE y SEP se
nuestran en las tablas LIT y LITE, donde se aprecia la potencialidad de los métodos
de calibracion multivariante bilineales, PLS y PCR, en comparacién con el
CLS, ILS y KF, en el caso de que el sistema este afectado por un gran efecto
matriz. Estos resultados, muestran la mayor precision y exactitud del PCR y
PLS en comparacion con ¢l CLS, ILS y KF, los cuales muestran importantes
limitaciones, aun en el caso de que la interferencia debida al efecto matniz

pueda ser modelada.

Teniendo en cuenta los valores de SEP para el PCR y PLS, ambos
métodos no muestran diferencias significativas entre ellos al 95% de nivel
de confianza, tanto a nivel individual para cada clorofenol como a nivel
global (tabla LIV). La tabla LV muestra los resultados de la recuperacion
media de las cuatro adiciones de clorofenoles contaminantes prioritarios
realizadas a la matriz de orina liofilizada y cuyos resultados individuales se

mostraron en !a tabla LI.
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TABLA LI. Resultados de la determinacion multivariante de clorofenoles en
orina liofilizada. Conjunto de calibracién: tablas XXVIII y L
(60 mezclas).

Muestra CLS KF iLS PCR PLS

Rec| E {Rec| E | Rec
108

2CF

2CF 040 [0.26165010231575] 1.3 3251053 133 10.59 148

PCF 030 [0.17]56.7|0.17{56.710.49( 163 | 0.32] 107 [ 0.29 96..7
2CF 066 |0.41]162.1}042(63.6]0.637955]0.60(90.0]0.63|95.5

PCF 051 |043}843|044[863]053 104 |0.56| 110]0.53| 104

. —

P: Puesto (mg/L)
E: Estimado (mg/L)
Rec: Recuperacion (%)
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TABLA LIL RPE(%) de cada clorofenol y MRPE(%) para cada método
de calibracion en orina liofilizada.

Clorofenol _CLS KF ILS | PCR | PLS
2-clorofenol_ o 38 38 78 12 17.

Pentaclorofenol 47 46 20 5.4 3.8

TABLA LIII. SEP (mg/L) de cada clorofenol y SEPT (mg/L) para cada
método de calibracion en orina liofilizada.

ILS | PCR | PLS
0.50

Clorofenol

_2-clorofenol 0.11

0.03

2,4-diclorofenol 0.07 0.07 0.34 .

Getricloroferol | 041 | 0. | oos

Pentaclorofenol 0.25 0.02
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TABLA LIV, F calculado para cada clorofenol
Comparacion entre el método PCR

y PLS. Orina liofilizada.

Clorofenol Feal

_2—clorofenol 1.9

Pentaclorofenol 2.3

Fai (95%) = 6.39

TABLA LV. Recuperacion media (%) de cada clorofenol
obtenida mediante PCR y PLS. Orina liofilizada. *

Clorofenol | PCR PLS
| 2-clorofenol | 109 +29 | 117135

Pentaclorofenol 105 +6 99+ 6

*n=4



276 D). Resultados y Discusion

D.2.5.c. Determinacion de clorofenoles en muestras de orina

humana

Los estudios realizados anteriormente ponen de manifiesto que el
PCR y PLS son métodos de calibracion multivariante suficientemente potentes
como para predecir la concentracion de los diferentes clorofenoles contami-
nantes prioritarios en muestran que presentan un acusado efecto matriz,
como es el caso de la orina. Sin embargo, esta capacidad predictiva esta en
parte condicionada por la posibilidad de poder modelar este efecto matriz en

la etapa de calibracion.

Puesto que los estudios anteriores se han hecho sobre orina liofilizada
que no contenia compuestos con peso molecular superior a 10000, y aunque se
ha comprobado en e} estudio anterior, gue estas sustancias por si solas no
muestran efecto interferente sobre la determinacion multivariante de clorofenoles,
se ha querido hacer un posterior estudio para ver st es posible determinar estos
clorofenoles de forma simultinea mediante el método FIA propuesto, cuando la
orina no ha sido sometida a ningun proceso previo de eliminacién de proteinas

y otros compuestos de alto peso molecular.

El estudio se realizd utilizando orina recogida a primera hora de la
mafiana, correspondiente a tres individuos varones jovenes, aparentemente
sanos y no expuestos laboralmente a clorofenoles o compuestos relacionados
con estos, que por degradacion en el organismo puedan ser excretados como
tales clorofenoles. Alicuotas de 50 ml de orina de estos individuos que
contenian entre 0.20 y 1.0 mg/L de los diferentes clotofenoles, se someticron
al proceso de hidrolisis basica y extraccion descrito en C.4.2.c., determi-
nandose segnidamente el contenido de cada clorofenol mediante el método FIA

propuesto, y aplicando los métodos de calibracién multivariante PCR y PLS,
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utilizando como referencia los mismos datos de calibracion empleados en el

estudio anterior.

Los resultados de recuperaciones medias obtenidos para cada uno de
estos individuos se muestran en la tabla LVI, donde se aprecia que el valor
teorico del 100% de recuperacion cae dentro de los limites de confianza de los
valores medios encontrados para los tres individuos y los dos métodos de cali-
bracidn, con la excepcién del 2-clorofenol, 2,4,6-triclorofencl y pentaclorofenol

del individuo A cuando se estima su contenido mediante PCR.

Como sea que en los estudios realizados en el apartade D.2.5.b. se puso
de manifiesto la no existencia de diferencias significativas entre los resuitados
obtenidos mediante PCR y PLS, se procedié a realizar una evaluacién de los
resultados obtenidos mediante PCR y PLS de los clorofenoles correspondientes
al individuo A, utilizando para ello el test no paramétrico de Wilcoxon. Esta
prueba se utiliza para la comparacién de métodos cuando se considera que los
obtenidos por cada uno de ellos se¢ distribuyen simétricamente pero no siguen
una distribucién normal o Gaussiana. Mediante 1a aplicacion de esta prueba se
encontrd que los resultados obtenidos para el individuo A mediante PCR y PLS
no presentan diferencias significativas al 95% de nivel de probabilidad, por lo
que se puede afirmar que ambos métodos son totalmente validos para la deter-
minacion simultanea de 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2.4-diclorofenol,
2,4, 6-triclorofenol y pentaclorofenol por el método FIA propuesto y en matrices

de orina humana.
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TABLA LVI. Recuperacion media e intervalo de confianza (%) obtenidos para cada clorofenol ¢ individuo.*

Individuo A

Individuo B

Individuo C

I Clorofenol

| Puesto(mg/L) | PCR |

PLS

PCR

|

PLS

PCR

|

PLS

2-clor0_fenol |

Pentaclorofenol

decoro-3-metlfenol |

0.40-1.0

2.4-diclorofenol .

0.20-0.80

04010 |

129 + 23

102411

81 £40

917

104 + 18
955
85 + 41

10610 |

100+ 6

113 =31

'7101i7f
104 + 14
ddrfiﬁi

103 £ 16

112+31
9816 |

103 + 14

105+ 19

114 £51

113£16.
106 + 30
110+28

107 + 47

121 = 38

1 108+15
1128

100 £ 10

=t

*n==6
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METODO MANUAL

Estudio extractivo-espectrofotométrico de los clorofenoles en presencia

de sales de ameonio cuaternario.

1.- La capacidad de formacion de pares idnicos con las sales de amonio
cuaternario estudiadas, Hyamina-3500 (Hy-3500), bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB), nitrato de tetrabutilamonio (TBA), nitrato de tetrapropilamonio (TPA)
y nitrato de tetrametilamonio (TMA), aumenta con el grado de cloracion y por
consiguiente con la disminucion de su pKa. Para fenoles muy clorados es posible
la formacién del par idnico con sales de amonio cuaternario de menor tamaiio,

segun se desprende de los siguientes hechos:

- 2-clorofenol:. se extrae con Hy-3500 a pH>10 mediante formacidén de
par 16mco. A pHs inferiores se extrae en forma neuira en presencia de

todas las sales de amonio cuaternano estudiadas.
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- 4-cloro-3-metilfenol: solamente se extrae en forma neutra.

- 2 4-diclorofenol:. se extrae mediante formacion de par idnico con Hy-3500
y CTAB a pH>10. A pHs inferiores o en presencia de las otras sales de

amonio cuaternario, solamente se extrae en forma neutra.

~ 2, 4,6-triclorofenol. se extrae como par iénico en equilibrio con la
forma neutra a pH>4.7 con las sales de amonio cuaternario Hy-3500 y
CTAB y con TBA, TPA y TMA a pH>7.4. A pH>10 este clorofenol se
extrae preferentemente como par iénico en presencia de todas las sales

de amonio cuaternario estudiadas, con excepcion del TMA.

~ Pentaclorofenol: este fenol se extrae preferentemente como par i6nico
a pH>4.7 ¢n presencia de todas las sales de amonio cuaternario estu-

diadas, con excepcion del TMA.

2.- ApH 9.1 y en presencia de TBA, unicamente el 2,4,6-triclorofenol y
el pentaclorofenol se extraen en forma de par i6nico, mientras que el 2-clorofenol,
4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol se extraen en forma neutra. La presencia de
la sal de amonio cuaternario favorece la extraccién de estos clorofenoles en
forma neutra, incluso a pHs superiores a su pKa, debido, posiblemente, a
cambios en la tension superficial. Esta sal de amonio cuaternario presenta la
ventaja sobre la Hy-3500 y CTAB, de que no forma emulsiones a ninguno de

los pHs estudiados, 1o que permite una mayor reproducibilidad de los espectros.

3.- Se han estudiado tres disolventes organicos de uso frecuente en el

iaboratorio {1,2-dicl

oroetano, cloroformo y tetracloruro de carbono) para la
extraccion de los clorofenoles en presencia de TBA y a pH 9.1, encontrandose
que ninguno de ellos afecta a la extraccion del 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y

2,4-diclorofenol, mientras que el 2,4 6-triclorofenol y pentaclorofenol presentan
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una menor absorbancia en las bandas del par ionico cuando se utiliza el

tetracloruro de carbono.

4.- El estudio de la influencia de la concentracion de TBA en el proceso
extractivo, muestra que a partir de una relacion [TBAJ/[fenol}=30 la intensidad
de las bandas de absorcion correspondientes a la extraccién de los diferentes

clorofenoles, alcanza un valor practicamente constante.

5.- Como consecuencia del estudio extractivo-espectrofotométrico de los
clorofenoles en presencia de sales de amonio cuaternario, se proponen las
siguientes condiciones experimentales para la extraccion de los clorofenoles y

su posterior determinacién espectrofotométrica:

Sal de amonio cuaternario TBA

pH 9.1

[TBA], mg/L 500
Disolvente organico cloroformo

Determinacion simultinea de clorofenoles mediante nn método directo

de regresion clisica de minimos cuadrades (CLS).

6.- En las condiciones experimentales propuestas, €l 2-clorofenol, 4-cloro-
3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y pentaclorofenol presentan espectros de absorcion
reproducibles, mientras que en el 2,4,6-triclorofenol no se da esta reproducibi-
lidad, debido probablemente a que la formacién del par iénico, en este caso,

estd controlado por una cinética lenta.

7.- Para la determinacion extractivo-espectrofotométrica simultanea de

2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y pentaclorofenol mediante
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un método directo C1.S, basado en el empleo de espectros de referencia obtenidos
a partir de disoluciones individuales de dichos clorofenoles, se decidié la
utilizacion de la derivada de primer orden ya que los estudios estadisticos basados
en el error relativo de prediccidon (RPE) y en el error estaindar de prediccion
(SEP) para cada clorofenol presentaron mejores resultados con respecto a la

utilizacién de la dertvada de orden cero (absorbancia).

8.- Igualmente, se eligi6 el intervalo de longitud de onda comprendido
entre 250 y 380 nm como ¢l 6ptimo para el andlisis muiticomponente, por ser
este el que presenta los menores valores error relativo de prediccion medio

(MREP) y error estandar total de prediccion (SEPT).

9.- Mediante regresion lineal de minimos cuadrados CLS y utilizando el
espectro de absorcién derivado, y en el intervalo de longitudes de onda
comprendido entre 250 y 380 nm, se han resuelto mezclas cuaternanas,
ternarias y binarias de 2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol y
pentaclorofenol en el intervalo comprendido entre 3 y 15 mg/L para cada

clorofenol, obteniéndose los signientes resultados:

- El 4-cloro-3-metilfenol y el 2,4-diclorofenol son los dos clorofenoles
que se determinan con una mayor precision y exactitud, con valores de
RPE de 8.2% y 6.8% y de SEP de 0.6 mg/L y 0.5 mg/L, respectivamente.

Igualmente ambos clorofenoles muestran un buen nivel de correlacion.

- El 2-clorofenol es el que muestra una menor precisién y exactitud con
respecto a los demas clorofenoles (RPE=17.7% y SEP=1.5 mg/L),
dando lugar, en general, a resultados inferiores al valor tedrico a todos

los niveles de concentracion.
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- El pentaclorofenol presenta un RPE y SEP intermedio con respecto a
los otros tres clorofenoles (RPE=13.3%, SEP=1.1 mg/L), sin embargo,
el modelo de calibracién utilizado no presenta una correlaciéon razona-
ble entre la concentracién estimada y la real (R*=0.719) por lo que el
modelo de calibracién utilizado no se puede considerar totalmente

correcto para el caso particular de este clorofenol.

Determinacion simultinea de clorofenoles mediante calibracion

multivariante CLS y espectrofotometria derivada.

10.- Se han resuelto mezclas cuaternarias, ternarias y binarias de
2-clorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 2 4-diclorofenol y pentaclorofenol en el
intervalo comprendido entre 3 y 15 mg/L para cada clorofenol obteniéndose los

sigutentes resultados:

- El 2~<lorofenol, 4-cloro-3-metilfenol y 2,4-diclorofenol muestran valores
de RPE practicamente similares (4.0%, 4.1% y 4.8%, respectivamente),
mientras que ¢l pentaclorofenol presenta un valor de RPE algo superior
(6.5%). Por otra parte, considerando los valores de SEP, no muestran
diferencias significativas entre ellos, mostrando, igualmente, buen nivel

de correlacion.

- Comparando los resultados de los métodos directo y multivariante, se
observa en este (ltimo caso una gran mejoria en cuanto a precision y
exactitud, obteniéndose un valor de RPE del orden de cuatro veces
inferior para el caso del 2-clorofenol y de dos veces inferior para el
caso del 4-cloro-3-metilfenol y pentaclorofenol, siendo el 2,4-diclorofenol
el que presenta una menor disminucion de este valor. Por otra parte, los
valores de R? para los cuatro clorofenoles, es superior al obtenido

mediante el método directo.
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Determinacion simultinea de clorofenoles mediante diferentes métodos
de calibracion multivariante. Estudio comparative de los métodos CLS,

ILS, KF, PCR, PLS

11.- Del estudio de la influencia del nimero de mezclas utilizadas en el
proceso de calibracidn sobre 1a precision de los cuatro métodos de calibracion
multivariante estudiados; regresion de minimos cuadrados clasico (CLS), filtro
de Kalman (KF), regresion de inverso (ILS), regresion de componentes princi-
pales (PCR) y regresion parcial de minimos cuadrados (PLS), se deduce que a
partir de un nimero determinado de mezclas (20 para el CLS, ILS y KF y 15
para el PCR y PLS), la precision en la determinacion de cada uno de los cloro-

fenoles (SEP) alcanza un valor practicamente constante.

12.- Del estudio de la influencia de las longitudes de onda seleccionadas
para la determinacion de los clorofenoles mediante CLS, KF, PCR y PLS, se
desprende que la utilizacion del espectro completo da lugar, en general, a resul-
tados menos exactos y precisos que cuando se utiliza un numero determinado
de longitudes, previamente seleccionado mediante el numero de condicion de la

matriz K de calibracion (cond(K)) o 1la mejor la relacion sefial/ruido (S/N).

13.- Los resultados de prediccion obtenidos para los cuatro clorofenoles,
utilizando para cada método de calibracién multivariante el nimero optimo de
longitudes de onda seleccionadas y partiendo en cada caso del conjunto de
mezclas de calibracion seleccionado, muestran que, con excepcion del ILS, no
existen diferencias significativas a un nivel de confianza del 95% entre los
valores de SEP obtenidos cuando la seleccion de longitudes de onda se realiza
mediante el cond(K) o mediante la relacion S/N, lo que indica que cualquiera

de estos métodos de seleccion de las longitudes de onda son igualmente vélidos.
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METODO AUTOMATICO (FIA)

14.- La optimizacion de las variables hidrodinamicas y quimicas condujo

a proponer las siguientes condiciones experimentales:

Variables hidrodinamicas:
Volumen de inyeccién:

Caudal:

Portador

Reactivo (TBA)

Fase organica (CHCL,)

Reactor:
Longitud (cm)
Diametro interno {mm)

Bucle de extraccion:
Longitud (cm)
Diametro interno (mm)

Variables quimicas:

pH
Fuerza iénica (NaCl)
[TBA]}

250 pl

1.5 ml/min
1.2 ml/min
0.6 ml/min

30 cm
0.3 mm

130 ¢cm
0.3 mm

9.1
0.05M
1500 mg/L

Algunas de estas variables propuestas como optimas, son el resultados

de un compromiso entre la senstbilidad y la velocidad de muestreo.

15.- El empleo de la técnica FIA conduce a una mayor reproducibilidad

en la extraccion del par idénico del 2,4,6-triclorofenol con respecto al procedi-

miento manual, lo que permite la determinacidn de este clorofenol junto con los

cuatro estudiados en el método manual.
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Determinacion de clorofenoles mediante calibracién multivariante

por FIA y espectrofetometria derivada

16.- Se estudian cinco métodos de calibracion multivaniante: CLS, ILS, KF,
PCRy PLS. En todos los casos se parte de un disefio de calibracién de 50 mezclas
generadas aleatoriamente para concentraciones de cada clorofenol comprendidas
entre 0 y 10 mg/L. La etapa de validacion se lleva a cabo con un conjunto de 36
mezclas en igual intervalo de concentracion. La seleccion del intervalo de
longitudes de onda para la estimacion de la concentracion de los clorofenoles
se realiza mediante el criterio del minimo nimero de condicién de la matriz de
calibracion (cond(K)), encontrandose que los resultados mas precisos y exactos

s¢ dan para el intervalo comprendido entre 286 y 338 nm.

17.- La seleccion del namero Optimo de factores o variables latentes a
aplicar en PCR y PLS se ha hecho mediante validacion de cruce y signiendo los
criterios estadisticos de Osten y Eastment y Krzanowski y del PRESS, condu-
ciendo todos ellos a un valor dptimo de 6 factores tanto para PCR como para
PLS. De estos 6 factores seleccionados, cinco corresponden con toda probabilidad
a las cinco causas conocidas de vanacion, es decir, los cinco clorofenoles,
mientras que el sexto corresponderd a un factor cuya naturaleza no ha sido
asignada de forma definitiva, correspondiendo posiblemente a una contribucion

a la variacion espectral de origen instrumental o quimico.

18.- La deteccion de posibles mezclas de calibracion que se encuentran
fuera del intervalo muestral (“outliers”) se ha llevado a cabo siguiendo los
criterios del efecto leva (“leverage™) los residuales de Student y la distancia de
Cook, no detectandose ninguna de ellas para ninguno de los métodos de cali-
bracién multivariante estudiados, lo que indica que el disefio de calibracion

empleado es suficientemente representativo del sistema.
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19.- Aplicando el método automatico FIA propuesto, se han resuelto
mezclas de cinco, cuatro, tres y dos clorofenoles en el intervalo de concentracion
comprendido entre 2 y 10 mg/L, obteniendo una buena correlacion entre las
cantidades reales y las estimadas. De los métodos de calibracién multivariante
estudiados, CLS, KF, PCR y PLS presentan resultados similares en cuanto a
precision y exactitud, no asi el ILS el cual muestra diferencias significativas
con respecto a los otros métodos cuando se compara el error estandar de

prediccion total (SEPT) al nivel de confianza del 95%.

Determinacion multivariante de clorofenoies en diferentes tipos de aguas

20.- El método automatico FIA propuesto se ha aplicado a la determina-
cion, en diferentes tipos de aguas, de clorofenoles contaminantes prioritarios en
concentraciones comprendidas entre 0 y 200 ug/L, previa preconcentracion en

una resina polimérica XAD-4, con los siguientes resultados:

- Se obtienen recuperaciones medias alrededor del 100% para todos los
clorofenoles y métodos de calibracion estudiados en el caso de que la
muestra de agua no presente efecto matriz como es el caso del agua
purificada mediante un aparato de Milli Q o en el caso de agua de
consumo publico. En el caso del agua de rio las recuperaciones medtas

son ligeramente menores, pero en todos los casos, superiores al 81.8%.

- De los métodos de calibracién multivariante estudiados, el CLS es el
que presenta los resultados mas precisos y exactos en aquellas aguas
con menor contenido de materia organica (agua Milli Q y agua de
consumo pitblico), mientras que en aguas con mayor contenido de materia
organica como el agua de rio, son el PCR y PLS los métodos que

ofrecen los mejores resultados.
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Determinacion multivariante de clorofenoles en orina humana

21.- Del estudio de los tres procedimientos de hidrolisis (4cida, alcalina
y enzimatica) realizados sobre una muestra de orina liofilizada, la hidrolisis
basica es la que presenta un menor efecto matriz y, por lo tanto, la mas adecuada,

en principio, para la determinacion de los clorofenoles en este tipo de muestra.

22 - La determinacion multicomponente de clorofenoles en orina humana se
encuentra fuertemente interferida por el efecto matriz que suponen los
componentes natirales presentes. Este efecto interferente de la matriz es debido

principalmente a la presencia de compuestos de peso molecular inferior a 10000.

23 .- El efecto matriz de los componentes de la orina pueden ser modelado
en el proceso de calibracion multivariante, incluyendo, en el disefio de calibracion,
varias mezclas que contengan orina liofthzada y fenoles afiadidos en concen-
traciones conocidas. La aplicaciéon del método automatico FIA propuesto
permite obtener resultados precisos y exactos cuando la determinacion se realiza

mediante PCR y PLS.

24- La aplicacion de los métodos PCR y PLS en la determinacion de los
cinco clorofenoles en muestras de orina humana a la que se afiaden clorofenoles
en concentraciones comprendidas entre 0.20 y 1.0 mg/L, da lugar a recupe-
raciones medias no significativamente diferentes del valor tedrico del 100%. De
tres muestras correspondientes a tres individuos diferentes, sélo se han encon-
trado desviaciones importantes en un solo individuo cuando la estimacion se
hace mediante PCR. No obstante mediante la aplicacion de un test no paramé-
trico (prueba de Wilcoxon) a los resultados de este individuo, no se observan
diferencias significativas al 95% entre los métodos PCR y PLS en la determi-

nacion de estos clorofenoles.
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25.- Como conchusion final, puede decirse que la determinacion extractivo-
espectrofotométrica de los clorofenoles contaminantes prioritarios 2-clorofenol,
4-cloro-3-metilfenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol es
posible utilizando procedimientos matematicos basados en métodos de calibracién
multivariante, no siendo necesaria la separacion previa de los analitos. El método
propuesto puede ser facilmente automatizado mediante un sistema FIA y puede
ser aplicado tanto a muestras de agua como a muestras con matriz mas compleja
como el caso de la orina. De los cinco métodos de calibracion multivaniante, el
CLS rinde resultados precisos y exactos en muestras con poco efecto matriz,
mientras que en muestras con un efecto matriz mas acusado, son los métodos

bilineales, como ef PCR y PLS, los que conducen a mejores resultados.
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